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Resumen

Lecanicillium lecanii es un hongo entomopatogeno capaz de utilizar quitina como Unica
fuente de carbono para producir quitinasas en cultivos sumergidos y sélidos. De acuerdo a la
revision de literatura cientifica, no existen informes sobre la produccién de quitosanasa de L.
lecanii. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de degradacion del
quitosano de L. lecanii mediante la produccién de halos de hidrélisis con medio con
quitosano como unica fuente de carbono con grados de acetilacion (GA) de 0.03, 5, 18 y
46.6%. Los halos de hidrdlisis mas grandes fueron observados con GA de 5%, que se
selecciond para cultivos sumergidos en matraz a 180 rpm, pH 6 y 25°C usando
concentraciones de 5, 10 0 15 g L™ de quitosano. La mayor actividad enzimatica se obtuvo a
las 144 hy 5 g L™ (0.078 U mg™). Posteriormente, los cultivos con 5y 10 g L se llevaron a
cabo en un biorreactor de 3 L a 100 rpm, pH 6, 25° C y 1 vvm. La actividad enzimatica se
detectd desde las 72 h hasta las 168 h. La mayor actividad quitosanolitica del extracto
enzimético crudo (EC) fue detectada a las 144 h en el cultivo con 5 g L™ (0.210 U mL! y
0.152 U mg™?). La productividad de azlicares reductores y actividad enzimatica de dicho
cultivo fueron 9.38 y 4.18 veces mayores que las obtenidas en matraz. Ademas, los
pardmetros caracteristicos de la reologia del medio de cultivo se determinaron con nimeros
de Reynolds 273.9, potencia 3.1, aireacion 0.18. Se demostré que L. lecanii es capaz de
producir quitosanasas induciendo su produccion mediante la adicién de quitosano como
unica fuente de carbono en el medio de cultivo, aunque el crecimiento del hongo y la
produccion de azucares reductores fue ligeramente menor en los cultivos con 5 g L, la
actividad enzimatica obtenida fue superior, las mejores condiciones para las determinaciones
de actividad fueron: quitosano GA~5% a pH 5.5, durante 15 min de reaccion a 35 °C
utilizando concentraciones >0.8% p v'*. Los parametros cinéticos caracteristicos de la enzima

fueron Vimax= 0.033 umol min?t y km=2.43 g L.



Abstract

Lecanicillium lecanii is an entomopathogenic fungus able to use chitin as the sole carbon
source to produce chitinases in submerged and solid-cultures. There are no reports to the best
of our knowledge on L. lecanii chitosanase production. Therefore, the aim of this work was
the evaluation of L. lecanii chitosan degrading capacity by the production of hydrolysis halos
with added chitosan media (degrees of acetylation (DA) of 0.03, 5, 18, and 46.6%. The largest
diameter of the hydrolysis halo was observed with DA=5, which was selected for further
flask-submerged cultures at 180 rpm, pH 6, and 25°C using 5, 10, or 15 gL™* concentrations
of chitosan. The highest enzymatic activity was obtained at 144 h and 5 g L™ (0.078 U mg
1. Subsequently, cultures with 5 and 10 g L™ were carried out in a 3 L-bioreactor at 100 rpm,
pH 6, 25°C, and 1 vvm. The enzymatic activity was detected from 72 h to 168 h. The highest
chitosanolytic activity of the crude enzyme (CE) was detected at 144 h in culture with 5 g L
1(0.210 U mL! & 0.152 U mg™). The productivity of reducing sugars and enzymatic activity
of this culture were 9.38 and 4.18 fold higher than obtained in flask. It was shown that L.
lecanii is capable of producing chitosanases by inducing its production by adding chitosan as
the only carbon source in the culture media, although the growth of the fungus and the
production of reducing sugars was slightly lower in the cultures with 5 g L%, the enzymatic
activity obtained was higher, the best conditions for the activity determinations were:
chitosan GA ~ 5% at pH 5.5, during 15 min of reaction at 35 ° C using concentrations >0.8%
p v'1. The characteristic kinetic parameters of the enzyme were Vmax = 0.033 pmol min! and
km=243gL™



1. Introduccion

1.1.Produccién de enzimas por microorganismaos

Los microorganismos son productores de una gran variedad de enzimas, dicha produccion
puede llevarse a cabo de dos formas distintas dependiendo de la intensidad con las que se
producen, cuando la velocidad de formacion es constante e independientemente de las
condiciones externas son conocidas como enzimas “constitutivas”, por otro lado, cuando la
produccién depende de las condiciones externas, en particular de su relacion con el medio de
cultivo son conocidas como enzimas “adaptativas”, dentro de este grupo se presentan las
enzimas “inducidas” las cuales su produccion depende de la presencia de sustratos
especificos o bien, compuestos que son quimicamente similares los cuales son llamados
“inductores” y que se utilizan como unica fuente de carbono (Madigan y col.,2004). Lo que
significa que la produccion enzimatica puede ser una respuesta inducida por la presencia de
sustratos complejos, las enzimas producidas bajo estas condiciones se utilizan como
herramienta catalizando la descomposicion de los sustratos complejos en compuesto de facil
asimilacion. Sin embargo, los microorganismos solo pueden producir estas enzimas a
expensas del crecimiento y metabolismo si la disponibilidad de nutrientes facilmente

asimilables es escasa (Asmar y col.,1994; Sinsabaugh y col.,1994).

1.2.Lecanicillium lecanii

L. lecanii es un hongo filamentoso aerobio que se ha utilizado como agente de control
bioldgico (uso de organismos antagonistas en la supervivencia de patdgenos), dentro de estos
agentes de control biolégico también se encuentran virus, bacterias, nematodos y
protozoarios, ademas de otros hongos (Cederkvist y col., 2008). Su utilidad como agente de
control biolégico es una alternativa muy atractiva a los productos quimicos convencionales
utilizados en el manejo de plagas y enfermedades en plantas debido a que sigue la via tipica
de patogénesis de hongos entomopatégenos (Goettel y col., 2008), por lo tanto, tiene la
capacidad de hidrolizar la quitina que forma parte del exoesqueleto de artropodos y de la
pared celular de hongos, debido a la produccion de enzimas quitinoliticas. Cabe mencionar

que las bacterias y los hongos parecen ser los descomponedores dominantes de quitina, y



juegan un papel esencial en los ciclos biogeoquimicos de carbono y nitrégeno en la naturaleza

(Keyhani y Roseman y col., 1999).

1.3.Quitina/Quitosano

La quitina es uno de los biopolimeros més abundantes en la tierra y esta altamente disponible
como material de desecho de la industria del camardn. Consiste en una cadena lineal de
unidades de N-acetil-p-D-glucosamina (GIcNAc) unidas por enlaces glucosidicos f-1,4. Los
derivados de la quitina parcial o completamente desacetilados son llamados quitosano, de
hecho, la palabra quitosano define una gran familia de biopolimeros con diferentes relaciones
GIcN-GIcNAC, que se describen como no toxicos, biodegradables y biocompatibles (Rinaudo
y col., 2015). Generalmente se obtienen mediante la desacetilacion artificial de quitina en
presencia de alcali o por reaccion enzimatica mediante el uso de enzimas desacetilasas. Este
derivado de la quitina es mas bioactivos que la molécula original debido a los grupos amino

libres en su estructura y su solubilidad a pH &cido.

R = COCH.or H
b
B--0H-HHHHEH - BB BB BB
C

d
B GIcNAC
0 GleN

Figura 1. (a) Estructura quimica del quitosano, (b) Distribucion de GIcNAc y GIcN en quitina, (c)
quitosano parcialmente desacetilado y (d) quitosano completamente desacetilado. (Recuperado de:
Thadathil y col.,2014).
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1.4.Enzimas relacionadas con el quitosano

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) son enzimas que forman parte de la familia glicosil hidrolasas;
que pueden descomponer el polimero de quitina hidrolizando los enlaces glucosidicos -(1,4)
liberando componentes oligo y monoméricos.

La hidrolisis completa de quitina en monomeros de GICNAc requiere la accion de dos
sistemas sinérgicos y consecutivos: Endoquitinasas que producen oligomeros solubles de
bajo peso molecular como la quitotriosa, quitotetraosa y la diacetilquitobiosa, esta actividad
enzimatica involucra el rompimiento al azar en puntos internos de la cadena del polimero. El
segundo grupo son las exoquitinasas, que actlan progresivamente en los extremos no
reductores de la cadena, dentro de éstas, se encuentran las quitobiosidasas (EC 3.2.1.29), que
catalizan la liberacion progresiva de quitobiosa; y las f-N-acetilhnexosaminidasas, que
hidrolizan la quitobiosa y oligdmeros de mayor tamafio, liberando GIcNAc (Matsumoto,
2001, Duo-Chuan, 2006).

Endoquitinasa

Q@Q@Q@Q@Q@]

l l Quitobiosidasa
Extremo no reductor

(Exoquitinasas) { I>< I>< '>< '>< I> Oligémeros de quitina

l N-acetil-hexosaminidasa

QQ Quitobiosa
Q N-acetil-glucosamina “GIcNACc”

Figura 2. Forma en que las quitinasas acttan sobre la quitina. En color azul se presentan los grupos
acetilo.
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Las -N-acetilhexosaminidasas en bacterias se encuentran como un monomero proteico, con
una masa molecular de ~150 kDa, mientras que, en hongos, se encuentran en forma de dimero
con una masa molecular en el rango de 11-150 kDa (Scigelova y Crout, 1999). Los genes
fangicos de quitinasa estdn compuestos por cinco dominios, que incluyen el dominio
catalitico, el dominio de unién a quitina, el dominio rico en serina / treonina, la region del

péptido sefial N-terminal y la region de extension C-terminal (Hamid y col., 2013).

Las quitosanasas (EC 3.2.1.132), al igual que las quitinasas pertenecen a la familia de las
GH, hidrolizan los enlaces glucosidicos f-(1,4) entre las unidades GICNAc y GIcN de
quitosano (Zhu y col.,2007). La quitosanasas son producida por microbios y plantas, donde
desempefian un papel importante en la nutricion y la defensa. La quitosanasa se describi6 por
primera vez en 1973 a partir de diferentes microorganismos del suelo. Durante los ultimos
40 afos, se han publicado varios trabajos de investigacion sobre la aparicidn, produccion,
purificacion y caracterizacion de quitosanasas de diferentes microorganismos, tales como
bacterias, hongos y cianobacterias; asi como de plantas. (Somashekar y col., 1996). La
mayoria de las quitosanasas se caracterizan por masas moleculares, que van desde 20 a 75
kDa. La clasificacion de las quitosanasas se divide en cuatro distintas clases de acuerdo con
su especificidad hacia determinado sustrato; todas las quitosanasas pueden romper el enlace
entre dos unidades GIcN; las enzimas de la subclase | separan adicionalmente los enlaces
GIcNACc-GIcN, se cree que las enzimas de la subclase 11 separan solo el enlace GIcN-GIcN,
mientras que las enzimas de la subclase 111 cortan adicionalmente los enlaces GIcN-GIcNAc
(Fukamizo y col., 1994). Las enzimas de la subclase 1V pueden escindir los tres tipos de
enlaces, pero como todas las quitosanasas, no escinden los enlaces GIcNAc-GIcNAc (Hirano
y col., 2012).

Las quitosanasas también se pueden clasificar en dos categorias principales
(endoquitosanasas y exoquitosanasas), de acuerdo con sus sitios de escision. Las endo
quitosanasas (EC 3.2.1.132; creado en 1990, modificado en 2004) cortan al quitosano
parcialmente acetilado al azar y producen COS. Las exoquitosanasas generalmente se llaman
exo-1,4-#-D-glucosaminidasa (GlcNase, EC 3.2.1.165; creado en 2008), que libera los

residuos de GIcN o GIcNAc continuamente del extremo no reductor del sustrato.



Subclases

X X
ORI S

S1e)

Figura 3. Tipos de enlace que cada subclase de quitosanasa puede realizar. En color azul se presentan
los grupos acetilo.

Las quitosanasas pertenecen a cinco familias de las GH: GH-5, GH-8, GH-46, GH-75 y GH-
80, clasificadas segun sus secuencias de aminoacidos. Entre estas familias, las quitosasasas
GH-46, especialmente las de Bacillus y Streptomyces, se han estudiado ampliamente en
términos de sus caracteristicas cataliticas, mecanismos enzimaticos y estructuras proteicas.
Las quitosanasas GH-75 son otra familia importante de quitosanasas; los miembros que

pertenecen a esta familia son principalmente de origen fungico (Wang y col., 2008).

Con base en la configuracion anomérica del proton C1 del azucar final reductor obtenido de
los productos enzimaticos, las quitosanasas pueden implicar diferentes tipos de catélisis: ya
sea el mecanismo de retencion (Figura 4a) o el mecanismo de inversién (Figura. 4b). Las
glicosidasas de retencion catalizan la hidrolisis a través de un mecanismo de doble
desplazamiento de dos pasos con uno de los dos residuos de aminoacidos esenciales
funcionando como un nucledéfilo y el otro como un acido / base general. Por el contrario, las
glicosidasas inversoras siguen un mecanismo de desplazamiento Unico de un solo paso con
la ayuda de un &cido general y una base general. La base general polariza una molécula de

agua para desarrollar un nucleofilo mas fuerte para atacar el carbono anomérico, mientras
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que el acido general protona el oxigeno glucosidico para acelerar la reaccion. Las
configuraciones inversoras se han verificado experimentalmente para GH-8 y GH-46.
También se infiere que GH-80 es una enzima inversora. Sin embargo, la estereoquimica

catalitica de la enzima GH-75 sigue siendo desconocida (Fukamizo et al., 2000).

