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SELECCION DE MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE
ENZIMAS QUITINOLITICAS Y CARACTERIZACION DE LA
ACTIVIDAD EXTRACELULAR DE DOS AISLADQOS DE Serratia sp.

RESUMEN

Las quitinasas son enzimas que hidrolizan la quitina en sus componentes oligo y
monoméricos. Los quito-oligosacaridos, la glucosamina y los monomeros de N-acetil-D-
glucosamina son de gran interés para la industria debido a su amplio rango de funciones
biologicas: biomédicas, agricolas, farmacéuticas y bioconservadoras de alimentos. En el
presente trabajo, se realizo la caracterizacion quitinolitica extracelular de las cepas BIOMI-
363706 y SM-BIOMI, descritas molecularmente como Serratia sp. Estos dos aislados
bacterianos usan la quitina coloidal (QC) como Unica fuente de carbono y nitrogeno.
Fueron inoculados en un medio que contenia 2 % y 5 % de QC,; 0,1 % K;HPO4 y 0.05 %
MgS0O,4.7H;0, con pH 7,2; v después de 72 horas de incubacion a 37 °C produjeron
Optimamente quitinasa extracelular. Usando los extractos crudos, se determino que las
quitinasas de BIOMI-363706 y SM-BIOMI tenian un pH optimo de 6 y 6,5,
respectivamente; una temperatura optima de 50 °C; y el rango de estabilidad se situd entre
10 °C y 50 °C. No se observo un efecto notorio sobre la actividad quitinasa de ambas
enzimas en presencia de cationes divalentes. En cambio, se evidencid que estas enzimas
lograron ser activadas utilizando diferentes sustratos, con el siguiente orden de actividad:
quitina coloidal > polvo de quitina (<1mm) > glicol-quitina. Por otra parte, tanto BIOMI-
363706 como SM-BIOMI presentaron un valor de Vmax de 0,015 pmol.min™ y 0,045
pmol.min; y un Km de 1,278 mg.ml™ y 1,231 mg.ml”, respectivamente. A continuacion,
se selecciond a BIOMI-363706 como cepa de trabajo por producir los mayores niveles de
quitinasa en el biorreactor. Asi, el crecimiento celular de la cepa, con el empleo de QC al 2
% como sustrato, mostro una fase de crecimiento exponencial de hasta 16 h. Ademas, la
produccion de quitinasa fue proporcional al crecimiento celular, ya que expresé valores
maximos de actividad quitinolitica de 2,043 U ml™ después de 24 h a pH 7,7. Finalmente,
se evalud el acoplamiento de las enzimas de Serratia sp. BIOMI-363706 y la desacetilasa
de quitina (CDA) de Mucor sp. BIOMI-CIEPE-01 para incrementar la desacetilacion de la
quitina coloidal. Se utilizaron 8,5 mU de CDA enriquecidas con 76 mU de quitinasa, y se
incubaron a 45 °C, con pH 7,0. La velocidad de la CDA sobre la quitina coloidal aumentd
3,9 + 0,8 veces, con lo cual se obtuvieron 6,5 = 0,6 veces mas de umoles de acetato
liberadas después de 8 h de reaccion. Por lo tanto, en el contexto de los estudios de la
desacetilacion enzimatica, la enzima BIOMI-363706 puede resultar una opcion valiosa y
ser una ventaja para la maximizacion de reacciones en escalas industriales que mejoren y
potencien la degradacion enzimatica de la quitina.

Palabras clave: Quitina coloidal, actividad quitinasa, desacetilasa quitinasa, quito-
oligosacaridos, N-acetil-D-glucosamina, Serratia marcescens.



SELECTION OF CHITINOLYTIC-ENZYMES-PRODUCING
MICROORGANISMS AND CHARACTERIZATION OF
EXTRACELLULAR ACTIVITY FROM TWQO Serratia sp. ISOLATES

ABSTRACT

Chitinases are hydrolytic enzymes that break down glycosidic bonds in monomeric and
oligomeric components. The chito-oligosaccharides, glucosamine and N-acetyl-D-
glucosamine monomers are of great interest for industry due to its wide range of biological
applications in several areas: biomedicine, agriculture, pharmaceutics and food
biopreservations. In this academic work was made the extracellular chitinolytic
characterization of the strains BIOMI-363706 and SM-BIOMI described at the molecular
level as Serratia sp. These two bacterial isolates use colloidal chitin (QC) as unique carbon
and nitrogen source. They were inoculated in a medium containing 2% and 5% QC; 0.1%
K,HPO4; 0.05% MgS0O4.7H,0, pH 7.2, After 72 hours incubation at 37 © C, they produced
optimally extracellular chitinase. Using the crude extracts it was determined that chitinases
BIOMI-363706 and SM-BIOMI had an optimum pH 6 and 6.5, respectively; an optimum
temperature of 50 © C; and the stability range was 10 © C-50 © C. Presence of divalent
cations did not produce considerable effect on chitinase activity of both enzymes. Instead, it
was evident that these enzymes could be activated using different substrates, with the
following order of activity: colloidal chitin> chitin powder (<1mm)> glycol-chitin.
Moreover, both BIOMI-363706 and SM-BIOMI had a Vmax = 0.015 mol.min™' and 0.045
umol.min', Km =1.278 and 1231 mgml™, respectively. Hence BIOMI-363706 was
chosen as work-strain for producing higher levels of chitinase in the bioreactor. Thereby the
cellular growth of this strain, using 2% QC as substrate, showed an exponential growth
phase up to 16 h. Moreover, the production of chitinase was proportional to cell growth,
being that it expressed a maximum chitinolytic activity = 2.043 U ml”' after 24 h at pH 7.7.
Finally, it was evaluated the coupling of the enzymes BIOMI-363706 from Serratia sp and
chitin deacetylase (CDA) from Mucor sp. BIOMI-CIEPE-01 to increase the deacetylation
of colloidal chitin. It was used 8.5 mU of CDA enriched with 76 mU of chitinase, and they
were incubated at 45 ° C, pH 7.0. The CDA velocity, on colloidal chitin, increased 3.9 +
0.8 times, whereby it was obtained 6.5 + 0.6 times more umoles acetate released after 8
hours of reaction. Therefore, in the context of studies on the enzymatic deacetylation, the
enzyme BIOMI-363 706 could be a valuable option and be advantageous for maximizing
reactions in industrial scales that improve and enhance the enzymatic degradation of chitin.

Keywords: Colloidal chitin, chitinase activity, chitin deacetylase, chito-oligosaccharide,
N-acetyl-D-glucosamine, Serrafia marcescens.
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1.1.- Polimeros naturales

Los polimeros naturales, procedentes de las plantas y los animales, han sido utilizados a lo
largo de miles de afios, pero hace apenas un siglo fueron reconocidas sus singulares propiedades.
Entre estos materiales se incluyen la lana, el caucho, la seda, la madera, las proteinas, los
polisacaridos, los polinucleotidos, las enzimas, y otros. Sus ventajas es que son mas
biocompatibles, se obtienen facilmente, ademas de ser modificables quimicamente (Ratner,

1996). En la Figura 1 se describe la clasificacion de estos polimeros basada en su estructura

quimica.

I. INTRODUCCION

Polimeros biodegradables

Polimeros naturales

Extraidos de biomasa Productos de Mondmeros
MICcroorganisinos renovables
Naturaleza proteica Polisacaridos Polihidroxialcanoatos (PHA,) Polilacticos

]

Gomas
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Otros poliésteres

Figura 1. Clasificacion de los polimeros naturales de uso mds generalizado (Gallur, 2010).
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La mayoria de los hidratos de carbono presentes en la naturaleza se produce en forma de
polisacaridos, los cuales son una clase de biopolimeros formados por la union de una gran
cantidad de monosacaridos —mas de 20— que, a través de enlaces glucosidicos establecidos
entre el grupo hidroxilo (OH) presente en cada unidad monosacaridica, tienen la habilidad de
formar biopolimeros lineales o ramificados. Desde el punto de vista funcional, encontramos
polisacaridos de reserva como el almidon, el glucdégeno y los dextranos, y polisacaridos
estructurales como la celulosa, la quitina y los glicosaminoglicanos (Nishinari y Takahashi, 2003;

Nelson y Cox, 1995).

En los ultimos afos, la quitina y sus derivados, como el quitosano y los quitooligomeros, han
pasado a ser polimeros de gran aplicabilidad en los mas diversos campos de la actividad humana:
han sido empleados con éxito en la industria farmacéutica, cosmética, la agricultura, en
aplicaciones biomédicas, biotecnologicas, en la industria de alimentos y bebidas, en diferentes
procesos industriales para el tratamiento de aguas residuales y en procesos de purificacion de
agua potable, en la fabricacion de papel y en la industria textil, entre otros muchos (Abdou y col.,
2008). En la actualidad, numerosos estudios han centrado su atencion en el desarrollo de
materiales basados en estos biopolimeros debido a su actividad biologica, a su excelente
biocompatibilidad, biodegradabilidad y a su baja toxicidad, ademas de ser naturalmente
abundantes y renovables (Singla y Chawla, 2001; Kumar, 2000). Tales caracteristicas,
conjuntamente con la posibilidad de modificar sus propiedades fisico-quimicas mediante rutas
sintéticas, siguen estimulando la investigacion de estos polisacaridos naturales. A continuacion,
dedicaremos un apartado a los aspectos y virtudes principales de la quitina, la cual es la que nos

ocupa en este estudio, y el quitosano.

1.2.- Quitina: consideraciones generales
1.2.1.- Historia

El primer cientifico que consiguiod describir correctamente la estructura quimica de la quitina
fue el conocido quimico suizo Albert Hofmann, quien recibid una distincion en su tesis doctoral

por esta investigacion en el afio 1930; no obstante, los principios basicos de su existencia y su



aislamiento datan desde el inicio del siglo XIX, cuando en el afio 1811 Henri Braconnot aislo una
fraccion que llamo «fungina» de las membranas celulares de hongos superiores en el momento en
que las tratdé en caliente con alcali diluido, y noto la produccidon de amoniaco a través de la
destilacion con hidroxido de potasio y la generacion de acido acético por su degradacion con
acido sulfurico (Tokura y Tamura, 2007). Sefiald que los hongos tratados eran significativamente
distintos de aquellos conocidos por hallarse en plantas. Mas tarde, en 1823, Odier encontrd una
sustancia similar en insectos y fa nombrd «quitina» —un vocablo que proviene del griego y
significa cubierta o envoltura—. Posteriormente, sugirio que era el material base del exoesqueleto
de todos los insectos vy, tal vez, de los aracnidos. En 1843, Payen generd una discusion sobre la
diferencia entre la celulosa, como material de soporte de las plantas, y la quitina en levadura en
gemacion. En el mismo afo, Lassaigne aislo material quitinoso del exoesqueleto de gusanos de
seda —Bombyx mori— por medio de un tratamiento con hidroxido de potasio caliente y
demostro la presencia de nitrogeno en la quitina. Afios después, se repitieron estudios en cuanto a
la preparacion de materiales similares a partir de varios exoesqueletos de insectos y a través del
tratamiento con hidroxido de potasio e hipoclorito de potasio. En 1859, el profesor Rouget
observo que, tratando quitina con hidroxido de sodio concentrado, obtenia un nuevo producto, al
cual denomino «quitina modificada», y que era soluble en acidos organicos. Pero no es hasta
1894 cuando Hoppe-Seyler sometio la quitina a reflujo a una temperatura de 180 °C en hidroxido
de potasio y observo que el producto que se formaba era bastante soluble en acido acético y
clorhidrico, y lo denominé quitosano. Una identificacion clara de la quitina, en lo que se refiere a
estar compuesta por glucosamina y acido acético, fue realizada por Ledderhase. De ahi que
Glison, en 1894, reporto la confirmacion de la glucosamina (Pastor e Higuera, 2004; Tokura y

Tamura, 2007).

1.2.2.- Ocurrencia v fuentes

La ocurrencia y la distribucion de la quitina fueron reportadas por primera vez por Von
Wisselingh en 1898. En el afio 1931, Rammelberg, a partir de hongos y conchas de cangrejos,
confirmo la identidad del polisacarido sobre la base de la naturaleza de productos quimicos y
bacteriales de descomposicion, y mediante la aplicacion de un analisis elemental vy la reactividad

quimica. Posteriormente, en 1937, Zobell detectd la presencia del compuesto en algunas



bacterias. Finalmente, Purchase y Braun, en 1946, proponen su estructura quimica como la de un

polisacarido de N-acetilglucosamina (Tokura y Tamura, 2007).

La quitina [(CgHi3NOs),] esta ampliamente distribuida en la naturaleza, particularmente como
un polisacarido estructural de las paredes celulares de algunos hongos (ascomicetos, zigomicetos,
basidiomicetos y deuteromicetos, con excepcion de los oomicetos), en un porcentaje que fluctua
entre 22 % vy 44 % (Mukherjee y Sen, 2006). Ademads, se sabe que las paredes celulares de
Mucoraceae tienen quitosano, aparte de quitina (Herrera-Ruiz, 1990; Pastor e Higuera, 2004;
Dahiya y col., 20006). Es el componente organico mas abundante de numerosos organismos vivos,
ya que se encuentra asociado a diversas proteinas en la conformacion esquelética, en la que
desempeiia un importante papel estructural, de artropodos, anélidos, braquidopodos; en la concha
exterior de crustaceos y moluscos; y es menos abundante en los nematodos y celenterados. Esta
presente también en algas, como las diatomeas y los crisoflagelados. Entre los protozoos, algunos
ciliados utilizan el polisacarido para construir estructuras protectoras —Ilorigas— y variadas
amebas lo emplean para formar quistes. Sin embargo, la quitina no ha sido detectada en plantas
superiores, vertebrados y procariotas (Herrera-Ruiz, 1990; Flach y col, 1992; Nuero, 1995;

Fenice y col., 1996; Cottrell y col., 1999; Nava-Arenas, 2009).

Este biopolimero es uno de los mas abundantes después de la celulosa (Roberts, 2006), pero
posee una mayor tasa de recambio que esta Uitima; no obstante, ambas constituyen importantes
recursos renovables producidos por sintesis biologica, que comparten gran semejanza tanto en su
funcion biologica como en su estructura. A diferencia de la celulosa, la quitina puede ser una
fuente de nitrogeno, asi como de carbono —C: N = 8:1— (Struszczyk, 2006). Quimicamente
hablando, la diferencia estructural entre ambos polimeros se encuentra en los sustituyentes del
carbono dos del residuo de B-D-glucosa, en la que la celulosa contiene un grupo hidroxilo
secundario, mientras que la quitina carga un grupo acetamida. Esto le permite un incremento de
las interacciones entre las fibras, ya que son mas fuertes debido a la formacion de puentes de
hidrogeno entre los grupos acetamidicos de las fibras apiladas unas sobre otras, lo que da origen a
una asociacion mas rigida e inerte que la observada en la celulosa (Peniche, 2006; King y col .
2007). La similitud estructural existente entre la quitina, la celulosa y el quitosano se muestra en

la Figura 2.
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Figura 2. Relacion estructural de la quitina (b) con el quitosano (¢} v la celulosa (a). Puede observarse que la
diferencia entre los tres polisacaridos estd en los radicales unidos al carbono dos de la hexosa. En (d) se muestra la

unidad estructural minima (quitobiosa), que se repite sucesivamente en la molécula de quitina (Nava-Arenas, 2009).



La quitina es un material ligero, no toxico, biodegradable, biocompatible, altamente insoluble
en agua y en solventes organicos debido a los enlaces de hidrogeno intermoleculares que presenta
su estructura; se disuelve en N N-dimetil acetamida, hexafluoracetona o hexafluor 2-propanol
(Pastor e Higuera, 2004). Tiene una apariencia blanca, en forma de polvo o copos, de naturaleza
dura e inflexible, parcialmente cristalina e inodora; y destaca su composicion quimica, ya que es
un polisacarido nitrogenado: en su estructura, contiene 6-7 % de nitrogeno y en su forma
desacetilada, 7-9,5 % de nitrogeno (Becerra y col., 2011). Se compone de unidades de N-acetil-2-
amino-2-desoxi-B-D-glucosa, conectadas covalentemente por enlaces glicosidicos del tipo p-(1.,4)
para formar una cadena lineal. Algunos de los residuos se encuentran desacetilados (Figura 3).
Incluso se argumenta que la quitina natural posee un grado de acetilacion (DA) de 0,66, lo que
significa que una de cada tres de sus unidades se encuentra desacetilada. En efecto, cuando sus
grupos amino pueden estar totalmente acetilados, el polimere produce un material totalmente
soluble en medio acido conocido como «quitano»; sin embargo, cuando la quitina se somete a la
accion de un medio alcalino muy concentrado y a temperaturas superiores a 60 °C y se logra
eliminar al menos 50 % de sus grupos acetilo, se crea una mezcla de cadenas que tienen distintas
proporciones de unidades estructurales B-(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa (GIcNAc) y B-
(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa (GIcN), enlazadas por uniones glucosidicas $-(1,4), aunque se
hallan constituidas fundamentalmente por glucosamina, en vez de acetil-glucosamina. De ahi que
su relacion dependa de las condiciones de reaccion y que genere, como es obvio, un material con
distintas propiedades y diferentes pesos moleculares (50 KDa a 2.000 KDa) denominado
«quitosano» —también llamado quitosana— (Banks y cof., 2005; Peniche, 2006, Larez, 2006;
Khoushab y Yamabhai, 2010).