Glu 22
a |
H
o - «
m/ Qs v + ROH
D Asp 40
Asp 40-
o Glu22
0 (\)_H .\ (0]
m‘/ OH
CAsp 40
b Glu 22

H

—2 S o

\R : m + ROH
H— SH O~m

n )

Figura 4. Mecanismos de hidrolisis enzimatica de enlaces glucosidicos por quitosanasas. (a) Mecanismo
de retencion y (b) Mecanismo de inversion. (Recuperado de: Thadathil y col.,2014) [Donde Glu: Acido
glutamico y Asp: Acido aspartico].

La mayoria de las quitosanasas no pueden actuar sobre el quitosano solido / cristalino, por lo
que el quitosano coloidal, soluble o el glicol quitosano se utilizan generalmente como
sustratos para los ensayos de quitosanasas (Somashekar y col., 1996). La actividad de la
quitosanasa esté influenciada por varios factores, como el grado de acetilacion del quitosano
“GA”, la viscosidad y concentracion de la solucién de quitosano, el tipo de &cido utilizado
para disolver el quitosano, la cantidad de enzima y otras condiciones de reaccion como el
pH, la temperatura y la agitacion. La actividad de la quitosanasa se puede determinar
midiendo la reduccion de la viscosidad del sustrato, aunque es un método insensible. La

estimacion cuantitativa de azUcares reductores “AR” 0 amino azUcares producidos a partir
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de sustratos de quitosano es el método cominmente utilizado para determinar la mayor parte

de la actividad quitosanasa. (Thadathil y col.,2014).

El uso de quitosanasas en la preparacion de COS generalmente no requiere la purificacion de
la enzima, pero se requieren quitosanasas en su forma purificada para estudiar las
propiedades bioquimicas, las relaciones de funcidn-estructura y sus aplicaciones
biotecnologicas. La purificacion de quitosanasas de fuentes microbianas en la mayoria de los
casos ha involucrado meétodos clésicos de purificacion de enzimas. Estos métodos implican
la eliminacion de biomasa microbiana del caldo de cultivo, precipitacién / concentracion
selectiva por (NH4)2SO4 o disolventes. La quitosanasa concentrada se somete ademas a

cromatografia, comunmente filtracion en gel, intercambio idnico, técnicas de afinidad, etc.

1.5.Coeficiente volumétrico de transferencia de masa “k;a" como criterio de

escalamiento en cultivo sumergido.

El comportamiento de los cultivos bioquimicos estd fuertemente influenciado por una serie
de fendmenos de transferencia. Es posible que un determinado cultivo, en especial los
aerobios, estén limitados en sus posibilidades de mejorar su rendimiento y productividad, por
razones propias de las caracteristicas de las células ademas de problemas al satisfacer su alta
demanda de transferencia de masa, en especial la de oxigeno. Debido a la baja solubilidad
del Oz en agua (10 ppm a 15°C) y a que los microorganismos son capaces de utilizar
solamente el O disuelto, por lo que es necesario ser suministrado continuamente al medio
de cultivo. El proceso para lograrlo consta de varias etapas, ya que es necesario transferir O
desde la fase gaseosa (normalmente aire) a la fase liquida (medio de cultivo) de modo

permanente.

La caracteristica general de los problemas de transferencia de masa en un sistema
fermentativo es que el oxigeno pasa desde una fase a otra en la cual se encuentra el
microorganismo. De acuerdo con la teoria de Lewis y Whitman (1942) y la Ley de Fick

(1885), las distintas etapas presentes en este fendmeno son (Nielsen y col.,2002):

e Transporte del oxigeno desde la fase gaseosa hacia la interfase gas-liquido.

e Difusion del oxigeno a través de la interfase gas-liquido.
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e Transporte del oxigeno a través de la fase liquida hasta las vecindades del
microorganismo.

o Difusion del oxigeno en la interfase liquido-solido (célula). Difusion intra-particula
(intracelular).

e Reaccidn bioquimica intracelular.

o— I a INTERF AZE LIOUIDO- C LA
| | 'l
| l |
I
| I |
I I |
|
I
| | |
| | |
S| € c. |
1 | |
A3 15
4
| N NS
I I\I EENO DEL LoD o I

midan raicar e

Figura 5. Transferencia de un componente en fase gaseosa desde el centro de la burbuja hasta el
interior de la célula (Doran y col., 1995).

El problema del cambio de escala de un proceso es uno de los aspectos de mayor importancia,
no solo en los cultivos bioquimicos sino en la industria en general. Se han escogido varios
criterios para efectuar el cambio de escala, todos ellos basados en resultados empiricos (Aiba
y col., 1973). Se plantea que para tanques agitados geométricamente similares, con medio y
propiedades fisicas constantes, los criterios mas utilizados son: potencia por unidad de
volumen (PV~1) y el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k,a) (Quintero y
col., 1993).

El k;aes una medida de la oportunidad que el medio circundante le ofrece a un gas para

movilizarse a través de la interfaz gas-liquido por unidad de fuerza motriz, la cual es el grado
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de concentracion de gas entre el liquido y el gas. Macroscopicamente, la transferencia de O>
puede explicarse mediante la ecuacion (1):
ROy =k a(C™ - (1) (1)

donde RO: es la tasa de transferencia de 0,, k,a es el coeficiente volumétrico de
transferencia de 0,,C*es la concentracion que estaria en equilibrio con la presion parcial de
0,en el seno de la fase gaseosa. Segun la ley de Henry, PO, = HC*y C, es el valor de la
concentracion de 0, en el seno del liquido. La diferencia de estos dos Gltimos términos es la
fuerza impulsora de la transferencia. La medicion de la capacidad de transferencia de
oxigeno, en un biorreactor aerobio es de suma importancia, por cuanto dicho valor
determinara la productividad del sistema, siempre y cuando la productividad dependa del
mismo. El k,a podria mejorarse aumentando la aireacion y/o la agitacion, pero con
limitaciones técnicas y fisiologicas relacionada con la productividad y rendimiento del

microorganismo (Fenice y col., 2012).

2. Antecedentes

2.1.Quitinasas

L. lecanii ha sido reportado como productor extracelular de quitinasas en cultivo sumergido
y s6lido utilizando quitina como inductor (Matsumoto y col., 2004; Marin y col., 2008;
Rocha-Pino y col, 2011). Matsumoto y col. (2004) reportaron una alta produccion de S-N-
acetilhexosaminidasas en cultivo solido en comparacion al cultivo sumergido, sin embargo,
el cultivo en medio sélido presenta problemas en el escalamiento del proceso, asi como en el
control de pH y temperatura. Por otro lado, se sabe que la tecnologia de cultivo sumergido
es ampliamente utilizada a nivel industrial, cerca del 90% de las enzimas producidas
industrialmente se producen en cultivo sumergido, empleando condiciones optimizadas y

microorganismos manipulados genéticamente (Holker y col., 2004).

Matsumoto y col (2004) demostraron que utilizando desechos de camaron provenientes de
un proceso de ensilado como sustrato inductor se observaba una mayor produccion de S-N-
acetilhexosaminidasas provenientes de Verticillium lecanii ATCC 26854 (nombre antiguo de
Lecanicillium lecanii) en cultivo sumergido y sélido, con respecto a cultivos suplementados

con sacarosa como unica fuente de carbono. También observaron que el rendimiento en la
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produccién de pB-N-acetilhexosaminidasas fue inferior en cultivo sumergido (SmC)
comparado con el cultivo en estado sélido (SSC); aunque en este ultimo se obtuvo un extracto
enziméatico méas concentrado también se observaron trazas del soporte y del proceso de
ensilado lo que se informa interfiere con el proceso de purificacion de dichas enzimas, por
ultimo, se informé que el uso de micelio pre-cultivado de L.lecanii mejora los rendimientos
de produccion de enzimas debido a que la etapa de adaptacion se reduce significativamente.
Por otro lado, Rocha Pino y col (2011) identificaron la presencia de actividad de diferentes
enzimas quitinoliticas provenientes de Lecanicillium lecanii ATCC 2149 utilizando un medio
compuesto por sales minerales y suplementado con fructosa 6 quitina coloidal como inductor,
tanto en SmC como en SSC (Espuma de poliuretano) , debido a la ausencia de actividad
quitinolitica en los cultivos suplementados con fructuosa llevaron a cabo zimogramas sobre
el extracto crudo semi purificado proveniente de los cultivos inducidos con quitina coloidal
en donde encontraron la presencia de exoquitinasas de peso molecular 31 y 51 kDa
respectivamente, endoquitinasa de 26 kDa y Hex de 61,80,96 y 111 kDa para el SSC; en
cuanto al SmC determinaron la presencia de exoquitinasas de peso molecular 32 y 45 kDa,
respectivamente, endoquitinasas de 10 y 26 kDa asi como Hex de 61,96 y 111 kDa. En Gltima
instancia se informd que la actividad reportada por Hex del cultivo en estado sélido (7.58 U
mg?) triplico la actividad observada en las obtenidas en cultivo sumergido (2.73 U mg™).
Teniendo como conclusion que el tipo de sistema influye en la produccion de enzimas
quitinoliticas, lo cual puede ser atribuido a las diferencias de difusion de oxigeno y

transferencia de masa.

Por su parte, Villa-Lermay col., (2013), estudiaron la produccién de Hex de L. lecanii ATCC
26854 en medio Czapeck suplementado con quitina coloidal en condiciones de agitacién (102
rpm) y temperatura (25°C), con resultados de 29.34 U L? y 0.6 U mg* de proteina. Este
aumento significativo en la actividad fue explicado a los cambios de pH realizados durante
el cultivo.

En un trabajo posterior Villa-Lerma y col., (2015) encontraron que L. lecanii produce
proteasas durante el cultivo sumergido, las cuales podrian hidrolizar a las quitinasas en etapas
posteriores durante su aplicacion, por lo que recomiendan eliminarlas mediante purificacion

parcial del extracto enzimatico. Reportaron que las actividades especificas de ambas enzimas
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quitinoliticas se incrementaron al variar el pH (5-8) y se produjeron menos proteasas,
comparado con los cultivos a pH fijo de 6, los tiempos de produccion méxima de proteasas
se ven retrasados cuando el pH es variable encontrandose a las 120 h mientras que para el
caso de los cultivos a pH fijo el pico de produccidon se encontré a las 96 h.

Se ha informado que existe una influencia de la concentracion de proteina residual sobre la
produccion de enzimas quitinoliticas en cultivo sumergido, tal como lo reportaron Rojas-
Osnaya y col. en 2015, utilizando como sustrato quitina coloidal con tres porcentajes
diferentes de proteina residual, 6, 10 y 14%. Con 14% de proteina se obtuvieron actividades
de 0.027 y 22.79 U mg™ de proteina para Hex y Endoquitinasa (Endo) respectivamente. La
mayor produccion de Hex se obtuvo al utilizar quitina coloidal con 10% de proteina residual
obteniendo 0.115 U mg? de proteina, mientras que para la quitina coloidal con 6% de
proteina no se detecto actividad quitinolitica. Adicionalmente, Rojas-Oshaya y col., en 2015
reportan el sinergismo observado de las enzimas quitinoliticas producidas por L. lecanii, ya
que se reportaron que la mayor produccién volumétrica de Hex (96 h) se obtiene cuando
existe un descenso de la actividad Endo.

Por dltimo, y como antecedente directo a este proyecto Escobar-Sanchez y col (2018)
determind las condiciones y el criterio de escalamiento para el proceso de produccion de
enzimas quitinoliticas de L.lecanii en un biorreactor de 3 L (volumen de trabajo 53%)
determinando el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k,a) y el nimero de
reynolds (Nre) utilizando diferentes velocidades de agitacion asi como volumenes de aire
suministrados al cultivo, pues deseaba conocer el comportamiento del cultivo en el tiempo
(cambio de viscosidad) asi como la relacion de dichas variaciones con la productividad
quitinolitica.

Al realizar diferentes tratamientos utilizando quitina coloidal con 4.8% de proteina residual,
observo que la mayor productividad fue en condiciones de 100 rpm de agitacion y 1vvm de
aireacion obteniéndose una actividad Hex de 0.54 + 0.0195 U mg?! proteina y una
productividad de 0.0045 + 1.62x10* U mg* proteina h™ con un valor de k,a de 5.58 + 0.25
h™y un Nge de 38.1.

Como criterio de escalamiento al comparar las curvas de productividad obtenidas a diferentes

condiciones de agitacion y aireacion respecto a los criterios k;a y Nre, Se observa que k; a
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es un criterio mas relevante ya que se logré determinar que la variacion del k; a influye sobre
la productividad, en donde existe una region efectiva de escalamiento que va de los 5-20 h?,
sin embargo, con Nre Observo que al variar el nivel de agitacion y aireacion para los
tratamientos el Nre Se mantiene constante concluyendo que no tiene efecto directo sobre la
productividad. Cabe mencionar que se sugiere utilizar quitina coloidal con 10-12% de

proteina residual pues se observan mejoras en la productividad quitinolitica.

2.2.Quitosanasas

Hasta el momento no se tienen antecedentes directos sobre la produccidn, y por consecuencia
de la caracterizacion de enzimas quitosanoliticas provenientes de Lecanicillium lecanii, pero
como se muestra en la tabla 1 se ha reportado la produccion de dichas enzimas por diferentes
tipos de microorganismos; principalmente bacterias y hongos, los cuales fueron inducidos
con diferentes formas de quitosano los cuales se encontraban inmersos en cada uno de los
medios de cultivo. Recientemente, da Silva y col., (2012) reportaron la produccion y
optimizacion de una quitosanasa extracelular por el hongo Trichoderma koningi bajo SSC,
el rendimiento maximo de la quitosanasa fue de 4,84 U g* de sustrato seco y se logro
utilizando una mezcla de 3,0 g de salvado de trigo y 1,5 g de quitosano como sustrato sélido.
Por otro lado, se debe destacar que Fernandes de Assis y col (2010) reportaron presencia de
actividad quitosanoliticas en el extracto crudo obtenido mediante cultivo sumergido
utilizando el hongo Metarhizium anisopliae en un medio mineral suplementado con extracto
de levadura (0.5%), peptona (0.2%) e inducido por la presencia de quitosano (0.2%),
obteniendo una actividad especifica maxima de 2.5 U L™ a las 48 h de cultivo. Cabe
mencionar que dichos microorganismos al igual que L. lecanii pertenecen a la clasificacion
de hongos entomopatdgenos, lo que da un panorama positivo a que si se modifica el medio
de cultivo utilizado con éxito para la produccion de enzimas quitinoliticas de L. lecanii
(Rojas-Osnaya y col., 2015) con la adicion de quitosano como inductor se observe la

presencia de actividad quitosanolitica de igual forma.
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Tabla 1. Quitosanasas microbianas inducidas por quitosano en el medio de cultivo.

. pH Temperatura 6ptima | Peso molecular .
Organismo optimo °C) (kDa) Referencia
. . . . i i (Ekowati y
Bacillus licheniformis MB-2 | 6.1-7 70 75 col..2006)
L i (Zitouni y
Paenicabillus sp.1794 4.8 80-85 40 col..2013)
. . i (Struszczyk y
Mucor circinelloides 5.5-6 37 42 col..2009)
Aspergillus QD-2 5.6 55-60 ND (zZhang y col.,2012)
Grongronella sp. JG 5.6 55-60 28 (Wang y col.,2008)
Serratia marcescens 5 50 21 (Wang y col.,2008)
Anabaena fertilissima 7.5 27 ND (Guptay col.,2012)
Streptomyces reseolus 5 50 41 (Jiang y col.,2012)
Bacillus cereus D-11 6 60 41 (Gao y col.,2008)
Acinetobacter  calcoaceticus
TKUO024 6 50 27 (Wang y col.,2011)
Straphylococcus capitis 7 30 35 (Suny col.,2018)

3. Justificacion

La produccion de quitosanasas ha llamado la atencion de los investigadores por su aplicacion
en la produccion de oligbmeros de quitosano que presentan mejor bioactividad que el
biopolimero (actividad antitumoral, antioxidante, antibacterial, asi como efectos
inmunoestimulantes).

Se ha trabajo arduamente por intentar reducir los costos de produccion; en este trabajo se
utilizé como sustrato inductor quitosano proveniente de quitina obtenida biolégicamente de
residuos de camaron, lo cual le confiere una ventaja tanto en costos como en la etapa de
escalamiento.

El uso del hongo L. lecanii en cultivo sumergido para la produccion de quitosanasas presenta
ventajas, principalmente en el control de sus parametros operacionales como pH,
temperatura, agitacion, aireacion y requerimientos nutricionales.

No existen datos reportados sobre la produccién de quitosanasas provenientes de L. lecanii,
lo que le confiere un enfoque Ilamativo a este estudio puesto ya que actualmente en el
mercado comercial solo existen quitosanasas producidas por bacterias como Streptomyces

griseus y Streptomyces sp.
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4. Hipotesis

Lecanicillium lecanii tiene la capacidad de hidrolizar quitosano y utilizarlo como inductor
para la produccion de quitosanasas manteniendo o aumentando su productividad de matraz a

biorreactor.

5. Objetivos

5.1.0Objetivo general

e Estudiar un proceso de produccion de enzimas quitosanoliticas de Lecanicillium

lecanii en placa y en cultivo sumergido.

5.2.0bjetivos especificos

e Determinar el efecto del GA del quitosano que favorezca la produccion de
quitosanasas.

e Estudiar el efecto de la concentracién del quitosano como Unica fuente de carbono en
la actividad enzimatica.

e Producir las quitosanasas comparando su crecimiento, actividad enzimatica,
rendimientos y productividades de L. lecanii durante el escalamiento.

e Comparar los valores estimados de los coeficientes volumétricos de transferencia de
masa “k;a"obtenidos en los cultivos con quitosano.

e Determinar los pardmetros cinéticos de actividad quitosanasa de los extractos crudos
enzimaticos con sustratos con diferente % GA, temperatura, pH, y concentracion de

sustrato.
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6. Metodologia

. . Propagaciénde L.lecanii ATCC 26854y Inéculo 1x107
Microorganismo it
recoleccién de esporas. esporas.
Medio de cultivo: Preparacion de soluciones Actividad enzimatica: Soluciones d
Sustratos madre de quitosano (# %GA) en dcido acético < ade atica:sofuciones de
glacial 0.1 M quitosano en buffer de acetato 0.1 M.
Analisis cualitativo Presencia de halos de hidrdlisis en cajas petri (Medio Czapeck suplementadocon10g L de
quitosano con diferente grado de acetilaciony 15 g L de agar.
Cultivos Matraces de 500 mL (350 mL) Medio Biorreactor 3L (1.6 L) Medio Czapeck
sumergidos Czapeck suplementado con quitosano suplementado con concentracién de
& seleccionado: 5,10y 15g L quitosano seleccionado.
Coeficiente
Determinaciones Actividad quitosanolitica Proteina total (solubley volumétricode
(Azucares reductores: DNS) no soluble). transferencia de
masa “k;a”
Ensayos Analisis del tiempo de reaccion "t,", pH y temperatura 6ptimos, sustrato y
Enzimaticos parametros cinéticos relacionados con [Sustrato]

Figura 6. Esquema general de las etapas del proyecto
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6.1. Propagacion de microorganismo

La cepa L. lecanii ATCC 26854 se propag0 en agar papa dextrosa (PDA) a 28°C durante 7
dias. La preparacion del indculo se realiz6 a partir de la agitacion mecénica de los cultivos
esporulados en PDA (7 dias) con una solucién de Tween 80 (0.01% p v!) con una
concentracion final de 1x107 esporas mL™, que se determind mediante conteo directo en una
camara de Neubauer, de acuerdo con la ecuacion (2).

N=nFD (2)
Donde N es el nimero de esporas mL™* de suspension inicial, n es el promedio del nimero
de esporas contadas en la camara, F representa el factor de la camara empleada (25 x 10%) y
D es la dilucion empleada para el conteo.

6.2. Preparacion de sustratos
6.2.1. Soluciones de quitosano

Cada uno de los quitosanos a trabajar (grado acetilacion: 0.03, ~5, 18 y 46.26%) se
disolvieron en una solucién de acido acético glacial 0.1 M y se dejaron en agitacion hasta

que se logro la apariencia caracteristica esperada (apariencia y consistencia similar a miel).

6.3. Actividad quitosanolitica
6.3.1. Determinacion cualitativa

La actividad quitosanolitica cualitativa se determin6 mediante la produccion y medicién de
halos de hidrolisis observados por el crecimiento de Lecanicillium lecanii en cajas petri con
medio de cultivo Czapeck suplementados con 10 g L™ de quitosano en solucién con los
diferentes grados de acetilacion, junto con 15 g L™ de agar. El pH se ajusto a 6, el control fue
con sacarosa. Ya que solidifico el medio, se realizaron pozos en las placas y se inocularon
15 pL de solucién de esporas con 107 esporas por mL y se incubaron a 28°C durante 144 h
(Saksirirat y Hoppe,1991; Fenice y col.,1996).

6.4. Cultivos sumergidos para la produccion de quitosanasas.

Se utilizo la suspension de esporas de L. lecanii ATCC 26854 como indculo (107 esporas mL
1y para cada uno de los cultivos sumergidos a realizados. En primera instancia se emplearon

matraces Erlenmeyer de 500 mL utilizando medio Czapeck suplementado con 5y 10 g L™*
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de quitosano previamente seleccionado en el analisis cualitativo, las condiciones de los
cultivos fueron: 180 rpm, pH 6 y 25° C durante 168 h. Posteriormente con la concentracion
de quitosano seleccionada (presencia de mayor actividad quitosanolitica) se realizaron
cultivos en un biorreactor de 3 L (Applikon BV, Holanda) donde se evalud el efecto de un
flujo constante de aireacion (1 vvm) en el crecimiento del microorganismo asi como en su
productividad enziméatica manteniendo constante agitacion de 100 rpm, pH 6 y 25°C, durante
168 h (Tabla 2). Para los cultivos sumergidos llevados a cabo en biorreactor se realizo la
determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de masa “k;a” a las 168 h del
proceso, asimismo las determinaciones de densidad y viscosidad del medio de cultivo (toy
t1e8) y por ultimo se calcul6 el nimero de aireacion (Na), nimero de Reynolds (Nre), nimero
de potencia (Np), Da/Di, HL/Di y la Potencia (P).

La composicion del medio Czapeck en g L fue: NaNOs (3.73), K2HPO4 (3.0), MgSO4 (0.5),
FeSO4 (0.096), KCI (0.5), el pH de los cultivos fue ajustado a 6 mediante la adicion de HCI
(0.1 N) o NaOH (0.1 N). Se realizaron muestreos cada 24 horas los cuales fueron
centrifugados (10,000 rpm a 4 °C por 15 min) para la obtencion del extracto crudo (EC),
sobre éste se realizo la determinacion de proteina soluble, azucares reductores y la actividad
quitosanolitica. El pellet obtenido fue tratado para la determinacién de proteina no soluble

siguiendo el procedimiento mencionado en el punto 6.6.2.

6.5. Caracteristicas del biorreactor

Para el desarrollo de este escalamiento se trabajé en matraces de 500 mL y en un biorreactor

de 3 L (Applikon BV, Holanda) con las siguientes caracteristicas:

Tabla 2-3. Caracteristicas y dimensiones del biorreactor utilizado para los cultivos

sumergidos.
a
Vol. Impulsor Bafles Difusor
Nominal P aire
31L Rushton 3 Forma "L"
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Dimensiones Abreviacion Blor;?_actor
[mm]
Didmetro agitador Da 45
Didmetro del tanque Dy 128
Altura impulsor E 35
Ancho hoja  del L 12
impulsor
Alto hoja del impulsor W 12
Ancho bafles J 15
Altura total Ht 240
b — c
bh I
==
—_—— l 4

o T

Figura 7. Caracteristicas del biorreactor (a) Propela Rushton, (b) Geometria y (c) Tapa con bafles, eje
con propelas y difusor en “L”.

6.6. Andlisis de muestras
6.6.1. Determinacion de proteina total

e Soluble: La determinacion de proteina se realizé por el método de Lowry-Peterson
(1977) ; una mezcla conformada por 0.5 mL de reactivo Lowry A'y 0.5 ml de extracto
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crudo previamente tratado por digestion con 1 mL de NaOH 1 N en bafio maria por
20 min (1 mL de EC + 1 mL NaOH), se mezclaron y se incubaron por 25 min a 25
°C, posteriormente se afiadié 0.25 mL reactivo B (Fenol-Folin Ciocalteu) en
proporcion 1:1 con agua desionizada, se agito y se llevo a incubacion por 30 min a
25 °C y posteriormente se midio la absorbancia a 750 nm.

e No soluble: El pellet recuperado del centrifugado de cada muestreo se traté con acido
fosfdrico 0.1 M, se tomaron 2 g de material himedo y se adicionaron 5 mL de &cido
fosférico (0.1 M), se llevaron a agitacion vigorosa en Vortex y se colocaron en bafio
maria por 7 min (ebullicién). Se llevd a cabo una segunda centrifugacion a 10,000
rpm por 15 min a 4 °C y al sobrenadante se le realiz6 la determinacion de proteina

por el método de Lowry-Peterson (1977).
6.6.2. Determinacion de la actividad quitosanolitica cuantitativa

Se determind en el EC del cultivo sumergido mediante la cuantificacion de los azlcares
reductores generados por la hidrolisis del quitosano. En este caso, 150 pL del extracto se
mezclaron con 150 pL de solucion de quitosano GA~5% (1% p v!) solubilizada en buffer
de acetato (0.1 M) a pH 5.5. La reaccién se llevé a cabo durante 15 minutos a 55 ° C. Para
terminar la reaccion, se afladieron 300 pL de acido dinitrosalicilico y se colocé a bafio maria
durante 10 minutos, luego se dejo enfriar en bafio de hielo y se afiadié 2.4 mL de agua
destilada, posteriormente se midié la absorbancia a 575 nm (Miller y col.,1959). La
cuantificacion de los azUcares reductores se realiz6 mediante una curva estandar con GIcN,
se utilizard la definicion: “Una unidad (U) de quitosanasa se define como la cantidad de
enzima que es capaz de liberar 1 pmol de azucar reducido equivalente a la quitosano D-

)

glucosamina / min.’
6.6.3. Determinacion de la actividad enzimatica con p-Nag

La presencia de actividad quitosanasa en los extractos enzimaticos también se determind
usando p-nitrofenil-N-acetil-5-D-glucosamina (p-Nag) (Sigma Aldrich, EUA) como
sustrato; se colocaron 200 ul del extracto enzimatico, 200 ul de amortiguador de citratos
fosfatos 0.2 M pH 5.5, posteriormente se agregaron 200 pl del sustrato p-Nag a una
concentracion de 1.0 mg ml, se incubaron a 37°C durante una hora con agitacion (180 rpm).

23



La reaccion se finalizé agregando 1 ml de NaOH 0.02 M a las muestras y por ultimo se

midieron las absorbancias en un espectrofotdmetro (Thermo Fisher Spectronic Genesis 6,

EUA) a 400 nm, para realizar la estimacién del p-nitrofenol liberado se llevo a cabo una

curva patrén.” Una unidad de actividad enzimdtica se define como la cantidad de enzima

que libera 1 pmol de p-nitrofenol por ml de enzima por minuto bajo las condiciones

especificas “(Tronsmo y Harman, 1993).