A pesar de que en su estructura quimica ambos polisacaridos son similares, los grupos amino
libres del quitosano le confieren caracteristicas y propiedades diferentes, ya que, con pH acido, se
comporta como un polication. Es un compuesto biodegradable, biocompatible, no toxico para
animales, soluble en soluciones acidas y, ademas, de mas facil tratamiento que la quitina (Tsigos
y col., 2000). lgualmente, posee excelentes propiedades antifingicas, antibacterianas, antiviricas,
emulsionantes. filmogénicas, absorbentes de grasas, adsorbentes de metales contaminantes, entre

otras. Esto lo convierte en un biomaterial atractivo de gran utilidad por sus mas de 200



aplicaciones biotecnologicas en distintos campos de la industria, como la biomedicina,

agricultura, cosmética, farmacéutica y en el tratamiento de aguas (Abdou y col., 2008).

La distribucion del quitosano en la naturaleza es muy limitada. Sin embargo, es un
constituyente importante de las paredes celulares de algunos hongos como Mucor, Absidia,
Aspergillus niger y Rhizopus oryzae, entre otros. Tales especies han mostrado ser una fuente de
quitosano barata y de facil obtencion, a partir de procesos de fermentacion para la produccion de

biomasa celular (Becerra y col., 2011).

Asimismo, es producido tras la biosintesis de la quitina en el alga verde Chlorella sp., en
levaduras y protozoarios, asi como en cuticulas de insectos y hongos —principalmente, de la
clase zigomicetos— por la accion de la enzima desacetilasa de quitina, que se puede encontrar
tanto dentro como fuera de las células. El grado de desacetilacion del quitosano presente en estos
hongos puede ser tan bajo como el 10 %. Ademas, es susceptible de la degradacion enzimatica
por proteinas de diferentes fuentes, entre ellas las enzimas no especificas, como la lisozima,
quitinasas, celulasas, hemicelulasas, proteasas, lipasas y glucanasas; y las enzimas especificas,
como las quitosanasas. (Herrera-Ruiz, 1990; Matsumoto y col, 1991; Mitsutomi y col., 1990;
Peral y Gartzia, 2001; Banks y co/., 2005; Nava-Arenas, 2009; Castaneda y col., 2011). De modo
industrial, el quitosano se puede producir por desacetilacion quimica de la quitina y sus derivados

(Larez, 2006), o por desacetilacion enzimatica de los derivados hidrosolubles (Win y Stevens,
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1.2.3.- Métodos de obtencién de la quitina

En la actualidad, las principales fuentes comerciales para la produccion de este biopolimero
son los desechos generados por el procesamiento industrial de diversos tipos de crustaceos y
moluscos (camarones, langostas, langostinos, cangrejos, krill y calamares), debido a la facilidad
de su recoleccion y por su abundancia y contenido de quitina; asimismo, para aminorar su alto
efecto contaminante. Para el afio 2004, se ha estimado una produccion total de desechos
quitinosos de 1.440.000 toneladas/afio, de las cuales, aproximadamente, 170.000 toneladas de
residuos quitinosos solidos provienen de la industria mundial del pescado. Si se trataran todas
ellas, se calcula en mas de 25.000 las toneladas de quitina que se podrian recuperar (Goycolea y

col., 2004).

La composicion quimica de los desechos quitinosos varia con la especie biologica y la época
del afio en proporciones muy amplias para los distintos constituyentes. La composicion de los
crustaceos en base seca es: proteinas (13-58 %), sales de calcio —fosfato de calcio y carbonato
de calcio— (20-72 %), pequenas cantidades de lipidos (0,8-12,0 %) y quitina (14-35 %) (Ramirez
y col., 2010). Estos compuestos se encuentran estrechamente asociados y representan alrededor
del 90 % del peso seco total del caparazon (Redde y col., 2008). Por ello, se han utilizado varios
métodos de produccion de quitina a partir de estos residuos, basados en técnicas quimicas o

biologicas.

1.2.3.1.- Métodos quimicos. Los métodos convencionales de produccion de quitina a partir de
residuos de la industria camaronera implican el uso de alcalis fuertes para solubilizar las
proteinas, y acidos para disolver el carbonato de calcio. Si bien ofrecen una posibilidad de desvio
de contaminantes, utilizan una cantidad de materiales y energia que hacen del proceso, en su
totalidad, poco sustentable, ecologicamente nocivo y, por ende, una fuente de contaminacion, ya
que suscita problemas de eliminacion de residuos corrosivos, cuya solucion implica neutralizar y
desintoxicar las aguas residuales descargadas. Ademas, causa la destruccion de proteinas y la
despolimerizacion de la quitina debido a las condiciones severas del tratamiento; por lo tanto, se
reduce la calidad de la quitina y, a su vez, disminuye el valor del liquido desproteinizado por la
presencia del hidroxido de sodio (Shirai y col., 2001; Majtan y col., 2007; Xu y col., 2008). Es

entonces de vital importancia la optimizacion de la extraccion de la quitina para minimizar su



degradacion y, al mismo tiempo, bajar la cantidad de impurezas hasta un nivel satisfactorio para

ciertas aplicaciones especificas (Radde y col., 2008).

1.2.3.2.- Métodos biolégicos. Como alternativa a los métodos quimicos, se han empleado
técnicas biologicas y enzimaticas, que permiten recuperar productos y minimizan, aparentemente,
la degradacion de la quitina, aunque los rendimientos suelen ser bajos. La degradacion enzimatica
es totalmente compatible con el ambiente y es segura para los operadores, ademas conduce a
obtener un producto uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas, por consiguiente, son de

mayor utilidad en las areas farmacéuticas biomédicas e industriales (Martinou y col., 1998)

En la actualidad se investigan tratamientos enzimaticos como una alternativa promisoria; en
efecto, se han reportado procesos que utilizan extractos enzimaticos o enzimas aisladas y
fermentaciones microbiologicas, pero aun sin la eficiencia de los métodos quimicos,
fundamentalmente en lo que respecta a la eliminacion del material inorganico y los procesos de
desacetilacion enzimatica de caracter industrial (Peniche, 2006). La papaina, la pepsina, la
tripsina y la pronasa se han reportado para desproteinizacion. También se ha recurrido, con este
fin, al uso de microorganismos proteoliticos con actividad no quitinolitica, como Pseudomonas
maltophilia, Bacillus subtilis, Streptococcus faecium, Pediococcus pentosaceus y Aspergillus
oryzae. Diversos estudios han demostrado que el tratamiento de los desechos con enzimas
proteoliticas facilita la extraccion de carotenoproteinas y astaxantinas (Matsumoto, 20006;

Goycolea y col., 2004).

Varios autores (Goycolea y col., 2004, Peniche, 2006) coinciden en que los procesos de
obtencion de la quitina son desarrollados comunmente mediante las siguientes operaciones

basicas:

1. Acondicionamiento de la materia prima. Consiste en el lavado con agua destilada,
coccion de los caparazones por procesarse y separacion de la masa que pudiera haber quedado
adherida a ellos. Posteriormente, se procede a su molienda hasta obtener el tamafio de particulas
adecuado para la extraccion.

2. Desproteinizacion (separacion de la proteina). Puede ser quimica o enzimatica. En el

proceso quimico, los exoesqueletos de los crustaceos son tratados, normalmente, con soluciones



de NaOH (1-10 %) a temperaturas que van desde los 65 °C hasta los 100 °C, y durante un
periodo de 1 h a 24 h. El proceso enzimatico consiste en la digestion enzimatica o fermentacion
con bacterias proteoliticas con actividad no quitinolitica; por ejemplo, Pseudomonas

maltophilia.

Otra operacion que se realiza en el proceso de la extraccion de proteinas es el ensilado, el cual
consiste en almacenar anaeroObicamente materiales de origen biologico. La mayoria de éstos son
susceptibles de descomposicion por microorganismos aerobicos debido a su alto contenido de
humedad y composicion quimica. De ahi que el ensilado de residuos de crustaceos y una
produccion de acido lactico in situ por bacterias lacticas pertenecientes a la microflora natural o
como cultivos iniciadores inducen la licuefaccion del residuo semisolido, y se produce una
disminucion en el pH, asi como la activacion de proteasas que desproteinizan los residuos (Shirai,

1999).

Un efecto secundario del ensilado es la produccion de acido lactico por la fermentacion de
carbohidratos, lo que produce una desmineralizacion de los residuos y una precipitacion parcial
de los iones de calcio, como lactato de calcio (Xu y col, 2008; Gimeno y col., 2007). La
fermentacion del residuo de camaron resulta en un extracto rico en proteinas, minerales y
carotenoides (especialmente, astaxantina), con una fraccion solida rica en quitina. Sin embargo,
para producir una quitina de calidad promedio, la proteina y los minerales residuales de la quitina
cruda deben ser removidos mediante tratamientos suaves con alcalis y acidos, ya que no se
consigue la eliminacion de toda la proteina. En cuanto a la fraccion liquida, puede ser utilizada
como suplemento de proteinas y minerales para consumo humano o alimentacion animal (Shirai y
col., 2001; Cira y col., 2002; Bhaskar y col., 2006; Sini y col., 2007). Por sus caracteristicas, los

ensilados proporcionan una fuente rica de quitina que favorece la produccion de quitinasas.

3. Desmineralizacion (eliminacion de la materia inorganica). La eliminacion del
carbonato de calcio se realiza por tratamiento acido con soluciones diluidas de HCI, aunque
también se han utilizado otros acidos. como H,SO5, HNO;, CH;COOH, HCOOH. El tiempo de
tratamiento puede variar desde media hora hasta varios dias, segun los métodos de preparacion

desarrollados a temperatura ambiente. Un tratamiento alternativo para disminuir la degradacion
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consiste en el empleo del agente acomplejante EDTA. Al concluir la operacion, se realiza el

lavado de la quitina.

4. Decoloracion de la quitina obtenida (separacion de los pigmentos lipidicos
carotenoides). Los exoesqueletos de los crustaceos contienen pigmentos que pueden ser
recuperados, ya que poseen un alto valor comercial. La mayor parte de éstos son la astacina, la
astaxantina, la cantaxantina, la luteina y el B-caroteno. Tras la desmineralizacion con tratamientos
acidos, estos pigmentos pueden ser separados mediante extracciones con etanol, éter, acetona y
cloroformo. El empleo de acido acético al 50 %, en caliente, puede desmineralizar las cascaras y
extraer los carotenoides al mismo tiempo. Otra opcion para realizar la decoloracion seria emplear
agentes blanqueadores como H,0O; al 0,5-3 % o NaClO al 0,32 % a temperatura ambiente, aunque
debe tenerse presente que también suelen atacar los grupos aminos libres e introducir
modificaciones en el biopolimero. En ultimo lugar, una vez obtenida, la quitina se deja secar a
temperatura ambiente, con circulacion de aire caliente u otro tratamiento. Seguidamente, se
muele para lograr un tamafio de particula uniforme (<1 mm).

5. Obtencion del quitosano. El quitosano se puede producir por desacetilacion quimica de
la quitina y sus derivados (Larez, 2006), o por desacetilacion enzimatica de derivados
hidrosolubles (Win y Stevens, 2001). El proceso quimico-industrial se puede llevar a cabo de dos

maneras:

a. La desacetilacion homogénea, que se inicia con un pretratamiento de hinchamiento
y la eventual disolucion completa de la quitina en frio (~0 °C) mediante la
utilizacion de una relacion de quitina a NaOH (p/p) de 1:10. Luego, se somete a
desacetilacion a temperaturas cercanas a la del ambiente durante periodos largos
de tiempo. Esto permite que la reaccion no se localice en determinados lugares de

la cadena y que el ataque a los grupos amida sea mas uniforme.

b. La desacetilacion heterogénea, que se lleva a cabo, en algunos casos, en soluciones
acuosas concentradas de bases como NaOH o KOH, bajo condiciones severas

(100-160 °C). La reaccion se produce, preferentemente, en las regiones amorfas

del polimero. Las condiciones en las que se desarrolla la desacetilacion
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heterogénea pueden reducir la longitud de la cadena, por este motivo, es
conveniente repetir varias veces el tratamiento alcalino durante cortos periodos de
tiempo y aislando el producto en cada etapa (Goycolea y col., 2004). En el

proceso, se incluyen lavados periddicos intermitentes con agua.

Otro método para obtener quitosano es la utilizacion de enzimas. Su principal ventaja, con
respecto al quimico, es la obtencion de un material uniforme en sus propiedades fisicas vy
quimicas, lo que le otorga, por consiguiente, una mayor utilidad para aplicaciones biomédicas. La
desacetilasa de quitina es una glicoproteina que cataliza la conversion de quitina a quitosano vy
acetato por la desacetilacion de los residuos N-acetil-D-glucosamina. Fue identificada vy
parcialmente purificada por primera vez a partir de extractos del hongo Mucor rouxii. Se ha
demostrado que la accion de esta enzima es muy baja (5-10 %) sobre la quitina solida, mientras
que es significativamente alta (cerca del 90 %) cuando su sustrato son derivados solubles de
quitina, que permiten que aumente la accesibilidad de la enzima a los grupos acetilo del polimero,
para asi retirarlos por medio de un mecanismo de ataque. La limitacion de este método es que la
enzima no es muy efectiva en la desacetilacion de la quitina insoluble y, por lo tanto, es necesario
un pretratamiento de los sustratos cristalinos de la quitina que favorezca la accesibilidad de los
grupos acetamida a la enzima multiple (Win y Stevens, 2001; Goycolea y col., 2004). En la
actualidad se exploran meétodos mas novedosos para desacetilar la quitina, los que hacen uso de la
radiacion con microondas o consisten en tratamientos termomecanicos, entre otros (Garcia y

Roca, 2008).

En general, el criterio utilizado para distinguir entre la quitina y el quitosano es,
evidentemente, la solubilidad de este ultimo en soluciones de acido diluido. Por tanto, el
quitosano no es una entidad quimica tnica y definida, sino que designa a una familia de
polisacaridos que varian entre si por su composicion y tamaiio molecular. Esta variabilidad se
asocia, primordialmente, a las condiciones del proceso de obtencion. Por todo lo expuesto, las
caracteristicas y aplicaciones del quitosano van a depender, sobre todo, del grado de
desacetilacion y el tamafio de ia cadena polimérica. En consecuencia, se requiere un controf
estricto de las condiciones de reaccion, lo cual es esencial para un proceso de magnitud industrial,

ya que es preciso obtener un polimero de cadena larga con el intervalo deseado (Goycolea y col.,



2004, Cardoso, 2007). En la Figura 4 se observa, simplificado, el proceso de obtencion de la

quitina y el quitosano a partir de la materia prima.
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Figura 4. Representacion esquematica del método empleado para la preparacion de quitina y quitosano a partir de la

materia prima (Aranaz y col., 2009).
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1.2.4.- Estructura cristalina de la quitina

Estudios de difraccion de rayos X revelaron que la quitina se encuentra en tres diferentes
formas naturales: alfa, beta y gamma-quitina, las cuales difieren en el arreglo y nimero de las
cadenas moleculares dentro de la estructura cristalina, por el grado de hidratacion y el tamafio de
sus cadenas poliméricas. Asi, en la a-quitina, las cadenas estdn arregladas en una forma
antiparalela, es decir, cada una de ellas esta dispuesta en sentido contrario, de modo que se
complementan unas con otras de la misma manera que la hélice del ADN; esta disposicion
antiparalela da lugar a fuertes enlaces de hidrogeno; por consiguiente, hace que sea mas estable.
Se obtiene, principalmente, de cangrejos y conchas de camardn. La B-quitina, cuyas cadenas son
paralelas (como las de la celulosa nativa), se encuentra en la pluma de los calamares. Por su
parte, en la v-quitina, que es la mas rara de las tres formas y se encuentra en los capullos de fos
escarabajos Ptinus tectus y Rhynchaenus fagi, las cadenas estan en una forma mixta. De todas
ellas, la a-quitina es la forma mas abundante en la naturaleza (crustaceos, hongos). La conversion
de la forma B a la forma a es posible mediante tratamientos quimicos, mientras que la forma vy-
quitina se puede convertir en o-quitina por tratamiento con tiocianato litio (LiSCN). Ambas
conversiones son irreversibles (Pastor € Higuera, 2004; Dahiya y col., 2006; Tokura y Tamura,
2007; Khoushab y Yamabhai, 2010). Una representacion esquematica de las tres estructuras se

muestra en la Figura 5.

No se conocen las razones debido a las cuales la quitina se puede cristalizar, bajo condiciones
naturales, en tres formas distintas, pero el fendmeno evidencia varias consecuencias. En primer
lugar, las tres tienen propiedades distintas que les permiten acometer funciones diferentes; asi, la
forma alfa es la mas rigida y cumple funciones esqueléticas, como la cuticula de artropodos, y
justifica su asociacion con las proteinas esclerotizadas y los carbonatos. En tanto, las otras dos,
capaces de hidratarse y, a la vez, ser flexibles, desarrollaron propiedades mecanicas semejantes a
las del cartilago. Asi pues, el origen de la quitina incide en su cristalinidad, pureza, arreglo de la

cadena polimérica, y define sus propiedades (Khoushab y Yamabhai, 2010).
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Figura 5. Disposicion molecular de las cadenas poliméricas dentro de las diferentes quitinas (Aranaz v col., 2009).

1.2.5.- Biosintesis y biodegradacion de la quitina

El mecanismo de biosintesis de la quitina ha sido estudiado en detalle en gran variedad de
organismos, entre ellos, los hongos, insectos y crustaceos. La enzima que realiza la sintesis se
denomina quitin sintetasa (EC 2.4.1.16). Desde un punto de vista bioquimico, la sintesis de la
quitina es un proceso relativamente simple: ocurre por la transferencia de un radical glicosilo de
un donador, que de forma universal es la Uridina Difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc),
a un aceptor, que es la cadena naciente del polisacarido. La reaccion requiere de un metal

divalente; el Mg es el mas eficiente en casi todos los sistemas (Herrera-Ruiz, 1993).

En Saccharomyces cerevisiae han sido identificadas tres enzimas de quitin sintetasa: CS I, CS
[Ty CS II1. Estas son diferentes unas de otras por su funcion y su actividad catalitica; de hecho, la
mayor parte de la quitina es sintetizada por CS IL En cuanto a los hongos, las CS se agrupan en
dos familias y cinco clases. El papel de estas CS consiste en usar fa UDP-GIcNAc como sustrato
para producir fibrillas de quitina en la pared celular. Esto quedé demostrado en un experimento
con Mucor rouxii. Los insectos poseen dos genes de CS; de igual manera, los nematodos tienen
dos genes de CS, que son expresados distintamente. Por lo tanto, parece existir una
especializacion entre las CS en los diversos organismos, en los que desempefian funciones

diferentes (Tokura y Tamura, 2007, Khoushab y Yamabhai, 2010).

En efecto, para la biosintesis de la quitina, los artropodos utilizan varias rutas: la primera es la
«ruta de novoy, que se inicia a partir de la hidrolisis de la trehalosa en la sangre de los insectos

para generar glucosa, que luego, a través de varias etapas intermedias, se convierte en N-
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acetilglucosamina-6-fosfato. La segunda es la «ruta de rescate», en la cual se obtiene N-
acetilglucosamina (GlcNAc) a través del reciclado de las cuticulas de quitina desprendidas por la
ecdisis o proceso de muda que ocurre en la ruta biosintética de novo. Si bien el mecanismo de
este proceso no se ha mostrado claramente, las cuticulas desprendidas son hidrolizadas mediante
varias enzimas. En primer lugar, la GIcNAc es hidrolizada en oligosacaridos de GIcNAc por
endoquitinasas (EC 3.2.1.14); luego, los oligosacaridos son hidrolizados en GlcNAc mediante
exo-N-acetilglucosamidasas-tipo (EC 3.2.1.30), que se suministran después a la ruta de la CS (la
ruta de rescate). Por lo tanto, una poca cantidad de aminoazicares seran liberados al ambiente,
siempre y cuando los artropodos mantengan el metabolismo activo (Tokura y Tamura, 2007). En
la Figura 6 se observa el esquema de las rutas de novo y rescate para la biosintesis de la quitina

en los artropodos.

Glucosa » Glucosa 6-fosfato N
Fructosa ® Fructosa 6- fosfato li
l Ruta de novo
Glucosamina ¥ Glucosamina 6-fosfato
N-Acetilglucosamina GleNAc 6- fosfato
' (GlcNAc¢)

GlcNAc |-fosfato

Ruta de rescate o l » _
Uridina difosfato N-acetilglucosamina

(UDP-GleNAc)

v

Quitina cuticuia

Figura 6. Esquema de las rutas de novo y rescate para la biosintesis de la quitina en los artropodos (Tokura y
Tamura. 2007).
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Las plantas no producen ningin material quitinoso ni poseen quitina en su estructura, lo que
ha llevado a la aceptacion de que, en ellas, las quitinasas estan implicadas en los mecanismos de
autodefensa contra el ataque de patogenos. Por ello, estas enzimas, clasificadas como proteinas
PR, pueden actuar directamente gracias a sus propiedades antifungicas, o indirectamente a traves
de la liberacion de quitooligosacaridos capaces de inducir una amplia gama de respuestas
defensivas en las plantas (Gomez y col, 2002; Akimoto-Tomiyama y col., 2003). Se han
obtenido numerosas pruebas sobre la capacidad de las quitinasas de plantas y frutos para degradar
la pared celular de hongos e inhibir el crecimiento fuingico, especialmente si son combinadas con
1,3-B-glucanasas de clase I (Yun y col., 1996, Fernandez-Caballero y col., 2009). Asimismo, se
ha detectado la expresion de un gran numero de genes de quitinasa, inducidos durante la
infeccion por fitopatogenos, y se ha observado como se acumulan alrededor de las paredes

celulares de las hifas en los puntos de infeccidn in vivo (Wubben y col., 1992).

Mauch y Staehelin, en 1989, propusieron un modelo acerca de la funcionalidad dual de las
quitinasas en la respuesta de defensa de las plantas frente a la colonizacion por fitopatogenos. Por
un lado, las quitinasas secretadas en el medio extracelular estan implicadas en las primeras etapas
de la infeccion, durante las cuales liberan oligosacaridos que transfieren informacion sobre la
penetracion de la hifa en el espacio intercelular. Posteriormente, estos elicitores (moléculas
«sefialy) se unen a receptores especificos que induciran respuestas de defensa activas, como la
sintesis de quitinasas apoplasticas y vacuolares, nuevas proteinas PR, como osmotina o
taumatina, fitoalexinas y otros compuestos (Lorito y col., 1996, Akimoto-Tomiyama y co/., 2003,
Goni, 2010). A lo largo de la siguiente etapa de la infeccion, cuando las enzimas fungicas
digieren la pared celular de la planta y destruyen la célula, las quitinasas y 1,3-B-glucanasas
vacuolares entran en accion sobre las hifas invasoras al inhibir de forma directa el crecimiento del
hongo. Este papel de las quitinasas vacuolares, especialmente las de la clase I, ha sido
confirmado gracias a los resultados de una coevolucion existente entre el sitio activo de estas

enzimas y la capacidad inhibitoria de proteinas fingicas (Bishop y col., 2000).
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1.2.6.- Enzimas quitinoliticas

El estudio de las quitinasas se ha incrementado entre la comunidad cientifica durante los
ultimos afios. El interés radica en su gran variedad, su presencia entre una amplia gama de grupos
bacterianos y su gran potencial biotecnologico, aplicable a diferentes campos de la investigacion,

medicina e industria.

Fueron observadas por primera vez por Bernard en 1911, cuando aislo una fraccion
quitinolitica termoestable y antifingica difusible a partir de bulbos de orquideas. Esto fue
posteriormente confirmado por Karrer y Hoffman, quienes demostraron la presencia de enzimas
quitinoliticas en caracoles (Flach y col., 1992: Felse y Panda, 2000). En un principio, todas las
enzimas capaces de catalizar la degradacion de la quitina o los quitooligosacaridos mediante la
hidrolisis del enlace 1,4-p-glucosidico entre unidades de N-acetilglucosamina son definidas como
enzimas quitinoliticas. En este contexto, las quitinasas (EC 3.2.1.14) son glicosil hidrolasas. En
general, el término quitinasa se refiere a un complejo multienzimatico cuyas acciones pueden ser
armonicas, sinérgicas y consecutivas, ya que actuan sobre el sustrato especifico de distintas
maneras para liberar N-acetilglucosamina. Las quitinasas son biosintetizadas por una gran
variedad de organismos: bacterias, hongos, insectos, plantas, animales ¢ incluso humanos (Flach
y col., 1992; Gohel y col., 2006; Khoushab y Yamabhai, 2010). Dependiendo del organismo de
origen, las quitinasas presentan diferentes funciones. Sin embargo, algunos otros que no las
sintetizan también pueden producir quitinasas, como ocurre con gran variedad de bacterias y
plantas superiores. En tal contexto, las funciones fisiologicas de estas enzimas dependen de su
tuente (Tabla 1).
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Tabla 1. El papel de las quitinasas en diferentes Phyla (Gohel v col., 2006).

Organismo

Papel de las quitinasas

Referencias

Bacterias

Las quitinasas producidas hidrolizan y mineralizan la quitina presente en la naturaleza, la cual les sirve
como fuente de carbono y nitrégeno: ademas, acttian contra el parasitismo. En efecto, algunas quitinasas
de bacterias quitinoliticas son agentes potenciales para el control biologico de enfermedades de plantas
causadas por diversos hongos fitopatdgenos, pues hidrolizan la quitina presente en la pared celular del
hongo. Adicionalmente, las bacterias fitopatégenas también pueden ser controladas por estas enzimas
debido a que algunas de cllas presentan actividad lisozimal, lo cual permite la degradacion de la pared
celular bacteriana. Ademads, la actividad de la quitinasa desempefia un papel importante en la ecologia

de muchas bacterias marinas.

Flach v col. (1992). Connell v col.
(1998). De la Cruz y col. (1992),
Bhattacharva v col. (2007).

Hongos

Cumplen un papel fisioldgico en la division celular, la diferenciacion v la nutricion relacionadas con la
actividad micoparasitica (por ejemplo, en Trichoderma sp.). También presentan cierta actividad en el

desarrollo de los procesos de morfogénesis para el crecimiento normal de las hifas v la ramificacion.

Kuranda v Robbins (1991). Gooday v
col. (1992), Mellor y col. (1994),
Alam y col. (1993), Castafieda v col.

(2011).

Plantas

La produccion de quitinasas desempefia un papel muy importante en los mecanismos de defensa contra
el ataque de muchos patdgenos (flingicos v bacteriales), cuvas paredes celulares son susceptibles de
degradacion al tener como constituyente estructural a la quitina. Las isoformas especificas pueden

actuar en el desarrollo embrionario, la polinizacidn y reproduccion sexual.

Schlumbaum v col. (1986), De Jong v
col. (1992), Leung (1992). Kim ¥ An
(2002), Castaiieda v cof. (2011).

Insectos y

El papel principal de estas enzimas es, primero, modificar las estructuras quitinosas mediante

fendomenos de sintesis-degradacion, lo que permite la renovacion de la cuticula (en diferentes estadios

Kramer v Fukamizo (1983),

crusticeos Merzendorfer v Zimoch (2003).
larvarios); y. segundo, actuar en defensa contra los parisitos. i
.| Lacantidad de quitinasa producida por los parasitos de la malaria es suficiente para penetrar en la matriz | Huber v col. (1991). Langer y col.
Protozoarios peritréfica (que contiene quitina) del intestino medio del mosquito. (2002).
La actividad de la quitotriosidasa avuda en la defensa contra las infecciones de tipo nematodal. Por otra | Escott v col. (1996), Choi v col.
Humanos parte, su accion enzimatica es marcadamente elevada en el suero de los pacientes que sufren desérdenes | (2001),  Aguilera v col.  (2003),

lisosomales de almacenamiento de lipidos. sarcoidosis y talasemia.

Gianfrancesco v Musumneci (2004).
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Tabla 1. Continuacion de la pdgina anterior

Organismo

Papel de las quitinasas

Referencias

Animales

(vertebrados)

Las quitinasas en los vertebrados son secretadas por el pancreas y en la mucosa gastrica de peces,
anfibios, reptiles y en algunos pdjaros. Muchos vertebrados presentan en la sangre actividad
quitinolitica; asi. se encuentran quitinasas en sus células rojas y blancas. La actividad quitinolitica en los
leucocitos tiene un papel de defensa en la digestion de patdgenos de la quitina. En este sentido. en el
suero de algunos rumiantes v algunos mamiferos esta presente para defensa contra algunos hongos

patdgenos.

Lundblad v cofl. (1974),

(1996).

Gooday

Levaduras

La subunidad-o de la toxina secretada por Kluyveromyces lactis tiene actividad quitinasa, que es
requerida posiblemente en la subunidad-y para poder entrar en la célula sensible. Ademds, las quitinasas
tienen un papel esencial en la separacion de las células durante la gemacion de la levadura

Saccharomyces cerevisiae, cuya quitinasa se utiliza también como antifingico.

Butler y col. (1991).
Robbins  (1991),

(2003). Adams (2004).

Kuranda vy

Carstens v col.

"Las quitinasas se pueden producir de manera inducida o constitutiva. Sin embargo. casi siempre son de naturaleza inducible vy extracelular
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En términos generales, las enzimas quitinoliticas pueden ser clasificadas en dos tipos: exo y

endoenzimas, lo cual depende principalmente de la naturaleza del sustrato (Shaikh y Deshpande,

1993):

1. Las endoquitinasas (poli-B-1—4-(2-acetamida-2-deoxi)-D-glucésido glicanohidrolasa; EC

3.2.1.14): hidrolizan la quitina de manera aleatoria en los enlaces glicosidicos internos p-(1-4) y

liberan oligosacaridos solubles de baja masa molecular (entre 2 y 6 unidades de GlcNAc), como

quitotriosa, quitotetraosa o el dimero diacetilquitobiosa.

2. Las exoquitinasas (EC 3.2.1.52): actiian de manera progresiva por el extremo no reductor de

la quitina y liberan unidades de quitobiosa y N-acetilglucosamina.

Las exoquitinasas pueden dividirse en dos subcategorias:

2.1,

2.2,

Quitobiosidasas (EC 3.2.1.30) o Exo-N-diacetil-quitobiohidrolasas (EC 3.2.1.29):
catalizan de un modo sucesivo la liberacion exclusiva de diacetilquitobiosas desde el
extremo no reductor de la molécula de quitina, o la de aquellos quitooligosacaridos
mayores de 3 unidades de GlcNAc. Una via alternativa envuelve la desacetilacion de la
quitina a quitosano, el cual es finalmente convertido en residuos de glucosamina por la

accion de la quitosanasa (EC 3.2.1.32) (Dahiya y col., 2006).

B-(1,4)-N-acetilglucosaminidasas (EC 3.2.1.96) o N-B-acetilhexosaminidasas (EC
3.2.1.52): hidrolizan la quitina y los productos oligoméricos de endoquitinasas vy
quitobiosidasas desde su extremo no reductor, de manera que generan Unicamente
mondmeros de GlcNAc. La enzima N-B-acetilhexosaminidasa utiliza, con preferencia, a la
quitobiosa como sustrato y puede actuar sobre quitotriosa o quitotetraosa. Por otro lado,
hay que tener en cuenta que, aunque presentan la capacidad de hidrolizar cadenas de
oligosacaridos de diferente tamafio, su velocidad de reaccion es mayor frente a mono y
disacaridos, y disminuye considerablemente la constante de especificidad al incrementarse

la longitud de la cadena.
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Es preciso sefialar que, en la naturaleza, la accion sinérgica y consecutiva de estas tres clases
de enzimas con actividad quitinolitica permite la total degradacion de la quitina en monomeros de
GleNAc libres (Patil y col., 2000). Incluso, algunas quitinasas muestran actividad lisozimal (CE
3.2.1.17) correspondiente a la separacion de un enlace glicosidico entre el CI del acido N-
acetilmuramico y el C4 de N-acetilhexosamina en el peptidoglicano bacteriano (Matsumoto,
2006). En la Figura 7 se puede observar la accion especifica de las quitinasas para degradar la

quitina en sitios particulares.