6.6.4. Determinacion de las condiciones éptimas de actividad quitosanasa

Tiempo de reaccion: Se determino en el EC con mayor AE del SmC en biorreactor

con 10 g L%, mediante la cuantificacion de los azticares reductores generados por la
hidrolisis de quitosano. En este caso, 150 uL del EC se mezclaron con 150 pL de
solucidén de quitosano GA~5% (1% p v!) en buffer de acetato (0.1 M) a pH 5.5. La
reaccion se llevo a cabo durante 10, 15, 30, 45 y 60 minutos a 55 ° C. Y se continu6
con los pasos mencionados en el punto 6.6.3.

Las siguientes determinaciones se realizaron con el EC con mayor AE del SmC en
biorreactor con 5 g L?, mediante la cuantificacion de los azlcares reductores

generados por la hidrdlisis de quitosano.

Temperatura Optima: En este caso, 150 pL del extracto se mezclaron con 150 pL de
solucién de quitosano GA~5% (1% p v1) en buffer de acetato (0.1 M) a pH 5.5. La

reaccion se llevé a cabo durante 15 minutos a 25, 35, 45,55y 70 ° C. Y se continu0
con los pasos mencionados en el punto 6.6.3.

pH Optimo: En este caso, 150 pL del extracto se mezclaron con 150 pL de solucion
de quitosano GA~5% (1% p v'!) en buffer de acetato (0.1 M)apH 4,5,5.5,6y 7. La
reaccion se llevé a cabo durante 15 min a 35 °C. Y se continud con los pasos
mencionados en el punto 6.6.3.

Sustrato: En este caso, 150 pL del extracto se mezclaron con 150 pL de solucion de
quitosano GA: ~5, 7.8 y 15 % (1% p v1) en buffer de acetato (0.1 M) a pH 5.5. La
reaccion se llevé a cabo durante 15 min a 35 °C. Y se continud con los pasos

mencionados en el punto 6.6.3. La actividad quitosanasa del EC también se determino
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utilizando p-nitrofenil-N-acetil-4-D-glucosamina (p-Nag) como sustrato, siguiendo la
metodologia mencionada en el punto 6.6.4.

e Concentracion de sustrato: En este caso, 150 pL del extracto se mezclaron con 150
L de solucién de quitosano GA: ~5 (0.1, 0.2, 0.4,0.6,0.8,1,1.3, 1.7y 2% p v} en

buffer de acetato (0.1 M) a pH 5.5. La reaccion se llevo a cabo durante 15 min a 35

°C. Y se continué con los pasos mencionados en el punto 6.6.3. Por ultimo, se

determinaron los parametros cinéticos caracteristicos de la enzima (Km Y Vmax).
6.6.5. Determinacion del “k;a":

Se llevd a cabo el método de eliminacion de oxigeno (Gassing out) para el céalculo del
coeficiente volumétrico de transferencia de masa, utilizando nitr6geno para desplazar al
oxigeno presente. Posteriormente se volvio a inyectar el mismo caudal de aire y se registro

el % OD cada 20 segundos llegando hasta el % de saturacion del proceso.

La determinacién del K, a parte del balance de oxigeno en fase liquida de acuerdo con la

ac

siguiente ecuacion: == OTR = K;a(C* —C;) Dobnde: OTR representa la tasa de

transferencia de oxigeno, % es el término acumulativo de la ecuacion de balance de oxigeno
(mmol * k=1 x L71), C, es la concentracion de oxigeno en la fase liquida (mmol * L™1), C*
es la concentracion de oxigeno en la fase liquida en el equilibrio (mmolx L™1) y K, a es el
coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h™1). El porcentaje de saturacion del

oxigeno empleando aire se representa por la siguiente ecuacion (Doran y col.,1995): 0D =

*

% « 100 tras integrar y reagrupar se obtiene la siguiente ecuacion: ln( ¢

c*—cL) =Kaxt;

como el sensor de oxigeno lo que mide es % OD, esta ecuacion se coloca en funcion de dicho

parametro teniendo en cuenta la ecuacidén anterior se obtiene la siguiente ecuacion:

In l‘l—O_Dl = K,a+t Donde la ordenada es lnl

1-(5%0)

pendiente es K, a.

%l , la abscisa es el tiempo y la
1~(550)
6.6.6. Densidad y viscosidad

La densidad se calculd utilizando la técnica del picnometro teniendo en cuenta la siguiente

ecuacion:
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_ mpicnémetro+medio - mpicnc’)metro
p= _ * pagua
mpicnémetro+agua mpicnc’)metro

La viscosidad se determinG experimentalmente utilizando un viscosimetro Brookfield,
posteriormente se procedio a calcular el nimero de Reynolds y el nimero de potencia para

cada tratamiento (inicial y final).

6.6.7. Determinacion del Nre, Np Y Na

El nimero de Reynolds (Nre) es un nimero adimensional que sirve para caracterizar el
comportamiento de un fluido, y se define como la relacion entre las fuerzas inerciales y las
fuerzas viscosas presentes en el mismo, se encarga de describir el movimiento caracteristico
del liquido en un tanque de agitacion y esta en funcién de la velocidad generada por el
impulsor y su diametro; asi como por la viscosidad dindmica y la densidad del liquido.
(Oldshue J.Y. y col., 1983).

__ pND?

NRe 1

De donde:

p= Densidad del fluido [kg m]
N= Velocidad del impulsor [rps]
D2= Diametro del impulsor [m]

u= Viscosidad dinamica del fluido [kg m™ s?]

El nimero de potencia (Np) es un nimero adimensional que describe la relacion entre el
consumo de potencia generado por el impulsor, la densidad del liquido, la velocidad de
rotacion del impulsor y su diametro; es la razon de fuerzas de resistencia implicadas en la
agitacion y las fuerzas inerciales por unidad de volumen de fluido; es decir, el esfuerzo
necesario del impulsor para contrarrestar la friccion generada entre el fluido en movimiento
y las paredes del tanque, asi como en el fondo del tanque y la resistencia misma producida
por los deflectores (Oldshue J.Y. y col., 1983).
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El nimero de potencia se obtiene desarrollando la siguiente formula:
oo P
pN3D?
De donde:
P= Potencia de agitacion del impulsor (watts)
p= Densidad del fluido [kg m]
N= Velocidad del impulsor [rps]

D= Diametro del impulsor [m]

La mayoria de los procesos fermentativos discontinuos necesitan de un sistema de agitacion.
La potencia consumida para la agitacion esta afectada por la aireacion. Cuando se dispersa
el gas en el tanque, las burbujas se van hacia regiones de baja presion entonces se forman
areas llenas de gas, que se Ilaman cavidades cerca de las hojas del impulsor. Para estimar la
potencia en un sistema aireado se hace uso de un médulo adimensional Ilamado nimero de
aireacion (Na). Este modulo se define como la relacion entre la velocidad superficial del gas
y la velocidad tangencial en el extremo del impulsor. El valor de Na indica el grado de

dispersion de las burbujas alrededor del rodete o impulsor. (Oldshue J.Y. y col., 1983).

kg

~ ND?

Nq

De donde:
Fg= Velocidad volumétrica del aire [m® seg™]
N= Velocidad del impulsor [rps]

D= Didmetro del impulsor [m]

6.6.8. Determinacion de kmy Vmax

La ecuacion de Michaelis-Menten que rige la cinética enzimatica indica que:

 VyaslS]
o=+ ]
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donde Vo es la velocidad a la que transcurre la reaccion; Vvax es la velocidad maxima del
sistema, [S] es la concentracion de sustrato y km es la llamada constante de Michaelis-
Menten, diferente para cada par enzima-sustrato y que equivale a la concentracion de sustrato
con la que la velocidad de la reaccion es la mitad de la velocidad maxima del sistema. Dicha
ecuacion demuestra que la adicidn sucesiva de sustrato al medio de reaccidon provoca un
incremento de la velocidad de reaccion enzimatica hasta un cierto punto en el que la enzima

se satura y la adicion posterior de sustrato ya no afecta a la velocidad.

El diagrama de Lineweaver-Burk (figura 8) se emplea como herramienta grafica para
calcular los pardmetros cinéticos de una enzima Michaeliana. Su utilidad consiste en que el
reciproco de la cinética de Michaelis-Menten es facilmente representable y que de él se

obtiene informacion de interés.

Figura 8. Diagrama de Lineweaver-Burk, donde la pendiente es el valor de km Vmax! y la ordenada al
origen es Vmax!. (Recuperado de: Wikipedia “Diagrama de Lineweaver-Burk”).

6.7. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente por medio de regresiones lineales, pruebas

t-student, ANOVA, asi como por comparacion maltiple de medias de Tukey-Kramer para
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determinar si existio o no diferencia significativa entre cada tratamiento de concentracion y

escala. Para estos analisis se utilizd el paquete estadistico IBM SPSS 2013.

6.8. Rendimiento y productividad

Los valores de rendimiento y productividad se calcularon mediante el uso de las siguientes

expresiones:

Yp/x = :
PIX = X, — X,

Donde:

Ps: Producto final (168 h) (U mL™] o concentracion de azcares reductores [mg mL™])
Pi: Producto inicial (0 h) (U mL] o concentracion de aztcares reductores [mg mL™])
Xs. Concentracidn de proteina total final (168 h) [mg mL™]

Xi: Concentracion de proteina total inicial (0 h) [mg mL™]

0 — 0.
Ryaten = Productividad = _Max 71

ti —t,
Donde:

Owmax: Valor maximo de proteina total [mg mL™], aztcares reductores [mg mL™] o actividad
volumétrica [U mL™].

0i: Valor inicial de proteina total [mg mL™], azlcares reductores [mg mL™] o actividad
volumétrica [U mL1].

t1: Tiempo [h] donde se da el valor maximo “Omax”.

t2: Tiempo [h] donde se da el valor inicial “6;”.
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7. Resultados y discusion

7.1. Presencia de actividad quitosanolitica

El objetivo de la primera etapa de este proyecto fue identificar si el hongo entomopatégeno
Lecanicillium lecanii tenia la capacidad de degradar quitosano, por ello se utilizaron
quitosanos que tenian como caracteristica diferencial el GA presente en cada uno (0.03, ~5,
18, y 46.6%) pasadas las 144 h de incubacion se observo y midio el didmetro de los halos de
hidrolisis formados en cada placa, los resultados se muestran a continuacién (Figura 9) en
donde se observa que con cada uno de los quitosanos utilizados se encontré la presencia de
crecimiento micelar asi como los respectivos halos de hidrolisis, con excepcién de las placas
con GA 46.6% en donde no se observo crecimiento y por ende la ausencia de halo, lo cual se
infiere sucedid por la forma de solublizacion utilizada (&cido acético glacial 0.1 M) la cual
fue insuficiente para este quitosano; debido a que por su alto grado de acetilacion (cercano
al rango donde se considera quitina >50%) no logro estar soluble y disponible para su
aprovechamiento por el microorganismo, se puede observar de igual manera que el quitosano
con GA~5% fue el que present6 un diametro promedio superior a los demés con 3.17 £ 0.15
cm, seguido del quitosano con GA 18% con diametro promedio de 2.5+ 0.1 cm y por ultimo
el quitosano con GA 0.03% con 2.3 + 0.1 cm, posteriormente se realizd el andlisis de
varianza (ANOVA) donde con un nivel de significancia de 0.05 se rechazé Ho (al menos una
media difiere de las demas) por lo que existe un efecto del grado de acetilacion del quitosano
sobre el diametro del halo obtenido, también se realiz6 la prueba de comparacion maltiple de
medias de Tukey-Kramer obteniendo 3 grupos diferentes los cuales se muestran en la figura
9 y siendo el quitosano con GA~5 % el que presentd la mayor media. Con los resultados
estadisticos obtenidos se puede observar que Lecanicillium lecanii tiene la capacidad de
producir la maquinaria enzimatica para degradar quitosano solubilizado en medio &cido,
preferentemente aquellos que tienen un GA <18 %, lo que permite la produccion de
quitosanasas en cultivo sumergido utilizando como inductor el quitosano que presentd mayor

media en el didmetro del halo de hidrolisis obtenido, el cual fue el quitosano con GA~5 %.
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Diametro [cm]

~5 18 46.6
% Grado de acetilacion (GA)

Figura 9. Comparativo del diametro promedio de los halos de hidrdlisis obtenidos en placa con 10 g L™
de quitosano con # % GA después de 144 h a 28 °C. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias Tukey-Kramer.

Figura 10. Iméagenes de los halos de hidrolisis producidos durante el crecimiento de L. lecanii en medio
de cultivo suplementado con 10 g L* de quitosano con # % GA después de 144 h a 28 °C: (a) 0.03 %,
(b) ~5%, (d) 18 y (d) 46.6%.
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Por ultimo, en cuanto a la etapa de andlisis cualitativo se llevé acabo un comparativo con los
resultados obtenidos por Matsumoto y col., en el 2004 en donde se utilizé la misma cepa de
L. lecanii para observar la presencia de halos de hidrolisis en placas donde se habia
incorporado quitina coloidal al medio de cultivo como Unica fuente de carbono.

Los diametros obtenidos se registraron a los 4,12 y 24 dias por ello se realizaron placas
utilizando quitosano GA~5% registrando los diametros obtenidos en los mismos tiempos
(figura 11), el comparativo con los resultados obtenidos de ambos experimentos se presentan

en la figura 12.

Como se puede observar, transcurridos los primeros 4 dias de incubacion el didmetro
promedio obtenido en las placas con quitina coloidal fue 1.14 veces mayor que las placas con
quitosano, posteriormente a los 12 dias de incubacion se observé que las placas con quitosano
tuvieron un mayor incremento en el diametro de los halos, ya que el diametro promedio fue
1.52 veces mayor que el de las placas con quitina coloidal y por ultimo, el diametro promedio
de las placas con quitosano a los 24 dias de incubacion fue 1.35 veces mayor que el de las
placas con quitina coloidal.