N-diacetil-quitobiohidrolasa

Endoquitinasa (EC. 3.2.1.29)

(EC.3.2.1.14)

-(1,4) N-acetilglucosaminidasa
(1C:3.2.1.96*

mw@x@_/ - Quitobiosidasa
O (EC. 312.1:30)
HCL‘Q‘-/.“ 1 110~ 1 o
O, Dron O
e LA Eay
Mezela de oligosacaridos x‘ﬁ*f no-(_ y-on
" . $ Ao~
(2 a6) N-diacetil-quitobiohidrolasa A,
- Ce 71 A 3
B-(1.4) N-acetilglucosaminidasa (EC. 3.2.1.29)
(EC:3.2.1.96) oy Monomero de N-acetilglicosamina
wl (GlcNAC)

Qu ilbioszi {Disacarido)

D~ Qutina Cristalina

) @
HO~( I YO’O
B
HO . OH N.acetilglucosamina

&

/ Quitobiosidasa

HD—Q—OH i
o o Wl ~ ~
e g (EC.3.2.1.30) “C’Q‘ Extremo no reducior
£
Monomero de N-acetilglucosamina a e
ot Punto de hidrolisis
(GleNA¢)

Figura 7. Modelo general de la degradacion enzimatica de la quitina hasta N-acetil-D-glucosamina. Se produce la
accion hidrolitica de ias endoquitinasas ¥ exoquitinasas. Las endoquitinasas acfian en ios enlaces ghcosidicos f-
(1—4) internos de la quitina y liberan quitooligosacaridos de diferente grado de polumerizacion (GP). Las
exoquitinasas, que actGan por el extremo no reductor de la quitina, liberan unidades de quitobiosa (GP=2)
(quitobiosidasas) o N-acetilglucosamina (GicNAc, GP=1) [B-(1, 4)-N-acctilglucosaminidasas]. Las quiltobiasas, al

actuar de manera especifica sobre dimeros de GicNAc, liberan el monomero (Modificado por Nava-Arenas, 2009).
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De acuerdo con el sistema de las glicosil hidrolasas, que se basa en la similitud de la secuencia
de aminoacidos y los dominios cataliticos, las enzimas quitinoliticas se agrupan en las familias
18, 19 y 20 (Henrissat y Bairoch, 1993). De esta manera, la familia 18 (GH18) corresponde a un
conjunto de quitinasas ancestrales y es diversa en términos evolutivos: contiene quitinasas de
bacterias, hongos, virus, animales y se ha identificado un nimero relativamente pequefio de
quitinasas GH18 procedentes de algunas plantas (clases 1Il y V) (Dahiya y col., 2006). En este
sentido, la familia GH18 se divide en dos clases generales: una esta asociada a plantas, y se
caracteriza por una actividad endoquitinasa cuyos productos son de longitud variable y la otra se
relaciona con bacterias y muestra una actividad quitobiosidasa (Andersen y co/., 2005, Van

Aalten y col., 2001).

La familia 19 (GH19) esta compuesta, en su mayoria, de quitinasas de origen vegetal (clases I,
1y IV) y algunas quitinasas de Strepfomyces griseus HUT 6037 —quitinasas C (ChiC)—; éstas
fueron las primeras quitinasas bacterianas de la familia 19 descubiertas, capaces de generar la
inhibicion de la extension hifal de Trichoderma reesei in vitro (Itoh y col., 2003). Hasta hace diez
afios solo se habia observado la presencia de esta familia en plantas superiores. Sin embargo, los
progresos recientes en los proyectos de secuenciacion del genoma han revelado su existencia en

ciertas bacterias y nematodos (Ueda y col., 2003).

Debido a que no muestran afinidad en la secuencia de aminoacidos, incluso son
completamente diferentes en la estructura tridimensional de su modulo catalitico y su mecanismo
de catalisis sobre el enlace glucosidico, las quitinasas de las familias 18 y 19 parecen haber
evolucionado desde diferentes antepasados (Dahiya y col., 2000). Esto explica el hecho de que las
quitinasas de plantas pertenecientes a la familia 18 presentan un plegamiento (a/B)s o barril TIM
en su dominio catalitico y utilizan un mecanismo de doble desplazamiento asociado al sustrato.
El dominio catalitico de las quitinasas GH19, por su parte, presenta un aspecto compacto, un
elevado contenido en hélice a y tres enlaces disulfuro conservados; de este modo, el teorico
bolsillo de union al sustrato estaria compuesto por dos hélices o y una lamina (8 de tres hebras.
Asimismo, se han encontrado ciertas similitudes estructurales con lisozimas y quitosanasas,
aunque no compartan homologia en la secuencia. En tal sentido, estas semejanzas en el

plegamiento llevaron a Monzingo y col. (1996) a concluir que las quitinasas GH19 de plantas y

]
XS]



determinadas lisozimas de animales habian surgido de un antepasado comun por evolucion
divergente. La hidrolisis de las quitinasas GH19 implica un mecanismo general acido-base y un
unico desplazamiento, el cual provoca la inversion del carbon anomérico (Fukamizo, 2000; Hahn
y col., 2000; Kezuka y col., 2004; Ubhayasekera y col, 2009). Las quitinasas de la GHIS
hidrolizan enlaces GIcNAc-GIcNAc y GlcNAc-GLeN (glucosamina), mientras que las de la
familia 19 hidrolizan GlcNAc-GlcNAc y GleN-GlcNAc (Matsumoto, 2006).

Acerca de la familia 20, ésta incluye las [-N-acetilhexosaminidasas de bacterias,

Streptomycetos y humanos (Dahiya y col., 2006).

Las quitinasas también se ordenan en clases de acuerdo con su secuencia N-terminal, la
localizacion de la enzima, el pH, el punto isoeléctrico (pl) y el péptido sefial. Asi, las quitinasas
de la Clase 1 se encuentran en las plantas, mientras que las enzimas de la Clase 1l estan
contenidas en las plantas, los hongos y las bacterias. Las quitinasas de la Clase I11 no mostraron
ninguna secuencia similar a las de las enzimas de la Clase I o II. Asimismo, las quitinasas de la
Clase 1V tienen caracteristicas similares a las quitinasas de la Clase I, por ejemplo, sus
propiedades nniunologicas, aunque son significativamente menores que las de la Clase 1. La
Clase V, a su vez, se ha detectado en estudios sobre interacciones simbioticas planta-

microorganismo (Matsumoto, 2006).

No obstante, las quitinasas bacteriales estan claramente separadas en tres subfamilias mayores:
ChiA, ChiB y ChiC, basadas en la secuencia de aminoacidos de dominios cataliticos individuales.
Asi, las quitinasas de la subfamilia A presentan un tercer dominio correspondiente a la insercion
de una region plegada a+f entre el séptimo y el octavo carril (o+f)s. En cambio, ninguna de las
quitinasas de las subfamilias B y C tiene esa insercion. La ChiB consta de un dominio catalitico
que tiene un pliegue similar al de la ChiA y un dominio de union de quitina putativa pequefio
(ChiBD) en su extremo C-terminal. A pesar de tener los dominios cataliticos con pliegues
similares, se considera que las dos quitinasas digieren las cadenas de quitina en la direccion
opuesta; es decir, se propone que ChiA degrada la cadena de quitina desde el extremo reductor y
ChiB desde el extremo no reductor. Se ha sefialado que algunas bacterias quitinoliticas, como

Serratia marcescens, Bacillus circulans WL-12 'y Streptomyces coelicolor A3, poseen quitinasas
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pertenecientes a diferentes subfamilias (Suzuki y col, 2002; Dahiya y col., 2006). Las

caracteristicas de algunas quitinasas son resumidas en la Tabla 2.

Tabla 2. Las propiedades fisiologicas de quitinasas purificadas a partir de fuentes microbianas.

H Temperatura
Microorganismo I‘ optima Aplicacién Inhibidores Referencias
optimo o
(8]
La liberaciéon de
Enterobacter sp. 55 15 prolopla.s,los de hongos, (NBS) Dahi_\_/a veol,
NRG4 produccién de GlcNAc y (2005b)
potencial antifungico.
Enterobacter sp. Park y col.
7.0 40 .S. EDTA, PCMB s
G-l : s ¢ (1997)
Enterobacter - 3 24 2 Tang v col.
6.0 55 .S. Hg" Co™, Mg~ N
aerogenes > s g, Co™. Mg (2001)
Alcaligenes - _ i . . o n Vaidya v col.
< 5.0 50 Potc I antifingico. N S
wviosoxidans . otencial antifiingico Cu a (2003)
Iibrio
Preparacidn de quitopen- Murao v col.
alginolviicus TK- 4.0-9.0 45 paracion de quitope ns. o yeo
5 : tosa y quitotriosa. (1992)
N Bhushan y
. ! . Alosz a, EDTA, :
Bacillus sp. BG-11 7,5-9.0 45-55 Potencial antifiingico. A'os"umdm), EP‘FA Hoondal
Acido vodoacético -
(1998)
Bacillus sp. Wen y col.
7.0 60 1.S. 8. :
NCTU2 ’ : s (2002)
. Yuli v col.
Bacillus sp. 1326 7.0-8.0 60 ns. ( 2‘(') (;i)‘“
Serratia
) . Roberts y
marcescens 4.0-7.0 30 n.s. n.s. Cf)bi b ( 1}982)
QMB 1466 d
Serratia
. . o . 2 2y F pe QWS iy
plymuthica 5.4 55 Potencial antifiingico. Co™", Cu™ Cr/mé(z)w(\)sll;l Y
eI
HRO-C48 ‘ :

n.s.: No especificado.

NBS: N-Bromosuccinimida.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacdtico.

PCMB: Acido p-Cloromercuribenzoico.

25



1.2.7.- Mecanismo catalitico propuesto de las quitinasas

Hay dos vias generales para la hidrolisis glicosil acido-catalizada, que se resumen en lo

siguiente:

1. Retencion de la estereoquimica del oxigeno anomérico en C-1, relativo a la configuracion

inicial.
2. Inversion de la estereoquimica.

Un ejemplo del mecanismo de retencion es la lisozima de la clara del huevo de gallina. El
mecanismo es conocido por proceder como sigue: el B-(1,4) oxigeno glicosidico es primero
protonado conduciendo a una intermediacion de un ion oxocarbenio, de modo que un segundo
carboxilato lo estabiliza —ambos procesos se efectian mediante interacciones covalentes o
electrostaticas—. El ataque nucleofilico del agua rinde los productos de la hidrolisis, provocando
la retencion de la configuracion anomérica del nuevo extremo reductor formado. Esto es
comunmente referido como el mecanismo de hidrolisis de doble desplazamiento asociado al
sustrato, el cual requiere la presencia de un residuo acido en el centro activo —generalmente,
acido glutamico (Glu)— y provoca la retencion de la configuracion anomérica del nuevo extremo
reductor formado (Dahiya y col., 2000). Este mecanismo se propone para las quitinasas de la

familia 18, (Figura 8a).

Aunque la estructura mostrada por los rayos X de la familia 19, revela un pliegue similar a la
lisozima, lo que sugiere un mecanismo de doble desplazamiento, los productos de la hidrolisis de
dos quitinasas de la familia 19 muestran inversion de la contiguracion anomérica. Esto conduce
al segundo mecanismo de hidrolisis comanmente discutido: una reaccion de desplazamiento
simple concertado, en que una molécula de agua unida actua como nucleofilo. Por consiguiente,
en los miembros de la familia GH19 se ha postulado la necesaria presencia de dos residuos acidos
enfrentados para el desarrollo de la catalisis; uno de ellos actuaria como un acido general que
dona un proton al enlace glucosidico; y el otro, como una base general que promueve un ataque
nucleofilico por parte de una molécula de agua y estabiliza el intermedio de reaccion cargado.
Asi, por medio de sus espectros, la estructura cristalina sugiere que el segundo carboxilato
catalitico puede ser exitosamente cerrado para permitir la coordinacion de una molécula de agua,

lo cual es consistente con un mecanismo de desplazamiento simple. En contraste con la familia
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GH18, no se han resuelto hasta fechas recientes estructuras de quitinasas GH19 unidas a
sustratos. Debido a ello, la localizacion de su sitio activo ha sido adjudicada sistematicamente a
dos residuos Glu altamente conservados e idoneos tedricamente para la union e hidrolisis de la
cadena de quitina (Fukamizo, 2000; Hahn y col., 2000; Kezuka y col., 2004; Ubhayasekera y col.,

2009). Este mecanismo se propone para las quitinasas de la famiha 19 (Figura 8b).

Se ha reportado que quitinasas de la familia 18 rinden productos hidroliticos que conforman la
configuracion anomeérica en C-1. Sin embargo, la estructura cristalina, mostrada por los rayos X,
de dos quitinasas de la familia 18 revela la ausencia de un segundo residuo acidico en el sitio
activo, en el cual seria capaz de estabilizar al ion oxocarbenio. De este modo, ni el mecanismo de
simple desplazamiento ni el de doble desplazamiento son consistentes con la estructura y los
productos de la hidrolisis observados. Los Resultados expertmentales y tedricos apuntan a un ion
oxazolina intermedio formado a traves de una asistencia quimeérica del vecino grupo N-acetil. Los
ultimos analisis cristalograficos de una quitinasa GH19 de papaya unida a dos moléculas de N-
acetil-D-glucosamina confirman la funcion de estos dos residuos acidos en el mecanismo de

reaccion propuesto (Dahiya y col., 2006, Huet y col., 2008).

f o Glodag Cupoarbenium fon

H

7 = Glehas

Figura 8. Mecanisimo catalitico de las quitinasas de las familias 18 y 19. {a) Mccanismo de doble desplazamiento
con retencion de la configuracion del carbono anomérico, planteado para las quitinasas de la Tamilia 18, La
protonacion de un residuo de GIcNAc en una conformacion de bote lleva a una oxazolina intermedia, la cual puede
ser hidrolizada para formar un producto con retencién de la configuracién anomérica. (by El mecanismo de hidrolisis
de desplazamiento simple con inversidn de 1a configuracion del carbono anomérico, propuesto para las quitinasas de
la familia 19. Dos residuos acidicos son requeridos en el sitio activo, y el producto de la hidrélisis muestra una

inversion de la configuracion anomérica (Dahiya y col., 2006).
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1.2.8.- Microorganismos quitinoliticos

La gran variedad de formas de quitina presentes en la naturaleza requiere de microorganismos

que tengan un gran niamero de diferentes quitinasas y otras enzimas degradadoras de quitina, las

cuales actiian como un complejo muitienzimatico. Las bacterias son los organismos quitinoliticos

mas prometedores: sometidas a diversos estudios, han demostrado ser las mayores productoras de

enzimas degradadoras de quitina (Castaneda y col., 2011). Ademas, se encuentran ampliamente

diseminadas entre varios grupos taxonomicos de microorganismos, los cuales se muestran en la

Tabla 3.

Tabla 3. Fuentes dc las quitinasas y algunas propiedades bdsicas.

Peso

. Punto
Tipo de Molecular Oreani pH s :
L rganismo N Isocléctrico Referencias
quitinasas (kDa) Optimo .
(D)
Aeromonas . Mvxobacter , Serratia ,
Fibrio Streptomvees *. Bacill usi,
Serratia Marcescens, Serratia
liguefaciens,  Aeromonas  sp.  No.
108524, Alcaligenes  xylosoxidans,
arqueobacterias, Bacillus  circulans
WL-12, B sp.  BG-1I, B Clarkey Tracey
thuringiensis, B. licheniformis X-74, (1956), Cottrell y col.
B.  siearothermophilus  CH-4, B (1999), Wang ¥
‘ - subtilis KU007, Clostridium septicum, - ~ Hwang (2001),
Bacterianas ~20-90 7.0-9.0 ~4.5-8,5

Enterobacter sp., Nocardia orientalis,
Pantoea dispersa, Pseudomonas sp.
TKUOLS, P aeruginosa  K-187,
Photobacterium Sp. NRG-4,
Streptomyces sp. Y. 133, S. griseus
HUT 6037, S. thermoviolaceus OPC-
520, S. cinereoruber, S.
olivaceoviridis, S. lividans,
Thermococcus  chitinophagus, Vibrio
alginolvticus 283, V. carchariae, V.
harvevi, V. furnissii.

Vaidya v col. (2003),
Guo y col. (2004),
Hoster v col. (2003),
Dahiya v col. (2006),
Wang y col. (2008).
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Tabla 3. Continuacion de la pagina anterior

Peso

Tivo d Molecu H Punte
ipo de ceul: \ H o . .
p tolecutar Organismo P R Isocléctrico Referencias
quitinasas (kDa) Optimeo
(p1)
Vitis vinifera, Onvza sativa, )
{rabidopsi 4 "" i - Nicoii Ano y col. (2003),
- Arabidopsis haliona,  Nicotiana .
Vegetales  ~25-40 pss o NE NI Xuy col (2007),
i tabacum, Brassica napus, Ipomoea i o~
Patel v col. (2010).
carned.
Manduca  sexta . Bombvx  mori
De insectos ~40-85  Hyphantria cunea, Spodoplera litura, NE NE l')é(l)lln()l‘l ycol.
) o (2003).
Choristoneura fumiferana.
Agaricus,  Aspergillus  niger, A Uchida y Ohtkara
Jumigatus,  Beauveria  bassiana, (1988), Deshpande
Conidiobolus, Fusarium, Metarhizium (19806), Gooday
anisopliae, Mortierella spp., Mucor (1990), De ta Cruz vy
Fungicas ~83-97 rouxii . Lecanicillium, Lyvcoperdon, 4,0-7.0 NI col. (1992), Cruz y
Myrothecium, Neurospora, Rojas (1996), Fenice
Penicillivm, Talaromyces emersonii, yeol. (1996), St-

Trichoderma harzianum, T, viride,

Verticillium lecanii.

Leger v col. (1998),
Matsumoto (2006).

NE: No evaluado.
“Estas enzimas pertenecen a los géneros bacterianos mas conocidos.
“"Las estructuras genémicas de los genes quitinasa han sido determinadas en estas especies.

""Se han hecho estudios muy amplios sobre las quitosanasas de esta especie.

1.2.8.1.- Serratia marcescens

Es un bacilo motil Gram-negativo no esporulado, anaerobio facultativo, oxidasa negativo,
perteneciente a la familia de las Enterobacteriaceae. Esta bacteria saprofita habita nichos
ecologicos tan variados como aguas, suelos, aire, plantas y animales, y se ha encontrado en los
alimentos, en particular los ricos en almidon, que le proporcionan un entorno de crecimiento
excelente. El potencial de S. marcescens para utilizar una amplia gama de nutrientes se expresa
con claridad en su capacidad para sobrevivir y crecer en condiciones extremas, incluso en
presencia de desinfectantes, antisépticos, agua bidestilada y desionizada (Hejazi y Falkiner,
1997). Es un germen patogeno oportunista, responsable de numerosas dolencias nosocomiales en
pacientes inmunocomprometidos: puede infectar los tractos respiratorio y urinario, provocar
septicemia, meningitis, endocarditis e infeccion de heridas. Segin esté creciendo en un medio

liquido o solido, presenta flagelos o no (algunas cepas tienen la capacidad de producir el
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pigmento prodigiosina, de un color rojo caracteristico). Ademas, es Unica entre las bacterias
entéricas, ya que secreta enzimas extracelulares, como quitinasas, varias proteasas, una lecitinasa,
una hemolisina, una nucleasa y una lipasa; tambi¢n produce un agente biosurfactante llamado
serraweltin, que ayuda en la colonizacion de las superficies. Posee un sistema quitinolitico
completo, que transforma extracelularmente la quitina en N-acetil-D-glucosamina, la cual
atraviesa la barrera membranal y se incorpora a diversas vias metabolicas, tanto de sintesis como

de degradacion (Nava-Arenas, 2009; Espinosa y col., 2009).

Esta bacteria produce quitinasas de dos tipos: ChiA y ChiB, las cuales pertenecen a la familia
18. La ChiA tiene una longitud de 538 aminoacidos, en tanto que la ChiB posee una de 488.
Asimismo, S. marcescens produce una quitobiasa de 95 kDa. Otra especie perteneciente a este

género, S. liquefaciens, también produce dos quitinasas y una quitobiasa (Sastoque, 2005).

1.2.9.- Produccion de quitinasas

La produccion de quitinasas a partir de microorganismos ha cobrado gran importancia en los
ultimos afios debido a su potencial aprovechamiento en el primer paso de bioconversion de los
desechos de crustaceos. Generalmente, la quitinasa que procede de microorganismos es inducible
en la naturaleza. Se ha reportado que la produccion de quitinasa extracelular es influida por los
componentes del medio (fuentes de carbono, fuentes de nitrogeno, etc.) o los residuos de la
agricultura (afrecho de arroz y trigo, etc.). La quitinasa microbial ha sido obtenida mediante
termentacion aislada liquida, fermentacion continua, fermentacion alimentado-aislada,
fermentacion en estado solido y sistemas celulares bifasicos. Por otro lado, para la produccion de
estas enzimas es necesario tomar en cuenta varios factores, que dependeran del microorganismo
utilizado y el tipo de fermentacion: el pH, la temperatura y el tipo de sustrato (quitina y sus
derivados) (Wang y Chang, 1997; Dahiya y col., 2006).

1.2.10.- Aplicaciones biotecnologicas de las quitinasas

Las quitinasas han mostrado un inmenso potencial biotecnologico gracias a la actividad que
gjercen sobre la quitina para generar productos de amplia utilizacidon en diversos campos. Las

mayores aplicaciones de estas enzimas son:

30



1.- Localizacion citoquimica de quitina/quitosano con el uso de complejos de oro-quitinasa/
quitosanasa. Complejos de aglutinina-oro de germen de trigo han sido utilizados como pruebas
para la deteccion de residuos de GIcNAc en la pared secundaria de las células de plantas y en
hongos patogénicos. Los compuestos de quitinasa etiquetada con oro han sido también usados
para la localizacion inmunocitoquimica y citoquimica de quitina y residuos de N-acetil-D-

glucosamina en un micoparasito biotrofico, Piptocephalis virginiana (Dahiya y col., 2006).

2.- Produccion de proteina unicelular ¢ mononuclear. Aqui se considera la bioconversion
enzimatica de los desperdicios derivados del procesamiento de crustaceos que recurre al sistema
quitinasa de S. marcescens para hidrolizar la quitina y producir amino azucares, principalmente
N-acetil-D-glucosamina, con los que posteriormente se preparan medios de cultivo que se utilizan
en la produccion de biomasa de levaduras (por ejemplo, Pichia kudriavzevii, que contiene 45 %
de proteina y 8-11 % de acidos nucleicos). Dicha biomasa puede ser empleada como suplemento
alimenticio para animales de granja y en acuicultura (este aspecto se ha estudiado sélo con las
quitinasas). Por otra parte, los hongos comunmente usados como fuente de proteina celular son:
Hansenula = polymorpha, Candida —tropicalis, Saccharomyces cerevisiae 'y Myrothecium
verrucaria. El criterio usado para evaluar la produccion de proteina celular es el rendimiento en
cuanto al crecimiento, la proteina total y el contenido de acidos nucleicos (Revah-Moiseev y

Carroad, 1981; Dahiya y col., 2006).

3.- Aislamiento de protoplastos. Las quitinasas y quitosanasas han sido usadas como una
efectiva herramienta experimental para la produccion de protoplastos fungicos. En este caso, las
enzimas referidas digieren la pared celular y propician la formacion de protoplastos, los cuales
pueden ser utilizados como modelos de trabajo para estudiar la sintesis de la pared celular, los
mecanismos de secrecion de macromoléculas, la transferencia de material genético mediante
fusion de protoplastos, y también en el mejoramiento de lineas para aplicaciones biotecnologicas
(Wiwat y col., 1996). En el caso particular de las quitosanasas, €stas han sido de gran utilidad en
estudios de hibridacion somatica mediante fusion de protoplastos en el grupo de los mucorales,
ya que el quitosano es uno de los compuestos principales en las paredes de sus hifas y esporas.

Dahiya y col. (20052) reportaron la efectividad de la quitinasa de Lnterobacter sp. NRG4 en la
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generacion de protoplastos a partir de Trichoderma reesei, Pleurotus florida, Agaricus bisporus 'y

A. niger.

4.- Quitinasa como biocontrol. Las quitinasas pueden emplearse en la formulacion de
bioinsecticidas y biofungicidas (Podile y Prakash, 1996), pues la quitina, al estar presente en el
exoesqueleto y en el revestimiento del tubo digestivo de los insectos-plaga, se convierte en la
moiécula blanco que atacan los agentes biologicos que contienen o producen quitinasas. En este
contexto, se han hecho formulaciones de bioinsecticidas con cristales proteicos entomopatogenos
de Bacillus thuringiensis y quitinasas exogenas para propiciar un efecto sinérgico que, por lo
mismo, aumente la actividad bioinsecticida, ya que tal bacteria Gram-positiva sintetiza gran
cantidad de proteinas llamadas Cry, las cuales forman cuerpos de oclusion o cristales que
constituyen el principio activo de los bioinsecticidas comerciales (Cruz y Rojas, 1996; Castafieda
y col., 2011). También se han producido plantas transgénicas que, ademas de sus propias
quitinasas, secretan toxinas entomopatogenas que han sido empleadas para formular antifingicos,

cuando el hongo agresor posee quitosano en su pared (Shaikh y Deshpande 1993).

S5.- Estimacion de la biomasa fangica. Una variedad de meétodos han sido descritos para
cuantificar los hongos en el suelo. Las técnicas incluyen la observacion directa en el microscopio
y la extraccion de moléculas indicadoras especificas de los hongos, tales como el ergosterol y la
glucosamina. Una fuerte correlacion ha sido reportada entre la actividad de la quitinasa y la
poblacion de hongos en el suelo. Tal correlacion no ha sido encontrada en bacterias ni
actinomicetos. Por lo tanto, la actividad de la quitinasa parece ser un indicador adecuado de

crecimiento activo de hongos en el suelo (Dahiya y col., 2000).

6.- Control de mosquitos. Las quitinasas pueden ser exploradas como potenciales agentes de
control de mosquitos. En este caso, hongos entomopatogénicos, como Beauveria bassiana,
pueden infectar los huevos de Aedes aegypti, un vector de la fiebre amarilla y el dengue, y otras
especies relacionadas, como Galleria mellonella vy Trichoplusia ni, aunque en este caso se
involucran también otras enzimas, como elastasas, quimiotripsinas y esterasas (Cruz y Rojas,
1996). De igual manera, los huevos de escarabajo que yacen en el suelo son vulnerables ante 5.

bassiana. Se ha sugerido utilizar quitinasas de otros microorganismos, como Myrothecium
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verrucaria, un hongo saprofito, el cual produce un complejo enzimatico que degrada la cuticula

del mosquito A. aegypti (Dahiya y col., 2006).

7.- Morfogénesis. Las quitinasas desempefian un papel importante en la morfogénesis de
levaduras (células elongadas y gordas) y la separacion celular durante el crecimiento de .

cerevisiae e insectos (Dahiya y col., 20006).

8.- Aplicaciones médicas. Las quitinasas pueden ser empleadas en el cuidado de la salud
humana; por ejemplo, ser parte de las preparaciones oftalmicas junto con microbicidas; también,
en una utilizacion médica directa, se han propuesto en la terapia para las enfermedades fungicas,
ya que tienen la capacidad de potenciar la actividad de las drogas antifingicas. Ademas, se han
sugerido para combatir importantes infecciones micoticas superticiales debido a sus aplicaciones
topicas —aunque tendrian que analizarse y resolverse importantes problemas inmunologicos
antes de considerar realmente a estas enzimas como agentes terapéuticos— (Matsumoto, 2001;

Dahiya y col., 2000).

9.- Control de hongos patégenos de plantas. El control bioldgico —el uso de microorganismos
0 sus secreciones— para prevenir los patogenos de plantas o las plagas de insectos se ofrece
como una atractiva alternativa en el combate contra las enfermedades de las plantas. Por esto, las
tacticas de control biologico se han convertido en una aproximacion importante para facilitar la

agricultura sostenible (Dahiya y col., 2006).

La utilizacion de las quitinasas producidas por microorganismos como agentes de biocontrol
es muy amplia: en algunos casos, se aplican directamente; y en otros, los genes que codifican a
fas quitinasas son cionados en las plantas (Lorito y col., 1996). En cuanto a la produccion, tal
actividad se ha reportado en el hongo Stachybotrys elegans, cuyas quitinasas atacan la pared
celular de hongos fitopatogenos, como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y otros.
Asimismo, la quitinasa producida por FEnterobacter sp. NRG4 es altamente activa contra
Fusarium moniliforme, A. niger, Mucor rouxii y Rhizopus nigricans. La quitinasa de Alcaligenes
xvlosoxidans, por su parte, inhibe el crecimiento de Fusarium udum y Rhizoctonia bataticola

(Dahiya y col., 2006).



10.- Localizacion histoquimica. Existen técnicas de microscopia optica en las cuales ias
quitinasas son marcadas con isocianato de fluoresceina para establecer la ubicacion in situ de la

quitina en los exoesqueletos de los insectos (Shaikh y Deshpande, 1993).

11.- Produccion de quitooligosacaridos, glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. El estudio de
este tipo de moléculas ha creado un mercado diversificado e ilimitado por sus posibles
actividades biotecnologicas e inmensas potencialidades farmacéuticas (Shaikh y Deshpande,
1993). En efecto, los quitooligosacaridos constituyen un area de creciente interés: se obtienen al
emplear las condiciones y tratamientos quimicos, fisicos o enzimaticos apropiados para
transformar la quitina en compuestos mas simples, con uno o mas residuos de N-acetil-D-
glucosamina. Son muy utiles en la medicina humana; por ejemplo, la quitohexaosa y la
quitoheptaosa muestran actividad antitumoral, favorecen la desaparicion de la metastasis y
también protegen a ratones de laboratorio de la infeccion causada por Listeria monocylogenes.
Ademas, promueven la propagacion de las bifidobacterias en el tracto digestivo, las que ayudan a
aliviar los sintomas de la llamada intolerancia a la lactosa. Asimismo, se ha propuesto usar la N-
acetil-D-glucosamina y sus derivados como posibles aditivos, prebioticos o bioconservadores y

edulcorantes en la industria alimentaria.

Otros oligosacaridos han demostrado tener propiedades biomédicas enfocadas en acciones
reguladoras y farmacologicas muy importantes: anticancerigenas, antivirales, antioxidantes, de
modulacion inmunologica, antidiabéticas, antimicrobianas, de influjo en la disminucion de la
presion sanguinea (hipertensivos) y de reduccion de los efectos hipoColesterolémicos. Ademas,
en la agricultura, se han aplicado como factores de nodulacion, agentes osmoprotectores,
antioxidantes, asi como también en nuevas formulaciones que promueven el desarrollo de las
plantas y optimizan la fijacion del nitrégeno. Actualmente, se estan desarrollando investigaciones
innovadoras para lograr optimizar la produccion y purificacion de quito-oligosacaridos en gran
escala, lo cual incrementaria su potencial aplicacion como bioconservadores de alimentos debido
a que tienen actividad inhibitoria contra bacterias patogenas de suma gravedad para la salud

publica, muchas de ellas transmitidas por alimentos (Dahiya y col., 2006; Castafeda y col., 2011).
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Combinaciones especificas de enzimas quitinoliticas podrian ser necesarias para obtener la
longitud de cadena deseada de un oligdbmero. Por ejemplo, la produccion de quitooligosacaridos
requiere altos niveles de endoquitinasa y bajos niveles de N-acetilglucosaminidasa vy
exoquitinasa, mientras que la produccion de GlcNAc requiere mas alta proporcion de
exoquitinasa y N-acetilglucosaminidasa. Alternativamente, la actividad de transglicosilacion de
una variedad de endoquitinasas y N-acetilglucosaminidasas podria también ser util para generar
quitooligomeros deseados, oligdbmeros con enlaces glicosidicos cambiados y glicopéptidos

(Dahiya y col., 20006).

1.2.11.- Mercado de enzimas en Venezuela

Actualmente, el mercado venezolano de enzimas se clasifica como uno de competencia
imperfecta, ya que existen pocos oferentes, los que influyen en el precio final del producto. En
consecuencia, su estructura ha sido altamente dependiente de las importaciones de enzimas
usadas por la industria. De ahi que las escasas empresas que las ofrecen no logren cubrir la gran
demanda nacional (Morillo, 2007). Por estas razones, es urgente promover el desarrollo
biotecnologico nacional con el fin de generar una produccion que satisfaga la necesidad creciente

de diferentes enzimas de uso industrial.