Posteriormente se realizaron 3 analisis de varianza donde con un nivel de significancia de
0.05 se rechaz6 Ho en cada uno de los casos (una media difiere de las demas) por lo que
existe diferencia significativa entre el didmetro promedio obtenido en cada tiempo con su
simil de diferente sustrato, de hecho, los diametros promedios obtenidos con quitosano
fueron mayores que los obtenidos con quitina coloidal, exceptuando los registrados a los 4
dias donde fueron mayores y lo cual se pudo deber al uso de esporas mas jovenes en dicho
experimento, las cuales presentaron un tiempo de adaptacion mas corto.

De este comparativo solo se puede asegurar que L. lecanii presenta buena capacidad para
hidrolizar los enlaces presentes en quitina y quitosano (GIcN-GIcN y GIcNAc-GIcNAc, y sus
diferentes combinaciones), pero; por la diferencia en el diametro promedio de los halos
obtenidos se puede inferir que tiene preferencia por el quitosano y en particular por aquellos

que tienen bajo % GA como se mencion6 en el punto anterior.
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Figura 11. Imagenes de los halos de hidrolisis producidos durante el crecimiento de L. lecanii en medio
de cultivo suplementado con 10 g L* de quitosano con GA~5% a 28 °C: (a) 4 dias, (b) 12 dias y (c) 24
dias.
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Figura 12. Comparativo del diametro promedio de los halos de hidrélisis producidos durante el
crecimiento de L. lecanii en medio de cultivo suplementado con 10 g L™ de quitina coloidal o quitosano
GA~5% a 28 °C: (a) 4 dias, (b) 12 dias y (c) 24 dias. Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias Tukey-Kramer.
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7.2. Cultivos sumergidos en matraz

La composicion del medio de cultivo es uno de los factores que favorecen o limitan la
produccion de enzimatica, especificamente aquellas provenientes de microorganismos y que
son extracelulares. La optimizacion del medio es importante, no solo para maximizar los
rendimientos y la productividad, sino también para minimizar los costos de produccion
(Ghaem y col., 2010).

Para la siguiente etapa del proyecto se realizaron cultivos sumergidos en matraces de 500 ml
con un volumen de trabajo de 350 ml (70%) utilizando dos diferentes concentraciones de
sustrato: 5, 10 y 15 g L™ del quitosano con GA~5% que fue previamente seleccionado en los
ensayos cualitativos (figura 13), el proposito de esta etapa fue identificar con cual de dichas
concentraciones se presentaba mejor crecimiento del hongo y mayor productividad

enzimatica en los EC a través del tiempo con las condiciones especificadas.

Figura 13. Cultivos sumergidos en matraces de 500 mL (Vol. de trabajo: 350 mL) con 5, 10y 15g L de
quitosano. Condiciones: pH 6, 180 rpmy 25 °C durante 168 h.

7.2.1. Crecimiento microbiano.

El crecimiento de L. lecanii se corrobor6 de manera preliminar mediante observaciones al
microscopio (cultivo con 10 g L), donde se identificé una mayor cantidad de hifas conforme
transcurria el tiempo de cultivo (figura 14). Posteriormente el crecimiento de L. lecanii se
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determind indirectamente mediante la cantidad de proteina presente en los EC. En la figura
15a se muestra la cinética de crecimiento del hongo en los cultivos, se puede observar que
presentd una fase lag muy similar con cada una de las concentraciones utilizadas, teniendo
la maxima concentracion de proteina en el cultivo con 10 g L™ (0.894 + 0.021 mg mL™Y) a
las 120 h seguido por el cultivo con 5 g L™ (0.665 + 0.022 mg mL™) a las 96 h y por ultimo
15 g L-1 (0.523 + 0.012 mg mL™) a las 144 h. Podemos observar que la cantidad promedio
maxima de proteina en el cultivo con 10 g L™ fue 1.35 y 1.70 veces mayor que su simil del
cultivo con 5y 15 g L™ respectivamente; ya que esta determinacion es una medida indirecta
del crecimiento del hongo, se puede inferir que el crecimiento fue mayor en el cultivo con 10
g L. Se realiz6 un ANOVA donde con un nivel de significancia de 0.05 se rechazd H, (al
menos una media difiere del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto de la
concentracion de quitosano en la cantidad de proteina obtenida; o bien, que existe un efecto
de la concentracion se sustrato en el crecimiento de L.lecanii a escala matraz. También se
realizo la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 2 grupos.
Cabe mencionar que, aunque los valores aproximados calculados para la relacion C/N de
cada cultivo fueron menores a 5 (favoreciendo los procesos desasimilativos), por dichas
relaciones se esperaba un mayor crecimiento del hongo en el cultivo con 15 g L™ pero se
observé que no logro crecer ni producir los productos de interés de manera 6ptima, esto pudo
ser debido a que a una baja permeabilidad del oxigeno presente en el espacio de cabeza sobre
el medio de cultivo lo cual se le atribuye a la viscosidad del cultivo (40.6 cP) que fue mayor
que la observada en los otros cultivos (18.8 y 29.8 respectivamente). Se debe destacar que
dicha viscosidad se midio para todos los cultivos en dos diferentes tiempos (0 y 168 h) con
el fin de observar si existia un cambio propio del crecimiento del hongo o bien, del consumo
de quitosano por parte del mismo. Como se mencion6 anteriormente el cultivo con 15 g L
presentd mayor viscosidad inicial (40.6 cP) en comparacion conel de 5y 10 g L (188 y
29.8 cP), el valor de la diferencia entre la inicial y la final fue de 40.6 a 40.3 (0.3), de 18.78
a18 (0.8) en el cultivocon 5g L™ y de 29.8 a 29.2 (0.6) con 10 g L como se puede observar
en el cultivo con 5 g L se presentd el mayor cambio en la viscosidad, lo importante de este
punto es analizar el hecho de que L.lecanii tuvo la capacidad de hidrolizar ligeramente el
quitosano presente en el medio de cultivo, libreando productos con mejor solubilidad o que

afectan en menor proporcion la viscosidad del medio.
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Figura 14. Observaciones al microscopio (40 X) del crecimiento de L. lecanii tincién con azul de
metileno en diferentes tiempos de cultivo con quitosano GA 5% a 180 rpmy 25 °C: (a) 48 h, (b) 96 hy
(c) 144 h.

7.2.2. AzUcares reductores

Por otro lado, se determind la concentracion de azucares reductores presentes en cada EC,
teniendo en consideracion que la concentracion de los mismos fue nula en el tiempo 0, la
cinética se muestra en la figura 15b y como se puede observar la presencia de AR se comenzo
a percibir a partir de 72 h de cultivo en todos los casos, el maximo de concentracion de AR
obtenidos para el cultivo con 5 g L™ se dio a las 120, a las 144 h con 10 g L™t y a las 96 h con
15 g L1, obteniendo valores de 0.058 + 0.005 , 0.066 + 0.008 y 0.037 + 0.005 mg mL
respectivamente. La medida de la cantidad de AR en los EC da una idea de la capacidad de
L. lecanii para hidrolizar el quitosano presente en el medio de cultivo, pues esta directamente
relacionado con la produccidn de COS que presentan en su gran mayoria extremos reductores
0 bien, la obtencién de los mondmeros GIcN y GIcNAc que al igual que todos los
monosacaridos son reductores. Por Gltimo, es importante hacer notar que la concentracion
promedio de AR en el punto maximo del cultivo con 10 g L fue 1.13 y 1.78 veces mayor
que su simil con 5y 15 g L™ respectivamente. Se realiz6 un ANOVA donde con un nivel de
significancia de 0.05 se rechazd H, (al menos una media difiere del resto) por lo que se puede
decir que existe un efecto de la concentracion de quitosano en la obtencién de AR. También
se realizé la prueba de comparacién multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 2

grupos.
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7.2.3. Actividad enzimética

Las cinéticas obtenidas se presentan en las figuras 15c-d, en donde se observa que a partir de
72 h de cultivo se comenzo a notar la presencia de AE en los EC teniendo picos de méxima
actividad a las 96 h para el cultivo con 15 g L™ y 144 h en los cultivos con 5y 10 g L
siendo con 5 g L* en el que se presentaron las AE promedio mayores. En cuanto a los
resultados obtenidos de actividad volumétrica (figura 15c) para el tratamiento con 5 g L%, el
méaximo de actividad fue de 0.050 + 0.004 U mL™y de 0.045 + 0.006, 0.016 + 0.005 U mL"
! para los cultivos con 10 y 15 g L™ respectivamente. Se puede observar que la AE
volumétrica promedio méaximo del cultivo con 5 g L™ fue 1.11 veces mayor respecto a 10 g
Lt pero 3.12 veces mayor a 15 g L. Posteriormente se realizé6 un ANOVA donde con un
nivel de significancia de 0.05 se rechaz6 Ho (al menos una media difiere del resto) por lo que
se puede decir que existe un efecto de la concentracion de quitosano en la presencia de
actividad volumétrica en los EC a escala matraz. También se realiz6 la prueba de

comparacion multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 2 grupos.

Respecto a la actividad enzimatica especifica (figura 15d), se observa que el pico de maxima
AE se dio de igual forma a las 96 h para el cultivo con 15 g L™ y 144 h en los cultivos con 5
y 10 g L™, con un pico de mayor prominencia en el cultivo con 5 g L™, el cual present6 una
actividad maxima promedio de 0.078 + 0.008 U mg* en dicho punto, a diferencia de los
cultivos con 10 y 15 g L que presentaron una actividad promedio de 0.058 + 0.007 y 0.047
+0.01 U mg respectivamente. Se puede observar que la AE especificacon 5 g L fue 1.34
y 1.65 veces mayor que la obtenida con 10 y 15 g L™ respectivamente. Dicha diferencia se le
atribuye a directamente a la cantidad de proteina soluble presente en cada uno de los EC de
los cultivos con 10 y 15 g L™, en el primero de los casos se presentd mayor crecimiento del
hongo por ende mayor cantidad de proteina soluble y en el segundo caso debido a que, aunque
la actividad volumétrica era baja, la especifica se increment0 por la baja cantidad de la
proteina propia del pobre crecimiento del hongo en dicho cultivo. De igual se realizé un
ANOVA donde con un nivel de significancia de 0.05 se rechaz6 Ho (al menos una media
difiere del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto de la concentracion de
quitosano en la presencia de actividad especifica en los EC a escala matraz. También se

realizé la prueba de comparacion maltiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 2 grupos.
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Prot. Total [mg mL™]

Act. Vol. [UmL™]

Ya que no existid diferencia significativa de ninguno de los parametros determinados entre
los cultivos con 5y 10 g L2, se considerd continuar con las mismas dos concentraciones para
los cultivos sumergidos en el biorreactor de 3 L para ademéas de determinar el efecto de la
concentracion de sustrato, poder analizar el efecto que tiene el mantener constante un caudal
de aire sobre el crecimiento del hongo y la productividad enzimatica de los cultivos en las

mismas condiciones.
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Figura 15. Cultivos de L. lecanii en matraz con quitosano GA~5% durante 168 h a pH 6, 180 rpmy 25
°C con 3 concentraciones de sustrato 5 g L™(e), 10 g L(0) y 15 g L2 (¥) (a) Crecimiento expresado
como proteina total producida, (b) AzUcares reductores presentes en el EC, (c) Actividad
quitosanolitica volumétrica y (d) Actividad quitosanolitica especifica. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias Tukey-Kramer.
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7.3.Cultivos sumergidos en biorreactor.

Para la siguiente etapa del proyecto se realizaron cultivos sumergidos en biorreactor con
volumen de trabajo de 1.6 L (53.3% del volumen total) utilizando las mismas dos
concentraciones: 5y 10 g L™ del quitosano con GA~5% ya que, aunque en la escala matraz
el cultivo con 5 g L presentd los valores promedio mas altos en los anélisis realizados, no
existio diferencia significativa entre las productividad enzimética y crecimiento microbiano
entre estas concentraciones. Por ello el proposito de esta etapa fue el mismo que se buscé en
la escala matraz, pero de igual forma observar el efecto del cambio de escala y, por ende, el
efecto que tiene mantener un caudal de aire constante en el biorreactor a través del tiempo en

condiciones controladas de pH 6, 100 rpm, 25 °Cy 1 vvm.

7.3.1. Crecimiento microbiano

El crecimiento del hongo se determind de igual forma, indirectamente mediante la cantidad
de proteina presente en los EC. En la figura 16a se muestra la cinética de crecimiento de L.
lecanii en los cultivos, se puede observar que la fase lag (0-48 h) de ambos cultivos fue muy
parecida ya que desde las 24 h se presentd un ligero cambio en la concentracion de proteina,
un valor de 0.057 + 0.006 mg mL™* para el cultivo con 5 g L™ y 0.024 + 0.002 mg mL" para
el cultivo con 10 g L. La maxima concentracion promedio de proteina en el cultivo con 5
gL? fue 1.63+0.003 mgmL*alas 120 h, y 2.34 + 0.002 mg mL* a las 168 h para el cultivo
con 10 g L. Podemos observar que la cantidad promedio méaxima de proteina en el cultivo
con 10 g L fue 1.44 veces mayor respecto al cultivo con 5 g L%, ya que esta determinacion
es una medida indirecta del crecimiento del microorganismo, se puede inferir que el
crecimiento del hongo fue mucho mayor en el cultivo con 10 g L, ademéas de que en el
cultivo con 5 g L se observd un decrecimiento en la concentracion de proteina posterior al
punto promedio maximo, esto se le atribuye a la fase de muerte microbiana, este fendbmeno
no se observo en el cultivo con 10 g L™ donde el punto promedio méaximo se encontraba
dentro de la fase estacionaria la cual se habia alcanzado desde las 120 h. Se realiz6 un
ANOVA donde con un nivel de significancia de 0.05 se acepta Ho (las medias son iguales)

por lo que se puede decir que no existe un efecto de la concentracion de quitosano en la
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cantidad de proteina obtenida; o bien, no existe efecto de la concentracion se sustrato en el

crecimiento del hongo, no por lo menos para el comportamiento de la cinética global.