Dadas las aplicaciones y propiedades de la quitina, se ha estimulado la investigacion de la
hidrolisis enzimatica de los residuos de camaron, asi como la de los aspectos bioquimicos,
regulatorios y moleculares de los sistemas de enzimas quitinoliticas aisladas de microorganismos
con el fin de mejorar y potenciar la produccion enzimatica de la quitina por su utilidad en

diversos procesos industriales del pais.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion mundial de crustaceos {camaron, cangrejo, langosta, krill, etc.) ha crecido
considerablemente en los ultimos afos. En general, solamente una pequefa porcion (entre 20 % y
30 %) del peso vivo de estas especies es utilizada para la alimentacion humana. Segun las
estadisticas de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 2006), Venezuela ha sido el decimoquinto productor de camarones a nivel mundial desde
el afio 2003 hasta el 2006, y de acuerdo con las estadisticas del Gltimo informe del Servicio
Auténomo de Recursos Pesqueros y Acuicolas (SARPA, 2001) y el Instituto Nacional de Pesca y
Acuicultura (INAPESCA, 2004), la produccion pesquera ha aumentado de manera sostenida
durante los Gltimos afios: para 2001 se estimo en 550.000 toneladas métricas, de las cuales 16.000
TM fueron de camardn, anualmente, se producen 30.000 TM de crustaceos (camarones,
langostinos, cangrejos). Cerca del 75 % del peso total del camaron se considera desecho, y entre
el 14 % y el 28 % del peso total de éste es quitina, principal componente estructural del
exoesqueleto de crustaceos, insectos, paredes celulares de ciertos hongos, levaduras y algas
(Larez, 2006; Abdou y col., 2008; Shirai y col., 1996, Marmol y col., 2004, Revah-Moiseev y
Carroad, 1981).

La cosecha del camaron (ya sea por métodos tradicionales de recoleccion o mediante granjas
acuicolas), asi como su posterior industrializacion, provocan un impacto negativo no solo en los
ecosistemas costeros, sino también, de manera indirecta, en otros ecosistemas, en particular
aquellos asociados con las zonas de deposito de desperdicios, debido a que los caparazones
desechados por las fabricas tras la extraccion de la parte comestible se acumulan en enormes
basurales que, al constituir un grave foco contaminante por su lenta capacidad de degradacion,
originan diferentes grados de polucion de acuerdo con la magnitud del desecho, hasta el punto de
causar muchas veces dafios ambientales irreversibles. Esta situacion, en consecuencia, ha
estimulado una gran actividad investigadora y la vigilancia de los desechos de crustaceos
{camarones, cangrejos, langostas, langostinos, etc.) con el objeto de perfeccionar la produccion a
gran escala, lo que implica tener en cuenta las cantidades obtenidas, su calidad, y el impacto

ambiental del proceso (Abdou y col., 2008; Shirai y col., 1996).

(9]
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Por lo tanto, existe una alta necesidad de desarrollar métodos de obtencion de productos con
valor afadido a partir de este tipo de residuos y segun las tendencias actuales en biotecnologia, la
cual propone procedimientos alternativos a los quimicos (procesos de bioconversion) para la
elaboracion de productos comerciales, biocompatibles y de investigacion, tales como [a quitina,
polimero natural biodegradable que se puede utilizar como sustrato de fermentacion para
producir enzimas quitinoliticas activas y estables, sintetizadas por microorganismos; el quitosano,
polisacarido cationico natural, antimicrobiano y principal derivado de la quitina (industrialmente,
se puede producir por desacetilacion quimica o enzimatica de é€sta), pigmentos (astaxantinas) y
proteinas (Garcia, 1997), todo lo cual brindaria una solucién factible a problemas de las empresas

camaroneras y al pais.

En los ultimos afios la produccion de quitina y quitosano ha tomado gran importancia en la
industria debido a sus mas de 200 aplicaciones en campos como la agricultura, biomedicina,
cosmética, farmacéutica, industria alimentaria y también en el tratamiento de aguas residuales y
en procesos de purificacion de agua potable (Harish y Tharanathan, 2007). Estos compuestos se
encuentran asociados y los procesos quimicos convencionales para su separacion involucran el
uso de reactivos que son demasiado agresivos, contaminantes, de dificil manejo, y la utilizacion
de una cantidad tal de energia que hacen el proceso, en su totalidad, poco sustentable, ya que
ocasionan la destruccion de proteinas y la depolimerizacion de la quitina, lo que conlleva, por lo
general, a la obtencion de productos de caracteristicas no uniformes (Haki y Rakshit, 2003).
Como alternativa a los métodos quimicos se han empleado enzimas quitinoliticas aisladas de
microorganismos, los cuales son fuentes biologicas estables, seguras y baratas que tienen un gran
numero de diferentes quitinasas y otras enzimas responsables de la degradacion de la quitina, y
cuyas propiedades son mejores, ya que permiten recuperar productos, aunque con frecuencia los

rendimientos son bajos.

En la presente tesis, se reporta la seleccion de estirpes microbianas productoras de enzimas
quitinoliticas y la caracterizacién de la actividad quitinolitica extracelular producida por dos
cepas de Serratia sp., que emplean como sustrato quitina coloidal obtenida de las fibras del
exoesqueleto del camaron, con el objeto de mejorar la produccion enzimatica de la quitina con

fines industriales.



[II. HIPOTESIS

A partir de la recoleccion y seleccion de microorganismos originarios de diversas fuentes

naturales, es posible el aislamiento de cepas silvestres productoras de enzimas quitinoliticas

termoestables, que utilizan quitina coloidal como fuente de energia.

IV. OBJETIVOS

GENERAL:

Seleccionar microorganismos productores de enzimas quitinoliticas y caracterizar su actividad

extracelular.

ESPECIFICOS:

1.

o

Aislar y seleccionar microorganismos quitinoliticos de diversas fuentes originarias de los

estados Mérida y Tachira en medios quitina coloidal.
Obtener quitina a partir del exoesqueleto del camardn por procesamiento quimico.

Cuantificar la actividad quitinolitica de las mejores cepas microbianas con un método

colorimétrico.

Caracterizar parcialmente la actividad quitinasa, determinando la influencia del pH, la

temperatura y estabilidad térmica.
Evaluar el efecto de los iones metalicos y EDTA sobre la actividad enzimatica.

Evaluar la actividad quitinolitica utilizando diferentes sustratos, como quitina en poivo,

quitina coloidal y glicol quitina.

(9%
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7. Establecer los valores de Km v la Vmdax de las quitinasas en la preparacion cruda

utilizando quitina coloidal como sustrato.

8. Determinar el peso molecular de las proteinas caracterizadas mediante electroforesis SDS-
PAGE.

9. ldentificar las cepas quitinoliticas hasta el rango del género siguiendo criterios

morfologicos, bioquimicos y mediante secuenciamiento del ADNr 16S.

10. Ensayar, en una escala de laboratorio, el crecimiento celular y la produccion de quitinasa

secretada por la cepa en un biorreactor de 6 litros.

11. Enriquecer los extractos fungicos de una desacetilasa de quitina (CDA) con un extracto de
quitinasa de origen bacteriano para incrementar la desacetilacion enzimatica de la quitina

coloidal.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1.- Toma de muestras y aislamiento de micreorganismos

Se tomaron muestras de diversos origenes y aleatoriamente en diferentes zonas de los estados
Mérida y Tachira. El transporte y la preservacion se realizaron a 4 °C. El aislamiento primario se
efectuo tomando S g de cada una de las diferentes muestras organicas (tabla 4), las cuales habian
sido agregadas a 45 ml de agua peptonada estéril. Se procedio a licuar para homogeneizar el
tamafio durante 5 min. Seguidamente, el homogeneizado fue filtrado durante 10 min. La solucion
filtrada se utilizo para realizar la técnica de dilucion decimal y recuento en placa sobre agar
nutritivo (AN) (Anexo 1). Las cajas se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente, 37 °C y
50 °C. Los microorganismos que crecieron en el medio fueron purificados en colonias
individuales mediante las técnicas de aislamiento en placa por estrias y por dilucion en medio
solido. Estos cultivos, a su vez, se reaislaron con el método de estrias, en que se utilizd
nuevamente el medio AN para asegurar la obtencion de un cultivo puro del microorganismo de
interés. Se evalud la viabilidad de las cepas durante la fase experimental de este trabajo.
Posteriormente, se realizaron la observacion, la descripcion y la codificacion de todas las colonias
bacterianas aisladas y sembradas en tubos con tapon de rosca, con medio AN inclinado, y

mantenidas a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

5.2.- Proceso de extraccion de la quitina a partir de exoesqueletos de camaron y obtencion

de polvo de quitina

Para la obtencion de la quitina, se utilizaron residuos de camarones congelados, que fueron
donados por el Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad de los Andes. El procedimiento se llevo a cabo en dos etapas (Agullo y col., 2004).

5.2.1.- Pretratamiento de la materia prima
A partir de exoesqueletos de camaron congelados se extrajo quitina, una vez descongelados se

lavaron con agua destilada y, en seguida, se los sometid a una coccion de, aproximadamente, 30
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min. La separacion de los exoesqueletos de camardn se hizo en forma manual para obtener solo
los fragmentos del caparazon, patas y colas. Unicamente la parte del abdomen se lavé a mano,
con agua y jabon para eliminar los restos de carne. Una vez enjuagados con abundante agua
destilada, los caparazones se escurrieron y fueron llevados a una camara de secado con flujo de

aire continuo a 100 °C durante 24 horas.
5.2.2.- Tratamiento quimico

A partir de 400 g de exoesqueletos de camaron secos se realizo el proceso de extraccion de

quitina en 4 subetapas:

1. Desmineralizacion: el residuo solido obtenido en el paso anterior se tratd con una solucion
de HCI 1N en proporcion 1:5 durante 4 horas, a 37 °C y en agitacion constante. Se lavo

nuevamente con abundante agua destilada.

2. Desproteinizacion: en este paso, se removieron las proteinas contenidas en los
caparazones con un tratamiento NaOH IM en la misma proporcidén, en agitacion
constante durante 3 horas a 65 °C, y se realizaron lavados sucesivos con abundante agua

destilada.

3. Blanqueo: los caparazones desproteinizados y desmineralizados se blanquearon con
hipoclorito de sodio al § % durante 30 minutos, y fueron lavados sucesivamente con

abundante agua destilada

4. Secado: el material blanqueado se seco en una estufa a 100 °C durante 24 horas para su
posterior molienda en un molino Wiley, de la cual se obtuvo polvo de quitina seca de un
tamano de particula igual o inferior a | mm de diametro. El calculo del porcentaje de
Rendimiento se realizo sobre la base de la materia prima seca. Por ultimo, se empaco y

almaceno el producto final para usos posteriores.

Este proceso en su totalidad, se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos
de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de los Andes, bajo la supervision de los Ing.

Rubén Gomez y César Izaguirre.



5.3.- Preparacion de los sustratos especiales
5.3.1.- Preparacion de la quitina coloidal (QC)

La quitina coloidal se preparo segun la modificacion del método de Hsu y Lockwood (1975),
el cual consiste en mezclar 40 g de quitina con 400 ml de HCl 37 %, en agitacion constante
durante 50 min. A continuacion, se afladieron 2 L de agua destilada fria. La mezcla se dejo en
reposo durante 12 horas, a temperatura ambiente. Después, se procedid a centrifugar a 3.200 ¢
durante 10 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. Se efectuaron sucesivos lavados con agua
destilada por centrifugacion en las mismas condiciones anteriores con el fin de eliminar el acido y
obtener un pH mayor a 2 en el sobrenadante. La pasta obtenida, de consistencia gelatinosa, se

esterilizo durante 15 min a 15 psi; luego, se almacend a 4 °C hasta su siguiente uso.

Posteriormente, una cantidad de la quitina coloidal se seco por liofilizacion, proceso durante el
cual se calculd el porcentaje de humedad. Finalmente, se realizo espectroscopia FT-IR a una
muestra de quitina en polvo y quitina coloidal utilizando un espectrometro Perkin Elmer modelo

2000.

5.3.2.- Preparacion de glicol quitina segun Trudel y Asselin (1989)

Se partio de 2,5 g de glicol quitosano (Sigma). El glicol quitosano se homogeneizd en un
mortero con 50 ml de acido acético al 10 %, a temperatura ambiente. La mezcla viscosa se dejo
en reposo a 22 °C durante toda la noche. Luego, se agregaron 225 ml de metanol muy lentamente,
y la solucion se filtro al vacio con papel 11 pm. A continuacion, se agregaron 3,75 ml de
anhidrido acético con agitacion magnética, tras lo cual se obtuvo un gel que se dejo en reposo
durante 30 min y que se cortdo en pedazos pequenos con una espatula, se transfirid a una
licuadora, se cubri¢ con metanol y se licué a maxima velocidad durante 4 min. La suspension se
centrifugo a 25.800 g durante 15 minutos, a 4 °C, y al pellet se le agregd un volumen de metanol,
y se homogeneizO nuevamente con la licuadora a maxima velocidad durante 4 minutos. La
suspension se centrifugo a 28.000 g durante 15 minutos, a 4 °C, y el pellet se homogeneizd en la
licuadora con 250 ml de azida de sodio al 0,02 %, preparada con agua destilada estéril. Se obtuvo

una suspension de glicol quitina al 1 % (10 mg/mi), la cual fue almacenada a 4 °C.



5.4.- Seleccion inicial de microorganismos productores de quitinasas

Se partio de un total de 168 aislamientos, los que se inocularon en el medio de cultivo agar QC
reportado por Gohel y Naseby (2007) (Anexo 1). Se realizaron preindculos de cada cepa en 3 ml
de caldo nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 24 horas; luego, se tomaron alicuotas de 3 uL,
las cuales fueron inoculadas por triplicado en superficie sobre el medio QC. Las cajas se
incubaron a 37 °C durante 4 ¢ 5 dias, mientras se examinaban a diario el crecimiento y la

formacion de halos translicidos alrededor de las colonias (Suginta, 2007).

Se tom6 como criterio de seleccion en placa de este subgrupo de cepas la presencia de halos
mayores que 1 cm de diametro luego de 4 dias de incubacion, con lo cual se las calificaba
cualitativamente o no como posibles productoras de quitinasa; las observaciones se basaron en la
velocidad del crecimiento, el tiempo de aparicion, tamafio y color del halo formado. Se incluyo la
Serraticr sp. BIOMI-363706 como cepa de referencia. Se seleccionaron 19 cepas del banco para

continuar con una inspeccion secundaria.

5.4.1.- Caracterizacion morfologica

A las colonias que, presumiblemente, presentaron actividad quitinolitica se les realizo la
caracterizacion morfologica mediante la observacion al microscopio y con la tincion de Gram vy
motilidad. Asimismo, se estudio su morfologia macroscopica observando la velocidad de
crecimiento, la forma y el color (Philipp, 1994). Fueron preservadas a —20 °C en glicerol al 60 %

v/v, segun la metodologia de Meza y col. (2004).

5.5.- Segunda seleccion de microorganismos con actividad quitinolitica

Un total de 19 cepas fueron capaces de crecer y presentar, alrededor de las colonias, halos de
hidrolisis. Con cada una de ellas, se realizo un preindeulo en 5 mi de caldo nutritivo (Anexo 1);
se incubo durante 24 horas a 37 °Cy, luego, se afiadié en fiolas de 125 m! que contenian 45 ml de
medio liquido, reportado por Wang y col. (2008) (Anexo 1). El procedimiento, que se realizd por
triplicado, consistio en incubar las bacterias a 37 °C durante 120 h, y en agitacion constante 125

rpm. Se uso SM-BIOMI como control positivo (+). Después, los medios se filtraron con papel



Whatman No. 6. Posteriormente, se centrifugo el cultivo durante 15 min a 3.200 g, a 4 °C, con
inhibidor de proteasas. El sedimento se descartd y el sobrenadante represento el extracto crudo
enzimatico (ECE) con actividad quitinasa, el cual se congelo a —20 °C para luego hacer las

mediciones cuantitativas pertinentes.

5.6.- Seleccion de Ias cepas con mayor actividad quitinolitica

5.6.1.- Preparacion del inéculo y el extracto crude enzim:tico (ECE) a partir de cultivos

bacterianos

La seleccion se realizo teniendo en cuenta la actividad quitinolitica en placa —prueba
cualitativa— de los filtrados del cultivo de cinco cepas. Por lo tanto, con cada una de ellas se
realizo un preinoculo, y los sobrenadantes de cada cultivo fueron obtenidos segun se describe en

el punto S.5.

5,6.2.- Determinacion de la actividad enzimatica

El procedimiento utilizado —que se basa en evaluar colorimétricamente la N-
acetilglucosamina (GIcNAc) liberada por la accion hidrolitica de la quitinasa sobre el sustrato
quitina coloidal, segun el método de Morgan-Elson, y adaptado por Reissig y col. (1955)— se
realizo como sigue: la mezcla de la reaccion se compuso con 1 ml del extracto crudo enzimatico
y 1 ml de QC al 10 % (peso himedo/volumen), y se suspendid en buffer fosfato 0,2 mM, con pH
7. Se incubo a 50 °C, durante 1 hora, en bafic Maria. La reaccion se detuvo adicionando 1 ml de
NaOH al 1 %. Posteriormente, a 250 uL del sobrenadante obtenido se les adicionaron 40 uL de
tetraborato de potasio 0,8 mM, con pH 9,1, y se sometieron a ebullicién en bafio Maria durante 3
min. La mezcla se enfrio en baho de hielo; a continuacion, para el desarrollo del color, se le
agrego 1 ml de p-dimetilaminobenzaldehido (DMAB) al 10 % en acido acético glacial al 87,5 %,

antes de ser incubada a 37 °C durante 1 hora.