Por otro lado, se registré el % OD con un sensor polarografico cada 24 h a partir de la
inoculacion del medio de cultivo, como se observa en la figura 16a ambos cultivos
presentaron un porcentaje arriba del 100% (calibracion del sensor en agua saturada a 25 °C)
en el tiempo 0 h (106.8% y 113.2% respectivamente), esto se le puede atribuir a la viscosidad
aparente de los cultivos (ver Tabla 4 ) debido a la presencia de quitosano, pues se puede
inferir que la presion ejercida por €l mismo sobre el oxigeno aumente y por consecuencia su
solubilidad; o bien que debido a la viscosidad se presente mayor retencién de las burbujas en
el medio. También se puede observar que el punto mas bajo de OD en el cultivocon5g L*
fue de 10.7% a las 120 h y de 21.8% a las 144 h en el cultivo con 10 g L%, cabe mencionar
que dichos puntos fueron donde se presentaron las mayores concentraciones de proteina en
los medios de cultivo, es decir, que los puntos donde se observd el mayor crecimiento
microbiano fue donde se presentaron los menores % OD esto fue debido a la alta demanda
de oxigeno requerida por el hongo, de igual forma se observa que al entrar en la fase
estacionaria de ambos cultivos los % OD regresaron a valores similares registrados a las 72

h de cultivo.

Por ultimo, es importante recalcar que el crecimiento de L. lecanii en el biorreactor fue
superior al crecimiento obtenido en los matraces, de hecho, en el caso del cultivo con 5 g L-
1 la concentracion maxima promedio (1.63 + 0.003 mg mL™) obtenida a las 120 h fue 2.45
veces mayor que su simil en matraz (0.665 + 0.022 mg mL™) a las 96 h, por otro el cultivo
con 10 g L-1 la concentracion maxima promedio (2.34 + 0.002 mg mL™) obtenida a las 168
h fue 2.61 veces mayor que su simil en matraz (0.894 + 0.021 mg mL) a las 120 h.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para cada concentracion a diferente escala,
donde en ambos casos, con un nivel de significancia de 0.05 se rechaz6é Ho (al menos una
media difiere del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto del cambio de escala
en la cantidad de proteina obtenida; o bien, que existe un efecto de mantener un caudal

constante de aire en el cultivo sobre el crecimiento del hongo.
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7.3.2. AzUcares reductores

Por otro lado, se determind la concentracion de azucares reductores presentes en cada EC,
teniendo en consideracion que la concentracion de los mismos fue nula en el tiempo 0, la
cinética se muestra en la figura 16b y como se puede observar la presencia de AR se comenzo
a percibir a partir de 72 h de cultivo en ambos casos y el maximo de concentracion de AR
para ambos cultivos se dio al final del proceso (168 h) con valores de 0.544 + 0.01 mg mL*
para el cultivo con 5 g L™t y de 0.788 + 0.02 mg mL™ para el cultivo con 10 g L%, La medida
de la cantidad de AR en los EC da una idea de la capacidad del microorganismo para
hidrolizar el quitosano presente en el medio de cultivo, pues esta directamente relacionado
con la liberacion de COS que presentarian en su gran mayoria extremos reductores o bien, la
obtencidon de los mondmeros GIcN y GIcNAc que al igual que todos los monosacaridos son
reductores. Por Gltimo, es importante hacer notar que la concentracion promedio de AR en el
punto maximo del cultivo con 10 g L fue 1.44 veces mayor respecto con 5 g L. De igual
forma, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) donde con un nivel de significancia de
0.05 se acepta Ho (las medias son iguales) por lo que se puede decir que en el biorreactor
tampoco existe un efecto de la concentracion de quitosano en la produccion de AR, lo que
nos quiere decir que con ambas concentraciones el hongo tiene la capacidad de utilizarlo

como Unica fuente de carbono para su crecimiento y produccion.

Por ultimo, es importante mencionar que la produccion de AR en el biorreactor fue superior
a la produccion obtenida en los matraces, de hecho, en el caso del cultivo con 5 g L la
concentracion maxima promedio (0.544 + 0.01 mg mL) obtenida a las 168 h fue 9.37 veces
mayor que el matraz (0.058 + 0.005 mg mL™) a las 120 h, por otro el cultivo con 10 g L™ la
concentracion maxima promedio (0.788 +0.02 mg mL™*) obtenida a las 168 h fue 11.93 veces

mayor que el matraz (0.066 + 0.008 mg mL™) a las 120 h.

Se realizo un anélisis de varianza (ANOVA) para cada concentracion a diferente escala,
donde en ambos casos, con un nivel de significancia de 0.05 se rechaz6é Ho (al menos una
media difiere del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto del cambio de escala

en la cantidad AR liberados; o bien, que existe un efecto de mantener un caudal constante de

aire en la hidrolisis de quitosano realizado por L. lecanii.
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Figura 16. Cultivos de L. lecanii en biorreactor con quitosano GA~5% durante 168 h a pH 6, 100 rpm,
1vvmy 25 °C con 2 concentraciones de sustrato 5 g L™}(e) y 10 gL}(0): (a) Crecimiento expresado
como proteina total producida y % OD, (b) Azulcares reductores presentes en el EC, (c) Actividad

guitosanolitica volumétrica y (d) Actividad quitosanolitica especifica. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacién multiple de medias Tukey-Kramer.

7.3.3. Actividad enzimatica

Las cinéticas obtenidas se presentan en la figura 16c¢-d, en donde se observa a partir de 72 h
de cultivo se comenz6 a notar la presencia de AE en los EC, teniendo picos de méaxima
actividad a las 144 h para ambos cultivos y siendo con 5 g L™ en el que se presentaron las
AE promedio mayores. En cuanto a los resultados obtenidos de actividad volumétrica (figura
16¢) para el tratamiento con 5 g L™ el maximo de actividad fue de 0.210 + 0.01 U mL? y de
0.167 +0.006 U mL para el cultivo con 10 g L.
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Se puede observar que la AE volumétrica promedio maximo del cultivo con 5 g L™ fue solo
1.25 veces mayor que su simil con 10 g L. Posteriormente se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) donde con un nivel de significancia de 0.05 se acepta Ho (las medias son iguales)
por lo que se puede decir que no existe efecto de la concentracion de quitosano en el medio

de cultivo sobre la presencia de actividad volumétrica a escala biorreactor.

Por otro lado, la actividad volumeétrica presente en el biorreactor fue superior a la produccion
obtenida en los matraces, de hecho, en el caso del cultivo con 5 g L™ la actividad promedio
maxima (0.210 + 0.01 U mL™Y) fue 4.2 veces mayor que en matraz (0.050 + 0.004 U mL™)
y en el cultivo con 10 g L™ la actividad promedio maxima (0.167 + 0.006 U mL™) fue 3.71
veces mayor que en matraz (0.045 + 0.006 U mL™), cabe mencionar que las actividades
volumétricas promedio maximas de cada uno de los cultivos se dieron a las 144 h. Se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) para cada concentracion a diferente escala, donde en
ambos casos con un nivel de significancia de 0.05 se rechazé H, (al menos una media difiere
del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto del cambio de escala en la presencia
de actividad volumeétrica en los EC; o bien, que existe un efecto de mantener un caudal
constante de aire sobre el biorreactor en la productividad enzimatica del L. lecanii. Respecto
a la actividad enzimatica especifica (figura 16d), se observa que el pico de maxima AE se
dio de igual forma a las 144 h para ambos cultivos, con un pico de mayor prominencia en el
cultivo con 5 g L2, el cual presentd una actividad promedio de 0.152 + 0.007 U mg* en dicho
punto, a diferencia del cultivo de 10 g L™ que present6 una actividad promedio de 0.078 +
0.003 U mg™. En este caso se observa una mayor diferencia entre ambas actividades en
comparacion con la volumétrica ya que la AE especifica con 5 g L™ fue 1.95 veces mayor
(casi el doble) que la obtenida con 10 g L. Dicha diferencia se le atribuye al mayor
crecimiento microbiano y por ende a la mayor cantidad de proteina soluble presente en cada
uno de los EC’s en el cultivo de 10 g L™. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) donde
con un nivel de significancia de 0.05 se rechazd Ho, (al menos una media difiere del resto)
por lo que se puede decir que existe efecto de la concentracion de quitosano en el medio de

cultivo sobre la presencia de actividad especifica a escala biorreactor.

Por otro lado, la actividad especifica presente en el biorreactor fue superior a la produccion

obtenida en los matraces, de hecho, en el caso del cultivo con 5 g L la actividad promedio
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maxima (0.152 + 0.007 U mg™) fue 1.95 veces mayor que s en matraz (0.078 = 0.07 U mg
1y en el cultivo con 10 g L™ la actividad promedio maxima (0.078 + 0.003 U mgt) fue solo
1.34 veces mayor que en matraz (0.058 + 0.007 U mg™?), cabe mencionar que las actividades
especificas promedio maximas de cada uno de los cultivos se dieron a las 144 h, también se
debe observar que la actividad promedio maxima obtenida en el cultivo en matraz con5g L°
! presentd aproximadamente la misma actividad que el biorreactor con 10 g L. Se realiz6
un andlisis de varianza (ANOVA) para cada concentracion a diferente escala, donde en
ambos casos con un nivel de significancia de 0.05 se rechazd Ho (al menos una media difiere
del resto) por lo que se puede decir que existe un efecto del cambio de escala en la presencia
de actividad especifica en los EC; o bien, que existe un efecto de mantener un caudal
constante de aire sobre el biorreactor en la productividad enzimética de L. lecanii. Por Gltimo,
es de importancia hacer notar que la enzima producida presenté mejor actividad (0.210 U
mL™) que la quitosanasa de Metarhizium anisopliae reportada por Deassis y col.,2010
(0.0025 U mL1) en matraz Erlenmeyer con volumen de 90 mL con 0.2 % de quitosano, asi
como la quitosanasa de Serratia marcescens TKUO11 reportada por Wang y col.,2008 (0.024
U mL?) en matraz Erlenmeyer con volumen de 50 mL con 2% de polvo de pluma de calamar;
pero mucho menor actividad especifica (0.152 U mg™) que la quitosanasa comercial de

Streptomyces griseus (50 U mg™).

7.3.4. Reologia de los medios de cultivo, relaciones geométricas y determinacion del

coeficiente volumétrico de transferencia de masa “kra”,

En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos de densidad (p) y viscosidad aparente (u) de
cada cultivo, para el caso de la viscosidad se midio en el tiempo inicial (0 h) y en el tiempo
final (168 h) a 100 rpm, con el fin de observar si existia un cambio propio del crecimiento
microbiano o bien, del consumo de quitosano por parte del hongo. Como se observa la
densidad se mantuvo practicamente igual a través del tiempo en ambos cultivos, por otro lado
el cultivo con 10 g L™ presentd mayor viscosidad inicial (29.6 cP) en comparacion con el de
5 gL (18.7 cP), pero el valor de la diferencia entre la inicial y la final fue menor pues paso
de 29.6 a 24.7 (4.9) y de 18.7 a 12.4 (6.3) en el cultivo con 5 g L, lo importante de este
punto es analizar el hecho de que L.lecanii tuvo la capacidad de hidrolizar el quitosano

presente en el medio de cultivo libreando productos con mejor solubilidad o que afectan en
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mucha menor proporcidn la viscosidad del medio. Cabe mencionar que la viscosidad aparente
registrada para ambos cultivos se le atribuye a la concentracion de quitosano en el medio, por
ello cuando se tenia mayor concentracion de quitosano mayor era la viscosidad. Por otro lado,
el medio de cultivo se puede considerar como pseudoplastico (materiales que ven reducida
su viscosidad al aumentar la velocidad de deformacidn) ya que se sabe que de esta forma se
comportan los polimeros o polimeros que se encuentran en solucion (Doran y col.,1995),
pero harian falta muchos mas experimentos y andlisis para poder corroborar lo anterior, por
ello en este trabajo se plante6 como viscosidad aparente. Como se puede observar en la tabla
4 los valores de Nre denotan que ambos cultivos se mantuvieron en flujo laminar, ademas de
que los valores Np no fueron muy diferentes debido a que ademas del tipo de turbina utilizada,
depende directamente de los valores de Nre que tampoco lo fueron (ver grafico “A” de
anexos). El Np era requerido para poder obtener la potencia requerida por ambos cultivos,
pues despejando “P” de la ecuacion de Np (ver punto 6.6.7.) se vuelve dependiente también
de la densidad del medio y como el cultivo con 10 g L™ presenté mayor densidad y mayor
NP la potencia requerida por este medio de cultivo fue ligeramente mayor (1.04 veces) que
la requerida en el otro cultivo. Por tltimo, el valor de Na fue el mismo para ambos cultivos
ya que este valor es independiente del valor del Nre, Y solo depende directamente de la
agitacion, del didmetro de impulsor y del caudal de aire utilizado, el cual fue el mismo para
ambos cultivos. De igual forma se determinaron las relaciones geométricas (Da/Di y HL/Di)
pertenecientes al volumen de trabajo de 1.6 L mismas que podrian ser consideradas si es que
se desea llevar el proceso a una escala mayor.