Después del tiempo de incubacion, las muestras debieron ser centrifugadas a 3.200 g durante
10 minutos, a 4 °C, para eliminar la quitina insoluble antes de realizar las lecturas de la

absorbancia a 585 nm. E! color fue estable incluso durante 2 horas. Los resultados se
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interpolaron, en un rango de concentracion de 0 a 200 pg/ml, en una curva patron preparada con
GlcNAc (Anexo 2), con la cual se transformaron las absorbancias en umol y se expreso la
actividad en unidades de quitinasa (UQUITINASA). Se realizaron seis réplicas de esta curva, y
se optimizo la recta con el programa Kalibo version 1.2a. Se tomo como 1 umidad (U)
quitinolitica la cantidad de enzima que produce un pmol de GlcNAc en un minuto, bajo las

condiciones antes descritas (Gomez-Ramirez, 2006).

5.6.3.- Determinacion de proteina

El contenido de proteina en los extractos fue determinado mediante el método Bradford
(1976), usando albumina de suero bovino como patron. En el ensayo, se utilizaron 1 ml del
reactivo de Bradford y 0,1 ml de la muestra de extracto crudo enzimatico. Los datos extraidos de
la proteina se compararon con los datos correspondientes a la curva de calibracion de 0-100 pug de
albiimina sérica bovina (Anexo 3), realizada por triplicado y calculada con regresion lineal en el

programa de computo Kalibo version 1.2a.

5.7.- Caracterizacion parcial de la enzima quitinasa producida por las cepas BIOMI-363706
y MF11

Se realizo utilizando el extracto crudo enzimatico de las cepas en estudio. En cada caso, se
evaluaron las condiciones optimas de pH y temperatura, la estabilidad térmica de la enzima, el
efecto de los iones metalicos y EDTA sobre la actividad quitinasa. Se empled la QC como
sustrato en las diferentes etapas del trabajo. Asimismo, se determino la actividad enzimatica en
diferentes sustratos y se estudio la cinética enzimatica con la QC como sustrato. Se procedio a

realizar las pruebas preliminares del modo como se menciona a continuacion:
5.7.1.- Efecto del pH, la temperatura y estabilidad térmica en la actividad de [a enzima
quitinasa

Para determinar el pH Optimo de cada una de las quitinasas, se hizo reaccionar 1 ml de
extracto crudo enzimatico con 1 ml de quitina coloidal al 10 % (peso hiimedo/volumen), mezcla

que fue suspendida en los siguientes buffers: glicina-HC1 (50 mM, pH 3), acetato (50 mM, pH 4-
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5), fosfato (50 mM, pH 6-8) y Na,CO3-NaHCO; (50 mM, pH 9-11) (Wang y col., 2008). Se
incub6 a 37 °C y 50 °C durante 30 minutos. Luego, se centrifugo a 3.200 g durante 10 minutos, a
4 °C. Posteriormente, se establecieron las unidades quitinoliticas utilizando el método definido en
la seccion 5.6.2. Teniendo en cuenta el pH optimo, se realizo la determinacion de la temperatura
optima. Concurrieron las mismas condiciones de la mezcla de reaccion anterior, se incubd a
distintas temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 y 70 °C), se dejo avanzar la incubacion durante 30 min
con agitacion esporadica, y se detuvo colocéndola en un bafio de hielo durante 5 minutos. Se
llevo a centrifugar a 3.200 g durante 10 minutos, a 4 °C. Por Giltimo, se determinaron las unidades

quitinoliticas (UQ) de la manera descrita en la seccion 6.2.

La estabilidad térmica de la enzima se consiguid sometiendo el extracto enzimatico a
diferentes gradientes de temperatura: de 10 °C a 30 °C, de 40 °C a 60 °C y de 70 °C a 90 °C. Se
incubd durante 5 min, y luego las muestras fueron mantenidas en bafio de hielo durante 30 min
(Martin y col., 2006). Seguidamente, se llevé a cabo la reaccion con 500 pL de extracto
enzimatico y 500 uL de quitina coloidal al 10 % (peso humedo/volumen), mezcla suspendida en
buffer fosfato 0,2 mM, con pH y temperatura éptimos, e incubada durante 30 min. Se centrifugo
a 3.200 g durante 10 minutos, a 4 °C, y se realizo la cuantificacion de la actividad residual de la
enzima tratada bajo condiciones de ensayo segun la forma indicada en la seccion 5.6.2. En todos

los casos, las muestras se ensayaron por triplicado.

5.7.2.- Efecto de varios compuestos quimicos

Con la finalidad de determinar el efecto inhibidor de algunos metales divalentes sobre la
actividad quitinasa, se procedié a preincubar la enzima en 50 mM de buffer fosfato, pH 6,3,
durante 30 min a 50 °C, en presencia de las siguientes sales de cloruro: CaCl,, CoCl,, MgCl,,
MnCl; y ZnCl,, en concentracion de 2 mM (Purwani y col., 2004). Se realizaron controles
negativos sin aiadir ninguna de las sales. La actividad residual de la enzima se determino bajo las

condiciones mencionadas en la seccion 5.6.2.
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5.7.3.- Actividad en diferentes sustratos

Se evaluo la actividad quitinasa sobre los siguientes sustratos: QC al 1 % (peso
humedo/volumen), como control positivo; quitina en polvo (QP) al 1 % (p/v); y glicol quitina
(GQ) al 1 % (p/v) (Wang y col., 2008). Las preparaciones enzimaticas fueron incubadas a 50 °C y
la reaccion se llevo a cabo durante 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min. Las muestras con los
sustratos QC al 1 % (peso humedo/volumen) QP) al 1 % (p/v) y GQ al 1 % (p/v), fueron
centrifugadas a 3.200 g y 4 °C antes de hacer las lecturas de absorbancia. El montaje se realizo
por triplicado para cada uno de los tratamientos. La actividad de las enzimas, con diferentes

sustratos, se determind segun lo indicado en la seccion 5.6.2.

5.7.4.- Cinética de Ia enzima en el sustrato quitina coloidal

Se efectuaron reacciones de despolimerizacion con la enzima quitinasa empleando QC en
distintas concentraciones: 2,5, 5, 7, 10y 15 % (peso humedo/volumen) en buffer fosfato 0,2 mM,
ajustado a pH optimo. Una vez conformadas, las mezclas enzima/sustrato se incubaron a
temperatura Optima durante tiempos variables: 0, 5, 15, 30, 45, 60 y 75 min. Se estimaron
velocidades iniciales deteniendo la reaccion en los momentos de tiempo mencionados. La
actividad enzimatica se determind segun fo indicado en el apartado 5.6.2. Los valores de Km y

Vmax aparentes se determinaron utilizando el método de Lineweaver-Burk.

5.8.- Electroforesis en geles de poliacrilamida de los extractos caracterizados

La electroforesis en gel de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se
realizo segun el método descrito por Laemmli (1970). El gel de resolucion se prepard al 12 % de

acrilamida.

5.8.1.- Preparacién de las muestras y condiciones de la electroforesis

Las muestras fueron preparadas agregando un volumen de buffer de carga, cuya composicion
era la siguiente: Tris-HCI 250 mM, con pH 6.8; glicerol al 10%; SDS al 2% (p/v), azul de

bromofenol al 0,01% (p/v); y agua destilada hasta completar 9,5 ml (en el caso de las condiciones
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desnaturalizantes, se afiadian 50 ul de B-mercaptoetanol). A continuacion, se diluyd la muestra

1:2 con buffer de muestra. Por Gltimo, las muestras preparadas se dejaron hervir durante 5 min.

Los volimenes de siembra fueron: 3 pl para el marcador de peso molecular (Prestained SDS-
PAGE Standards, Bio-Rad, N° de catalogo 161-0318); 11 pl de proteina del extracto de la
muestra BIOMI-363706; y 0,5 ul para la seroalbumina (66,2 kDa), utilizada como patron de peso
molecular; de modo que se completd, un volumen maximo de 20 ul con buffer de muestra. Se

aplico un campo eléctrico de 200 V durante 45 min.

5.8.2.- Fijacion, coloracion y decoloracion

Inmediatamente después de sacar el gel, se realizd el proceso de fijacion y tefiido por

inmersion segiin el método de Fairbanks y col. (1971).

5.8.3.- Determinacion de la masa molecular

Para la determinacion del peso molecular de cada una de las bandas observadas y registradas
por fotografias con un sistema de revelado instantaneo (Camara Digital Kodak Easy share 21485
1S), se recurrio al calculo de su Rf mediante una curva de calibracion previamente confeccionada
a partir de proteinas patrones (Anexos 4 y 6), que fueron corridas en la electroforesis
desnaturalizante en iguales condiciones que los diferentes extractos, y cuyos pesos moleculares,
transformados en logaritmos, se graficaron comparativamente con sus correspondientes
movilidades relativas mediante un tratamiento de correlacion lineal simple (r* = 0,9988). El peso
molecular se estimo por medio del calculo del antilogaritmo de la ecuacion Y = —1,8035X +

2,3799 (anexo 6).

5.9.- Identificacion molecular de las cepas aisladas

Con el fin de realizar la identificacion taxonomica, hasta el nivel del género, de las cepas
aisladas, se empleo la técnica de analisis comparativo de la secuencia nucleotidica del gen que
codifica el ADN ribosomal 16S (ADNr 16S). Actualmente, es una técnica muy utilizada en la
identificacion molecular debido a su reproductibilidad, simplicidad, poder de discriminacion y

universalidad.
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Por consiguiente, se amplifico por PCR la regién ADNr 16S, y se utilizaron cebadores

universales para el dominio bacteria (Weisburg y col., 1991).

5.9.1.- Extraccion de ADN genémico de las cepas

Se tom6 1 ml de los cultivos en caldo nutritivo (crecidos durante toda la noche) y se centrifugd
a 3.000 g durante S min. Se descarto el sobrenadante, se resuspendio el precipitado en 100 pl de
buffer de lisis —10 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl con pH 7,5— y se agregaron 3 pl de
proteinasa K (20 mg/ml). Se incubaron durante 1 hora a 56 °C en bafio Maria para que ocurriera
la lisis de la pared celular; luego, se dejaron en ebullicion durante 10 min y, a continuacion,
fueron centrifugados a 3.000 g durante 10 min. Finalmente, se tomo el sobrenadante y se lo

mantuvo a —20 °C hasta su uso (Maniatis y col., 1982).

En el proceso de purificacion del ADN gendmico, a las muestras en estudio se les coloco una
gota de ribonucleasa —RNAsa—, se las dejo en reposo durante 20 min para luego tomar, de cada
una de ellas, 450 pl, a los que se agregaron 450 ul de fenol-cloroformo-alcohol-isoamilico; la
mezcla se centrifugd a 1.500 g durante 5 min, se recuperd el sobrenadante y se repitio el
procedimiento 2 veces. Después, se tomo el sobrenadante y se le adiciono etanol hasta completar
dos volimenes, que se guardaron a —20 °C durante 12 h. Posteriormente, se centrifugaron a 1.500
g durante 5 min y se elimin¢ el sobrenadante. Se lavo el precipitado con etanol al 70 %. Se repitio
el procedimiento 2 veces. Se centrifugd a 1.500 g durante 5 min, se descarto el sobrenadante y se
dejé evaporar el etanol durante 3 h. Se solubilizo el precipitado con 100 ul de agua destilada.

Finalmente, se guardo hasta su proximo uso (Chen y Kuo, 1993).

5.9.2.- Deteccion del ADN genomico por Electroforesis en Gel de Agarosa al 0,8 %

Se realizé en una camara BIO-RAD Wide Mini-Sub® cell GT. Se pesaron 0,24 g de agarosa y
se disolvieron en 30 ml de buffer Tris-Acetato EDTA (TAE 50 X), cuya composicion en g 1" fue:
242 ¢ de Tris-Base a 0,04 mM; 57,1 ml de acido acético glacial; 100 ml de solucion EDTA a 0,5

mM, con pH 8,0. Se utiliz6 como buffer de corrida Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X (pH 8,0).
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Se mezclaron 5 ul de cada muestra con 3 pl de buffer de carga (Orange Grew), luego, se
cargaron 7 pl de cada muestra por pocillo. Posteriormente, se realizo la electroforesis a 90 voltios
durante 30 min. Una vez finalizada la corrida electroforética, se procedié a la tincion del gel en
una solucion de bromuro de etidio, en una concentracion de 1 mg/L durante 15 min. A
continuacion, se lavo el gel con agua destilada y se procediod a visualizar las bandas del ADN

genomico de las diferentes muestras en un transituminador White/ Ultraviolet.

5.9.3.- Amplificacion del gen 16S de ADNr de las cepas por PCR

Se  realizo  utilizando  los  siguientes  cebadores  universales:  FDI (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y K2R (5'-GTATTACCGCGGCTGCTG-3") (Weisburg y
col., 1991).

La mezcla de reaccion se preparo con los siguientes componentes en un tubo de Eppendorf de 0,35

ml, con un volumen final de 25 ul:

o

5 ul de buffer Green Go Taq® (1X);

o 2.5 ulde Cloruro de Magnesio —MgCI2— (25 mM);

o 0,5 ul de Desoxirribonucledtidos trifosfato —dNTPs— (10 mM);
1 ul de FD1 (10 uM);

1 ul de K2R (10 uM);

<

Q

o 0,125 ul de Enzima polimerasa termoestable —Taq ADN polimerasa— de origen comercial (5
U/ul);
o 1 ul de la muestra de ADN (concentrado); y

o 13,8 ul de Agua Calidad Biologia Molecular estéril.

Se utilizo el siguiente programa (Figura 9):
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Figura 9. Condiciones de ciclado de la PCR.

5.9.4.- Purificacion y secuenciacion del ADNr 16S de las cepas
Para realizar la purificacion y secuenciacion de las muestras obtenidas, se recurrio al servicio
del Centro de Secuenciamiento y Analisis de Acidos Nucleicos (CeSAAN), perteneciente al
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Posteriormente, se compararon las
secuencias obtenidas (Tabla 1) con los programas y bases de datos disponibles en las paginas
electronicas de las siguientes instituciones: National Center for Biotechnology Information

(NCBI) y The European Molecular Biology Laboratory (EMBL).

5.10.- Estudio del crecimiento celular v la producciéon de la enzima quitinasa secretada por

ia cepa BIOMI-363706

5.10.1.- Microorganismo

Se utilizd6 la bacteria Serratia sp. cepa BIOMI-363706, perteneciente al cepario del
Laboratorio de Biotecnologia de Microorganismos «Sixto David Rojo», de la Universidad de los

Andes.

Para la reactivacion de la cepa, que se encontraba conservada en viales con glicerol al 60 %

v/v —siguiendo la metodologia descrita por Meza y col. (2004)—, se emplearon:



a) Medio agar nutritive

Este medio, cuya composicion se describe en el paso 1 —tanto en su modalidad solida
(afiadiendo el agar al final) como liquida (sin agar), y siempre mantenido en refrigeracion—, fue

util para la conservacion de la cepa durante tiempos cortos y la confirmacion de su pureza.

b) Medio quitina coloidal

Este medio de cultivo agar QC modificado, reportado por Gohel y Naseby (2007) (Anexo 1),

se utilizo para realizar el preindculo de la cepa.

Para la experiencia de la fermentacion en el biorreactor de 6 L, el medio liquido modificado
que se empled —y que tenia como fuente de carbono la QC— fue el reportado por Wang y col.
(2008) (Anexo 1), cuya composicion se describe en el paso 5. La preparacion consistio en
disolver todos los componentes en 3.000 ml de agua destilada, en agitacion constante, y en
calentar la mezcla hasta diluirla completamente. Luego, se la coloco en el biorreactor y se

procedio a esterilizarla por autoclavado durante 15 min, a 121 °C y 15 1b. de presion.

5.10.2.- Preparacion de indculos

Fueron preparados a partir de cufias de mantenimiento de la cepa. Cada preindculo, tomado
con una azada, procedio de 3 0 4 colonias y se inoculo en 30 ml de caldo de QC contenidos en un
Erlenmeyer de 125 ml; se dejo en incubacion durante 24 horas, a 37 °C y en agitacion constante

de 150 rpm.