Tabla 4. Reologia y parametros de interés de los medios de cultivo. (D./Di: Relacion diametro
de tanque y diametro del impulsor, H/Di: Relacion altura del liquido y diametro del impulsor, p:
densidad, p: viscosidad dinamica, Nre: Nimero de Reynolds, Np: NUmero de potencia, Na: NUmero
de aireacion, P: Potencia requerida y ki a: coeficiente volumétrico de transferencia de masa).

pOh | p168h [u0Oh|pn168h NRe Np
[g L] Da/Di|HL/Di Nre O h Np O h P[mW] | Na |kLa
[kg m?] [[kg m?] | [cP] | [cP] 168 h 168 h
5 1005.60 | 1005.58 | 18.7 | 12.4 |181.64 [273.93| 3.0 | 3.1 | 154 6.58
2.84 | 2.75 0.176
10 1008.20 | 1008.16 | 29.6 | 24.7 |114.75|137.52| 2.9 | 3 1.59 5.65
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% OD

En cuanto a la determinacion del k.a, inicialmente fue requerido desplazar todo el oxigeno
presente en los medios de cultivo para posteriormente reairearlos, registrando los valores de
% OD cada 20 segundos (figura 17a) después de realizar ajustes de linealizacion, se realiz6
una regresion lineal en donde el valor de la pendiente representa el kia en [min*] por lo que
se convirtié a [h] (figura 17b), como observamos los valores son ligeramente diferentes
entre si, en cultivos realizados previamente a las mismas condiciones (pH 6, 100 rpm, 1 vvm
y 25 °C) utilizando quitina coloidal como fuente de carbono se obtuvieron valores de ki a de
5.97 h'l, se debe destacar todos los resultados descritos quedaron dentro del intervalo de kia
de 5-20 h* reportado por Escobar y col.,2018 en donde se trabajé con cultivos sumergidos
utilizando quitina coloidal variando la agitacion y la aireacion en el medio de cultivo. Cabe
mencionar que, aunque el tiempo en el que se realizd la determinacion fue diferente al
utilizado actualmente (120 y 168 h respectivamente) las cinéticas de crecimiento del hongo
con quitina coloidal difieren con las de quitosano en cuanto al tiempo donde se presentan los
puntos maximos de crecimiento, por ello se puede inferir que, aunque las determinaciones
no se realizaron en los mismos tiempos, si se realizaron en las mismas etapas de crecimiento

de L.lecanii en los respectivos medios de cultivo.
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Figura 17. Cultivos de L. lecanii en biorreactor con quitosano GA~5% durante 168 h a pH 6, 100 rpm,

1vvmy 25 °C con 2 concentraciones 5 g L(e) y 10 gL%(0): (a) Reaireacion de biorreactor a1 vwmy

(b) Regresion lineal para la determinacion del kia. (5 g L™:: m=0.110, b=-0.174; R>=0.976 y 10g L%
m= 0.094, b=-0.099; R?= 0.995).
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7.4.Condiciones de actividad enzimatica

Hasta ahora todas las pruebas de AE llevadas a cabo utilizaron como sustrato 1% de
quitosano GA~5% en buffer de acetato 0.1 M a pH 5.5 durante 15 minutos de reaccion a 55
°C. Dicho sustrato y parametros fueron utilizados por una combinacion de técnicas
reportadas en bibliografia (Deassis y col.,2010, Xiao"e Cheny col.,2004 y Sinhay col.,2016),
pues debido a que no existen reportes sobre la produccion de quitosanasas de L.lecanii se
busco el mejor ajuste de dichas determinaciones a la naturaleza de la enzima (quitosanasa
proveniente de un hongo entomopatégeno). Las condiciones de AE utilizadas fueron
suficientes para cuantificar la actividad durante las cinéticas de cultivo en ambas escalas,
pero era necesario analizar si eran las éptimas, por ello se realizaron ensayos enzimaticos
variando el % GA del sustrato, el tiempo de reaccion “Trx”, el pH del buffer y la temperatura
de reaccion. Asimismo, encontradas las condiciones optimas de AE se realizaron ensayos
variando la concentracidn de sustrato, con el fin de observar si la enzima seguia la cinética
tradicional de las enzimas de Michaelis-Menten y con ello determinar sus parametros
cinéticos.
7.4.1. Grado acetilacion de sustrato y diferente sustrato.

El proposito de este punto fue observar si la enzima tenia capacidad de hidrolizar quitosano
con diferente GA, asi como observar si tenia la capacidad de hidrolizar el enlace presente en
el compuesto p-nitrofenil-N-acetil-5-D-glucosamina (p-Nag) (figura 18) mismo que es

utilizado para cuantificar la actividad Hex, aunque este no es totalmente especifico de la

misma ya que de igual forma una quitosanasa de la clase | o IV podrian realizar la escision

NO
HO /@’ 2
O

O
OH

de este enlace (ver figura 3).

OH HN CHs

~r

O

Figura 18. p-nitrofenil-N-acetil-g-D-glucosamina (p-Nag)
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Las determinaciones se realizaron como se reporta en el punto 6.6.5. como podemos observar
en la figura 19a, la enzima tuvo la capacidad de hidrolizar cada uno de los sustratos teniendo
una mayor AE especifica con el quitosano GA~5% (0.148 + 0.01 U mg?) seguido del p-Nag
(0.111 + 0.002 U mg™). Posteriormente se realizd el ANOVA donde con un nivel de
significancia de 0.05 se rechazd Ho (al menos una media difiere de las demas) por lo que
existe un efecto del grado de acetilacion del quitosano sobre la presencia de actividad
especifica, también se realizd la prueba de comparacién maltiple de medias de Tukey-Kramer
obteniendo 3 grupos diferentes. Por lo que en este ensayo se pudo definir el quitosano con
GA~5% como el sustrato para seguir realizando las determinaciones de AE, ademas de que
se dio una idea de la naturaleza de la enzima producida, pues se observa que presentd buena
afinidad por el sustrato p-Nag por lo que se podria tratar de una quitosanasa de clase | o IV
(Fukamizo y col.,1994), harian falta realizar mas ensayos sobre sustratos realmente
especificos como algun dimero o trimero de GIcN-GIcN o bien, GIcNAc-GIcNAc para

definirla de manera correcta.
7.4.2. Tiempo de reaccion “Trx”

Para la determinacion del tiempo de reaccién con la AE mas alta se siguié la metodologia
descrita en el punto 6.6.5, se puede observar en la figura 19b que se presenté un maximo de
actividad a los 30 min de reaccion (0.167 +0.012 U mL™) seguido por 15 min (0.159 + 0.018
U mLY). De igual forma se observa que pasados los 45 min de reaccion la actividad decae.
Posteriormente se realizd el analisis de varianza (ANOVA) donde con un nivel de
significancia de 0.05 se rechazd Ho (al menos una media difiere de las demas) por lo que
existe un efecto del tiempo de reaccion sobre la presencia de actividad volumétrica, también
se realizo la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 3
grupos diferentes. Debido a que no existe diferencia significativa entre las actividades
volumétricas obtenidas a los 15, 30 y 45 minutos, se consider6 seguir utilizando 15 min de

reaccion para fines practicos.
7.4.3. Temperatura

Para la determinacion de la temperatura con la AE mas alta se siguid la metodologia descrita

en el punto 6.6.5, se puede observar en la figura 19c que se presentd un maximo de actividad
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alos 35 °C (0.195 + 0.007 U mg™) seguido por 45°C (0.189 + 0.01 U mg™). De igual forma
se observa que pasados los 45 °C la actividad decae, pero se debe destacar que sigue
presentando, por lo que la enzima es termoestable entre los rangos de temperatura utilizados
de 25 hasta 70°C, lo cual podria deberse al tamafio, estructura o polaridad, pero aun se
desconocen. Posteriormente se realizd el ANOVA donde con un nivel de significancia de
0.05 se rechaz6 Ho (al menos una media difiere de las demaés) por lo que existe un efecto de
la temperatura sobre la actividad especifica, también se realiz6 la prueba de comparacion
multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 3 grupos diferentes. Debido a que no existe
diferencia significativa entre las actividades especificas obtenidas con 35 y 45° C, se decidio
continuar las determinaciones posteriores con 35°C, cabe destacar que la actividad con la que
se realizaron las cinéticas de actividad para los cultivos en ambas escalas fue de 55 °C misma
que fue 1.32 veces menor que la obtenida con 35 °C en el mismo EC de 144 h, la temperatura
donde se obtuvo la actividad promedio mas altas fue muy similar a las temperaturas 6ptimas

de enzimas de otros hongos como Mucor circinelloides y Gongronella sp (Tabla 1).
744. pH

Para la determinacién del pH con la AE mas alta se siguié la metodologia descrita en el punto
6.6.5, se puede observar en la figura 19d que se presentdé un maximo de actividad a pH 5.5
(0.198 + 0.01 U mg™) seguido por pH 6 (0.182 + 0.05 U mg™). De igual forma se observa
que con pH 4 no se tuvo actividad, por lo que se puede decir que la enzima es estable en pH’s
> 4 en el rango trabajado de 5 a 7. Se necesitarian realizar mas analisis con pH mas alcalinos
para observar donde se desnaturaliza la enzima, aunque cabe mencionar que a pH alcalinos
el quitosano no se podria solubilizar por lo que se necesitaria la ayuda de otro sustrato.
Posteriormente se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) donde con un nivel de
significancia de 0.05 se rechazd Ho (al menos una media difiere de las demas) por lo que
existe un efecto del pH sobre la actividad especifica, también se realiz6 la prueba de
comparacion multiple de medias de Tukey-Kramer obteniendo 4 grupos diferentes. Debido
a que no existe diferencia significativa entre las actividades especificas obtenidas con pH 5.5
y 6, se decidid continuar utilizando el pH 5.5 para fines practicos, ya que a este pH se tiene

la ventaja de que el quitosano esté totalmente soluble en el buffer. EI pH donde se obtuvo la
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Act. Esp. [Umg™]

Act. Esp. [Umg™]

actividad enzimatica promedio mas altas fue igual o muy cercano a los pH 6ptimos de

enzimas de otros hongos como Mucor circinelloides y Gongronella sp (Tabla 1).
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Figura 19. Determinaciones de actividad enzimatica sobre el EC de 144 h provenientes del cultivo de L.
lecanii en biorreactor con 5 g L™ de quitosano GA~5% durante 168 h a pH 6, 100 rpm, 1 vwmy 25 °C:
(a) Diferentes sustratos [pH 5.5, 15 min a 55 °C], (b) Tiempo de reaccion “Trx” [GA~5%, pH 5.5, 55
°C], (c) Temperatura [GA~5%, pH 5.5, 15 min] y (d) pH [GA~5%, 15 min a 35 °C]. Letras diferentes
indican diferencia significativa (p<0.05) mediante prueba de comparacion multiple de medias Tukey-
Kramer.
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7.4.5. Concentracion de sustrato

Se realizd el analisis enzimatico variando la concentracion de sustrato, como se observa en
la figura 20a la enzima sigue el comportamiento tradicional de la cinética de enzimas de
Michaelis-Menten pues al ir incrementando la concentracion de sustrato incrementa la
velocidad de liberacion de producto hasta un punto donde la velocidad se vuelve de orden 0
0 bien, se llega al estado estacionario. EI méximo valor promedio de velocidad se dio con 8
g L (0.0299 + 0.0014 pumol de GlcN mint) seguido del valor obtenido con 10 g L™ (0.0295
+0.0016 pumol de GlcN min™) como se observa la fase estacionaria comienza desde 8 g L
Por ultimo se llevo acabo la linealizacion de los datos (ver punto 6.6.8.) obtenidos mediante
el método de Lineweaver-Burk (figura 20b) (R?= 0.984) con el proposito de obtener lo
valores de la constante de afinidad (km = 2.33 g L) y la velocidad méaxima (Vmax = 0.033
umol de GIcN min) que son caracteristicos de la quitosanasa producida por L.lecanii en
cultivo sumergido utilizando como sustrato quitosano GA~5% en buffer de acetato pH 5.5

en las condiciones establecidas de 15 min de Rx a 35 °C.

Posteriormente se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) donde con un nivel de
significancia de 0.05 se rechazd Ho (al menos una media difiere de las demas) por lo que
existe un efecto de la concentracion de sustrato en la velocidad de liberacién de producto,
también se realiz6 la prueba de comparacion mdltiple de medias de Tukey-Kramer
obteniendo 4 grupos diferentes. Debido a que no existe diferencia significativa entre las
velocidades obtenidas a partir de 8 g L™ se decidid seleccionar dicha concentracion como la

Optima para realizar los ensayos de actividad con quitosano GA~5%.
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Figura 20. Actividad enzimatica presente en el EC de 144 h proveniente del cultivo de L. lecanii en
biorreactor con 5 g L™ de quitosano GA~5% durante 168 h a pH 6, 100 rpm, 1 vvmy 25 °C, con
diferentes concentraciones de sustrato (GA~5%): (a) Cinética de M-M y (b) Diagrama de Lineweaver-
Burk (m=71.457 y b=29.452; R?=0.984).

52



7.5. Rendimiento y productividad entre escalas

A continuacién, en la tabla 5 se muestran los rendimientos y productividades obtenidos en
los cultivos realizados en matraz y biorreactor con ambas concentraciones de sustrato o
fuente de carbono, como se puede observar el cultivo en biorreactor con 5 g L fue el que
presento mayor rendimiento en cuanto a la AE siendo 1.70 veces mayor que el del cultivo en
matraz, por otro lado, el rendimiento de AE en el cultivo con 10 g L™ fue 1.49 veces mayor
respectivamente. En cuanto al rendimiento de liberacion de AR los comportamientos fueron
muy similares en ambas escalas con las diferentes concentraciones. Pero el rendimiento de
AR obtenido con 10 g L™ en biorreactor fue 4.54 veces mayor que con matraz y 3.82 veces
mayor para el cultivo en biorreactor con 5 g L.

La productividad de biomasa obtenida para los cultivos con 10 g L™ fue superior a la obtenida
con 5 g Lt en ambas escalas, por otro lado el cultivo con 10 g L™ present6 la productividad
de AR mas alta siendo 11.93 veces mayor que la concentracion en matraz y solo 1.44 veces
mayor que 5 g L, al mismo tiempo la productividad de AR del cultivo con 5 g L™ fue 9.38
veces mayor que su simil en matraz, estos valores hacen notar que el hongo presenté mayor
capacidad hidrolitica en el biorreactor con ambas concentraciones en comparacion a los
cultivos en matraz, logrando escidir en mayor cantidad los enlaces presentes en el quitosano,
liberando productos como COS o los mondmeros caracteristicos (GICNAc y GIcN
principalmente). Por Gltimo y como pardmetro de mayor importancia, la productividad de
AE obtenida en biorreactor con 5 g L™ fue la més alta siendo 4.18 veces mayor que en matraz
y 1.25 veces mayor que su simil en biorreactor con 10 g L%, al mismo tiempo la productividad
de AE del cultivo con 10 g L* fue 3.71 veces mayor que en matraz. Con estos resultados se
podria seleccionar 5 g L™ como la concentracion para futuros experimentos, ya que presento
los mayores rendimientos y productividades de AE, ademéas de presentar buenos
rendimientos y productividades de AR, manteniendo una productividad de biomasa que no
afecto en gran medida el valor de la actividad especifica de la enzima producida.
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Tabla 5. Rendimientos y productividades de AE, AR y biomasa BM para los cultivos
realizados a escala matraz y biorreactor con 5 0 10 g L de quitosano GA~5%.

Escala Concentracion | Yrx | Yrx | Productividad Productividad Productividad
[gL1] (AE) | (AR) |BM [mg mL*h?']| AR[mgmL*h?] |AE [UmL*th?]
Matraz 5 0.0756 | 0.087 5.54 x 107 6.04 x 10 5.21 x 10
10 0.0503 | 0.074 7.45x 107 6.88 x 10 469 x 104
. 5 0.1288 | 0.333 1.36 x 102 5.67 x 107 2.18 x 103
Blorreactor 10 0.0753|0.336 |  1.96 x 102 8.21 x 107 1.74x 107

8. Conclusiones

Se demostré que L. lecanii es capaz de producir quitosanasas induciendo su produccion
mediante la adicion de quitosano como Unica fuente de carbono en el medio de cultivo. La
concentracion de quitosano en el medio de cultivo tiene un efecto en el crecimiento del

hongo, asi como en la produccion de azucares reductores y de la enzima de interés.

La productividad de crecimiento del hongo, de azlcares reductores y de actividad enzimatica
fue superior a escala biorreactor, lo que fue provocado por el flujo constante de aire inyectado
al reactor, el cual satisfacia la demanda de transferencia de oxigeno requerida por el hongo;

asi como por el control de pH durante todo el tiempo de cultivo.

El incremento en la produccion de azucares reductores en los cultivos en biorreactor se reflejé
en la disminucién del valor de la viscosidad aparente. (J1es < Mo). Los valores determinados
de Np, Na y P oscilaron muy poco debido a que ain con cambios en la viscosidad no se tuvo
un efecto importante en los valores obtenidos de Nre del cual dependen la mayoria de ellos.
Los valores obtenidos de kia fueron similares a los reportados en cultivos con quitina
coloidal, por lo que parece ser que la viscosidad es un parametro que no afecta directamente
el valor del kia; o no al grado en que afectan cambios en la agitacion y aireacion

principalmente.

Aunque el crecimiento del hongo y la produccion de azucares reductores fue ligeramente
menor en los cultivos con 5 g L™, la actividad enzimatica obtenida fue superior. Siendo el
cultivo en biorreactor en donde se presentaron las productividades enzimaticas mas altas (EC
de 144 h).

54




Las mejores condiciones para las determinaciones de actividad quitosanasa fueron: quitosano
GA~5% a pH 5.5, durante 15 min de reaccion a 35 °C utilizando concentraciones >0.8% p
v'L. Por Gltimo, la enzima producida sigui6 el modelo cinético de MM obteniendo parametros
de Vimax= 0.033 pmol mint y km=2.43 g L%

Cabe mencionar que los cultivos en biorreactor presentaron el inconveniente de formacion
de espuma justo al inicio del proceso (inicio de aireacion) lo cual se le confirio a la presencia
de acidos grasos saponificables en la quitina con la que se obtuvo el quitosano utilizado
(GA~5%), dicho problema no se logro evitar, pero la alternativa utilizada fue inocular el

medio de cultivo posterior al tiempo de espumacion (aproximadamente 24 h).

9. Perspectivas

Como se sabe, este proyecto fue el primer estudio sobre la produccion de quitosanasas de L.
lecanii ya que hasta el momento no se existian reportes sobre la produccion de las mismas.

Con base en esto existen varias ideas o perspectivas:

e Se podrian realizar cultivos en biorreactor con menor cantidad de quitosano
(manteniendo C/N menores a 5) para observar si los rendimientos y productividades
disminuyen, aumentan o bien, se mantienen.

e Se podrian cambiar los pH iniciales de los cultivos comparando la productividad y
rendimiento cuando el pH esta controlado y cuando no lo esta.

e Se podrian realizar ensayos con diferentes tratamientos de agitacion y aireacion para
observar el efecto sobre el kLa y posteriormente sobre la productividad.

e Utilizar otro quitosano de caracteristicas similares al utilizado en este proyecto, pero
previamente desengrasado para observar si la hip6tesis propuesta para la presencia de
espuma se debe aceptar.

e En cuanto a los analisis enzimaticos se deben de realizar pruebas de actividad con
sustratos mas especificos como dimeros y trimeros de GIcN para corroborar la clase
de la o las quitosanasas producidas.

e Realizar etapas de purificacion de la enzima como precipitacion con sulfato de
amonio y cromatografia para conocer las caracteristicas de la misma, como lo es el
peso molecular, pl, entre otros.
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ANEXO A: ANALISIS ESTADISTICO

e Diadmetro de halos de hidrolisis

ANOVA

Diametro

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 17.103 3 57M 526.231 .0oo
Dentro de grupos .0ev a 011
Total 17.1849 11

Subconjunto para alfa=0.05

A I 1 2 3
46.60 3 | .000000
.03 3 2.300000
18.00 3 2.500000
5.00 3 3166667

e t-test diferencia de didmetro con diferente sustrato.
v' 4 dias

Equal Variance Test

Prob
Statistic DF1 DF2 F-Value Level
Variance Ratio 5 11 16.000 0.0002
v' 12 dias
Equal Variance Test
Prob
Statistic DF1 DF2 F-Value Level
Variance Ratio 5 11 36.000 0.0000
v’ 24 dias
Equal Variance Test
Prob
Statistic DF1 DF2 F-Value Level
Variance Ratio 5 11 49.000 0.0000
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Proteina total cultivos en matraz

ANOVA

ProtTot

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig
Entre grupos 536 2 268 4186 020
Dentro de grupos 3.844 &0 064
Total 4381 62

Subconjunto para alfa=0.05
Cone 1 2
15.00 21 a22810
5.00 21 A306149 A306149
10.00 21 548762
Sig. 358 282
e Azlcares reductores EC’s matraz
ANOVA

AzRed

Suma de Media

cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 008 2 004 19.048 000
Dentro de grupos 009 42 000
Total 018 44

Subconjunto para alfa=0.05

Conc 1 2
15.00 15 017000
5.00 15 041267
10.00 15 049467
Sig. 1.000 302
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U mL™?! matraz

ANOVA

mL

Sumade Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 004 2 002 2,832 000
Dentro de grupos 007 42 000
Total 012 44

Subconjunto para alfa=0.05
Conc N 1 2
15.00 15 O06EET
10.00 15 026800
5.00 15 028600
Sig. 1.000 25
e Umg? matraz
ANOVA

Umag

Suma de Media

cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos .004 2 0oz 4.940 011
Dentro de grupos 014 42 000
Total 023 44

Subconjunto para alfa= 0.05

Conc M 1 2
15.00 15 020272
10.00 15 034727 034727
5.00 15 0444585
Sig. 168 424

Proteina total biorreactor
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ANOVA

ProtTot
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos J06 1 706 1.036 314
Dentro de grupos 27.275 40 682
Total 27.881 41
e AR biorreactor
ANOVA
AR
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 004 1 004 063 a7y
Dentro de grupos 1.712 28 061
Total 1.716 29
e U mL™" biorreactor
ANOVA
JmL
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos ooz 1 00z BTT A18
Dentro de grupos 0a1 28 003
Total 083 29
e U mg-1 biorreactor
ANOVA
LImag
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 006 1 006 9.290 004a
Dentro de grupos 018 28 001
Total 024 29
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e Diferentes sustratos

ANOVA
Umag
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 014 3 005 52.148 000
Dentro de grupos 001 11 000
Total 014 14
Subconjunto para alfa= 0.05
Sustrato M 1 2 3
7.00 4 06350
15.00 4 09175
20.00 3 1067
5.00 4 14800
Sig. 1.000 075 1.000
o Trx
ANOVA
LmL
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 013 4 .003 16.304 000
Dentro de grupos 003 15 .000
Total 016 149
Subconjunto para alfa=0.05
TRx N 1 2 3
60.00 4 | 100250
10.00 4 | 117500 | 117500
45.00 4 147500 | 147500
15.00 4 69250
30.00 4 67000
Sig. 444 0a7 330

e Temperatura
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ANOVA

LimL
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 042 4 011 61.098 .000
Dentro de grupos 003 15 000
Total 045 19
Subconjunto para alfa= .05
Temperatura M 1 2 3
65 4 4180
25 4 20075
55 4 20325
45 4 26000
35 4 26825
Sig. 1.000 a4949 .Baa
e pH
ANOVA
mL
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entra grupos 94 4 048 474.004 000
Dentro de grupos ooz 15 .000
Total 485 149
Subconjunto para alfa= .05
pH M 1 2 3 4
4.0 4 00000
5.0 4 3200
7.0 4 20350
6.0 4 26075
545 4 27225
Sig. 1.000 1.000 1.000 058

e Concentracion de sustrato
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ANOVA

LI
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos .0m 000 G4.039 .000
Dentro de grupos 000 18 000
Total .0m 2
Subconjunto para alfa=0.05
Cone I 1 2 3 1
1.00 3 | .0102333
2.00 3 0149667
4.00 3 01592667
6.00 3 0242667
17.00 3 0289667
13.00 3 0251000
20.00 3 0281000
10.00 3 02586333
8.00 3 0289000
Sig. 1.000 075 1.000 948
e Error de los estimados, kiade 5 g L
Coeficientes™
Coeficientas
Coeficientas no estandarizad
estandarizados 0s
Error
Modelo B estandar Beta t Sig.
1 (Constante) =174 023 -7.745 000
Min 10 003 988 3r.azz 000

a. Mariable dependiente: Ln

64




e Error de los estimados, kiade 10 g L

Coeficientes™

Coeficientes no

Coeficientes
estandarizad

estandarizados 0s
Error
Modelo =] estandar Beta t Sig.
1 (Constante) -.099 012 -8.232 000
Min 094 .001 996 69.42 000
a.Variable dependiente: Ln
e Error de los estimados, regresion Lineweaver-Burk
Coeficientes®
Coeficientas
Coeficientas no estandarizad
estandarizados 0s
Errar
Maodelo B estandar Beta t Sig.
1 (Constante) 29.363 1.339 21.831 .00o
5 71.556 3422 852 20,911 000

a. Variahle dependiente: ¥
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ANEXO B: REACTIVOS, CURVAS PATRON Y DIAGRAMAS

Metodologia para determinacion de proteina de Lowry Peterson

Reactivo A

A. Solucion de carbonato de sodio tartrato de potasio: Se disolvieron 25 g de carbonato de

sodio, 0.25 g de sulfato de cobre pentahidratado, 0.5 g de tartrato de sodio y potasio en

250 ml de agua destilada.
Solucioén de dodecil sulfato de sodio (SDS): 25g de SDS fueron disueltos en 250 ml de

agua destilada.
Solucion de hidréxido de sodio: Se disolvieron 8g de NaOH en 250 ml de agua destilada.

Se mezclan las soluciones A, B y C aforandose con agua destiladaa 1 L.

Reactivo B

Se diluyeron 1:1 el reactivo fenol Folin-Ciocaltieu con agua destilada, este debe prepararse

en el momento del analisis.

Curva patron de seroalbumina bovina para cuantificacion de proteina.

BSA

1.6
y =0.0015x + 0.0188

1.4 R?=0.9686

1.2

0.8 !

0.6

Abs (750 nm)

0.4

0.2

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentracion [ug/ml]
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Metodologia para determinacion de azucares reductores.
Reactivo DNS
. Disolver 10 g de acido 2,3-dinitrosalicilico (DNS) en 900 ml de una solucién de

NaOH al 1 %. Mezclar hasta disolver.
. Adicionar 1 g de sulfito de sodio anhidro y 2 g de fenol. Mezclar hasta disolver.

C. Aforar a 1000 ml con la misma solucién de NaOH.

. Guardar esta solucién en un frasco ambar en la oscuridad.

Curva patrén de D-glucosamina para la determinacion de azlcares reductores

por la técnica DNS.

DNS

0.7
y = 0.1649x

06 R?=0.9891

0.5
0.4

0.3

Abs (575 nm)

0.2

0.1

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
pumol de GlcN
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e Curva patron de p-nitrofenil-N-acetil-#-D-glucosamina (p-Nag).

p-Nag

[ERN

y-=0.0386x
R?=0.9947

© o o o o
U OO N 00 L

Abs (400 nm)
©
D

o o o
= N W

o

0 5 10 15 20 25 30
p-Nitrofenol [pg]

e Numero de Reynolds vs Numero de potencia para diferentes impulsores.

100 . : :
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