Posteriormente, se transfirio un 10 % del preinoculo a matraces Erlenmeyer que contenian 300
ml de medio liquido QC, modificado por Wang y col. (2008); se dejo incubando durante 48

horas, a 37 °C y en agitacion constante de 120 rpm. El experimento se realiz6 por triplicado.

i
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5.10.3.- Inoculo para el biofermentador

En 270 ml de medio liquido QC modificado —contenidos en un Erlenmeyer de 1.000 ml— se
inocularon 30 ml de la cepa crecida en un medio liquido QC, modificado segun Gohel y Naseby
(2007). Se llevo a incubar durante 24 h, a 37 °C y en agitacion constante de 180 rpm. Se

inocularon los 300 ml de este cultivo en 3.000 ml del mismo medio contenidos en el biorreactor.

5.10.4.- Determinacion del crecimiento celular en un biofermentador

Para este paso, se recurrio al método de extension en placa: a partir de la suspension
bacteriana crecida en el medio liquido QC, se tomaron 7 ml del cultivo desde el tiempo cero y
cada 8 horas, y conservando las condiciones de esterilidad, hasta alcanzar la fase estacionaria.
Luego, se procedio a filtrar cada muestra con papel Whatman No. 6, se centrifugd a 380 g
durante 5 min, a 4 °C. Finalmente, el sobrenadante fue de utilidad como ECE con actividad

quitinasa.

Para el estudio del crecimiento celular, se separaron 0,5 ml, con los que se realizaron
diluciones seriadas, a partir de las cuales se tomaron 100 ul, que fueron sembrados —utilizando
un rastrillo estéril de extension— en una placa con medio AN e incubados a 37 °C durante 12
horas. Finalmente, se procedi6 al conteo de las colonias. Esta experiencia se realizo por triplicado

(Madigan y col., 2004).
5.10.5.- Determinacion de la actividad quitinolitica secretada por la cepa BIOMI-
363706 en un biofermentador

Para la realizacion de esta prueba, los sobrenadantes del cultivo se procesaron segun la

secuencia descrita en el paso 6.2.

5.10.6.- Determinacién de proteina

Se determino el contenido de proteina aplicando el proceso descrito en el paso 6.3.

)
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5.10.7.- Ensayo de la produccién de la enzima quitinolitica secretada por la cepa

BIOMI-363706 con el empleo de QC como sustrato en un biorreactor

Se cultivd la bacteria en un biorreactor de 6 L de capacidad, de marca New Brunswick
Scientific, con un volumen de trabajo de 3.000 ml, durante 104 horas. A partir del inéculo en
medio QC, preparado como se indicd anteriormente, se tomaron 300 ml para inocularlos en 3.000

ml del medio contenido en el biorreactor (Figura 10).

qun a 10. Blorrcaclor Modular Bioflo 110 M12730054 de 6 Iuros dc capactddd

Se extrajeron, de manera esteril, 7 ml de la muestra en el tiempo cero y cada 8 horas para el
estudio del crecimiento celular y la produccion de enzimas quitinoliticas, de acuerdo con la
manera antes descrita. Las condiciones de operacion utilizadas han sido las siguientes:
temperatura constante a 37 °C; caudal de aire de 1 L/min —se leyo constantemente el rotametro
del biorreactor (Figura 11)—; velocidad de agitacion constante e igual a 180 rpm y con un pH

inicial de 7.2, el cual no se controld durante la fermentacion.
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Figura 11. Vista frontal de la interconexion de los modulos de control de nivel: dO, (1), pH (2). y regulador de Ia
energia con rotdmetro (3).

5.11.- Acoplamiento

5.11.1.- Obtencion de los extractos enzimaticos
5.11.1.1.- Microorganismos

Los microorganismos utilizados pertenecen al cepario del Laboratorio de Biotecnologia de
Microorganismos «Sixto David Rojo», de la Universidad de los Andes, Mérida, estado Mérida,
Venezuela. La cepa bacteriana Serratia sp. BIOMI-363706 fue seleccionada como la mejor para
continuar con el estudio y fue obtenida por la autora de este trabajo. La cepa fungica Mucor sp.
BIOMI-CIEPE-O1 fue aislada por el personal de la Fundacion Centro de Investigaciones del
Estado para la Produccion Experimental Agroindustrial (Fundacion CIEPE, San Felipe, Edo.
Yaracuy, Venezuela) a partir de hojarasca de bosque ripario en la localidad de Santa Rosa,
Municipio Libertador, estado Mérida, Venezuela. Esta cepa, seleccionada y caracterizada como

potencial productora de desacetilasa de quitina (CDA) intracelular (Alvarez, 2010).
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5.11.1.2.- Extracto de quitinasa extracelular

La cepa Serratia sp. BIOMI-363706 se sembro e incubd a 37 °C, durante 24 horas y a 120
rpm, en un medio nutritivo. Este preindculo se transfirio a 90 ml de caldo QC (Anexo 1). El
cultivo se incubo a 37 °C, durante 72 horas y a 120 rpm. El medio de crecimiento fue filtrado en
frio con papel Whatman No. 6 y centrifugado a 12.000 g durante 15 minutos, a 4 °C. El

sobrenadante se utilizé como el extracto crudo con actividad quitinasa.

5.11.1.3.- Extracto de CDA intracelular

En un caldo YPG (Anexo 1), se inocularon 105 esporas/ml de la cepa Mucor sp. BIOMI-
CIEPE-01. La incubacion duré 120 h a 28 °C, en oscuridad, con una agitacion de 120 rpm. El
micelio se filtré con doble gasa, se liofilizd y se macerd con perlas de vidrio. Se resuspendio en
buffer tetraborato/HCl SO mM, con pH 7,0 e inhibidor de proteasas. El macerado se centrifugd a
22.000 g durante 15 min, a 4 °C. Para la purificacion parcial de la CDA, el sobrenadante se
sometio a precipitacion fraccionada con sulfato de amonio al 60 % vy, luego, al 85 %; y cada
centrifugacion se realizo a 22.000 g durante 15 min, a 4 °C. Al sobrenadante obtenido después de
la saturacion al 85 % se le agregd 10 % mas de sulfato de amonio para la preservacion de la

actividad de la enzima, y fue tomado como el extracto con actividad CDA.

5.11.2.- Ensayos de actividad de las enzimas

La actividad quitinasa se determino tal como se indica en el paso 6.2.

5.11.2.1.- Estimacion de la actividad con diferentes sustratos quitinosos

Se estimaron velocidades iniciales de la actividad de las enzimas quitinasa y CDA sobre los
sustratos QC, QP y GQ. Para la actividad quitinasa, se prepararon suspensiones al 1 % (peso
seco/volumen) con cada sustrato, en buffer fosfato SO mM, con pH 6,5. Para la actividad CDA, se
prepararon suspensiones al 0,5 % mg/ml (peso seco) de cada uno de los sustratos, en buffer
tetraborato/HC! 0,2 mM, con pH 7,0. Las reacciones se llevaron a cabo a la temperatura 6ptima

de cada enzima (50 °C para quitinasa y 40 °C para CDA), y se detuvieron en diferentes tiempos



para la estimacion de las velocidades iniciales. Las muestras con los sustratos QC y QP fueron

centrifugadas a 3.200 gy a 4 °C antes de hacer las lecturas de absorbancia.

5.11.3.- Acoplamiento de las enzimas

El buffer-sustrato fue una suspension de QC al 0,5 % mg/ml (peso seco) en buffer tetraborato
de sodio/HC1 0.3 mM, con pH 7,0. La mezcla de reaccion consistio en 1,1 ml del buffer-sustrato,
1,1 ml del extracto con actividad quitinasa y 0,55 mi del extracto con actividad CDA. Para la
reaccion de control, el volumen del extracto con quitinasa fue sustituido por agua destilada. Las
reacciones se incubaron a 45 °C durante 8 h, y cada hora se tomo una alicuota para detener la
reaccion de la CDA vy realizar las determinaciones. Se estimaron las velocidades iniciales de la
CDA calculando las pendientes de la parte recta de las curvas de umol de acetato en contraste

con el tiempo.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Aislamiento primario de las cepas de trabajo
6.1.1.- Preparacion del medio de cultivo

La realizacion de un ensayo in vitro de aislamiento de microorganismos requiere de una
adecuada seleccion del medio de cultivo, ya que éste resulta ser un factor determinante para el
crecimiento de aquéllos y la produccion de metabolitos (Shanmugaiah y col., 2008). Se decidio
emplear un medio minimo modificado, reportado por Gohel y Naseby (2007), con adicion de un
2 % de QC (peso humedo/volumen) como tnica fuente de carbono; extracto de levadura como
fuente organica de nitrogeno y carbono; sulfato de magnesio como fuente de azufre; y fosfato
diacido de potasio, el cual funciond como fuente de fosforo y sistema amortiguador del pH del
medio (Matsumoto, 2001). Se tuvo en cuenta lo indicado por Safarida v col., (2006) quienes
sefialan la importancia de los micronutrientes, tales como P, Mg y Ca, en la conservacion de la

conformacion estructural de las enzimas.

Hsu y Lockwood (1975) demostraron un crecimiento mas efectivo de aislamientos de
actinomicetos marinos y del suelo cuando se empleo agar QC con sales minerales, en relacion
con lo obtenido en un medio carente de éstas. Por ello, se tomo su articulo como base para llevar
a cabo la busqueda de microorganismos productores de quitinasas. Sin embargo, los protocolos
de aislamiento fueron modificados para hacerlos aplicables al estudio, de modo que se obtuviera
quitina en polvo de las fibras del exoesqueleto del camaron (Figura 12); y a partir de ella, a su
vez, quitina coloidal por medio de un proceso de extraccion quimica. Asi, se obtuvo un sustrato
sin grumos visibles, de consistencia cremosa, sin cambios de color, con un 95,4 % de humedad,
un rendimiento de 44,9 % y un valor de pH mayor a 2. La intencion al usar QC desmineralizada y
desproteinizada (Figura 13) fue evitar la formacion de halos de proteolisis, que con frecuencia
enmascaran los halos de quitinasa y dan falsos positivos (Gomez-Ramirez, 2006). De tal manera
que el medio de cultivo facilitd el proceso de selectividad, dada su limitacion en la fuente de

carbono. En la Tabla 4 se senalan el tipo de muestra y la procedencia de las cepas aisladas.



Tabla 4. Procedencia de las cepas aisladas y su codificacidn asignada.

Cantidad Cddigos de
Nimero Tipo de muestra Procedencia de L
) las cepas en la coleccion
aislados -
Bacteria aislada de un compostero ubicado en las
01 Compost inmediaciones de Tabay, Municipio Santos Marquina del 4 013701, 014501, 014502, 014503,
estado M¢rida. Donada por el Dr. Pablo Garcia.
Lombrices rojas Bacteria aislada de un compostero ubicado en [as 023701. 023702, 023703, 023704. 024501,
02,39 californianas inmediaciones de Tabay, Municipio Santos Marquina del 14 024502, 024503, 024504, 024505, 024500,
(Eisenia foetida) estado Mérida. Donada por el Dr. Pablo Garcia. 393701, 394301, 394502, 394503,
Bacteria aislada de una zona montafiosa del paramo La
03 Bosta bovina Culata, La Musuy. Municipio Rangel en Mucuchies, 3 033701 . 034501, 034502,
estado Mérida.
0437017, 043702, 043703, 043704, 044501,
044502, 053701, 053702 . 054501, 063701,
063702, 063703", 063704 . 063705, 064501,
064502, 064503, 073701, 073702 . 073703,
04, 05, 06, 07, Bacteria aislada de algas recolectadas de la superficie de 073704, 074501, 0745()2, OSWOI{ 084501 .
MY A YN rocas en exposicion constante a aguas termales sulfatadas - 084502, 084503, 084504 . 084505, 084506,
08, 09. 35, 36. Algas verdes . . | 59 ¢ .
37 38 de origen natural. ubicadas en ¢l Paramo La Culata, La (_)84507," 093701, 093702, 094501 ., 094502,
’ Musuy, Municipio Rangel en Mucuchies, Edo. Mérida. 094503 , 094504, 094503, 353701. 353702,
353703, 353704, 3537035, 333706, 354501,
363701, 363702, 363703, 363704, 363703,
363706~ BIOMI , 364501, 364502, 383701,
383702, 383703, 383704, 383703, 384301 ,
Guano de
10 Ezz:f\lz%s Bacteria aislada de guang de murciélago inscctivoro 5 104501, 104502 104503 .
, recolectado en el estado Barinas. ’
(Preronotus
parnellii)
Bacteria aislada de las heces de sapo comun, donadas por
1 Heces de sapo la Fundacion «Centro de Investigaciones del Estado para la 3 113701, 114501 . 114302,

comun (Bufo bufo)

Produccion Experimental Agroindustrial», CIEPE. del
estado Yaracuy.
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Tabia 4. Continuacién de la pagina anterior

: : . Cantidad Codigos de
Numero » Tipo de muestra PrOcedencia de fas cepas en la coleciibn
v - aislados : e .
0 Harina de camaron Bacteria aislada de la harina de camarén. donada por la 6 123701, 123702, 123703, 123704, 123703,
Fundacidn CIEPE, del estado Yaracuy. 124501 .
13 Agua residual Bactc/:ria aislada de agua residual v donada por el Dr. Pablo | 133701,
Garcia.
Bacteria aislada de bosta de caballo procedente de las
14. 30 Bosta de caballo inmediaciones del Laboratorio de Biotecnologia «Sixto - 143701, 143702 143703 . 144501, 303701,
(Equus caballus) | David Rojo», de la ULA, Municipio Libertador del Edo. 303702, 303703
Meérida.
Heces de perro Bacteria aislada de heces de perro obtenidas en las
15 (Canis lupus inmediaciones de la Facultad de Ciencias de la ULA, 2 153701, 154501
SJamiliaris) Municipio Libertador del estado Mérida.
. Bacteria aislada de restos de alacran recolectados en las
Restos de alacran | . - o 1 ,
16 (Centruroides spp.) 1nmed13c1on¢s del sector El Llano, Municipio Libertador | 163701,
del estado Mérida.
Heces de paloma | Bacteria aislada de excremento de paloma recolectado en
17 (Columba livia los alrededores de la Facultad de Ciencias de la ULA, 3 173701, 174501, 174502,
domestica) Municipio Libertador del estado Mérida.
* Bacteria aislada de muestra de suclo recolectada en la
Urbanizacion Don Perucho, sector el Arenal, Parroquia 183701, 183702, 183703, 183704, 183705
Arias, Municipio Libertador del Edo. M¢rida. LodSnT 1eA50n 194K 1RASd  1edSAZ
® Bacteria aislada del suelo de la Estacion del Instituto if;;gi ;zf?zgg ;2;8; ;jf;gj ;fi;gi
Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA), ubicada en ;; 450 1’ 2325 N 2 243 ; O‘IT 5 4; 7(') 2" 243 70"3':
18 23b 24, bSlalnlhmn deiLagumllas, Mumm’pxo Sucre del qu, Mcdrida. 243704, 243705 . 243706, 243707, 244501,
250 26" 27 Suelo ) A mu'eslr'd fue tomada en la €poca seca (02/04/08). 43 244502 253701 253702 253703, 253704,
5gel ‘ ' Bacteria aislada del suelo de la Finca Pedregal-Tucami. 253705 2%3706'4 253707‘ 2%2708) 253709
Edo. Mérida. La muestra fue tomada en la época lluviosa DRSS T e
Con ol , 253710, 253711. 263701, 263702, 263703.
(_19/09/()8).d La muestra fue tomada en la época seca 263704. 173701, 273702, 273703 274501'
(04/04/08).° Bacteria aislada del suelo de la Estacion 283701, 283702, 283703,

Experimental Chama del INIA, Edo. Zulia. La muestra fue
tomada en la €poca fluviosa (19/09/08).
' La muestra fue tomada en la época seca (04/04/08).
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Tabla 4. Continuacion de la pagina anterior

Namero

/Tipo de muestra

Procedencia

Cantidad
de
aisiados

Cédigos de
las cepas en la coleccion

19

Homoptero

Bacteria aislada de un homdptero colonizado por hongos
y bacterias, encontrado por el Dr. Pablo Garcia en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de
Microorganismos «Sixto David Rojo» (BIOMI), ULA,
Municipio Libertador del estado Mérida.

193701,

193702, 194501, 194502 . 194303 .

20

Pupa de nsecto

Bacteria aislada de una pupa de insecto encontrada por el
Dr. Pablo Garcia en las instalaciones de BIOMI, ULA,
Municipio Libertador del estado Mérida.

203701,

203702,

21

Lepiddptero

Bacteria aislada de un lepidoptero hallado en los
alrededores de la Facultad de Ciencias de la ULA,
Municipio Libertador del estado Mérida.

213701,

22

Conchas de camardn

Bacteria aislada de conchas de camarén provenientes de
una camaronera del estado Zulia y donadas por el
Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ingenieria de
la UL A, Municipio Libertador del estado Mérida,

L3

223701,

223702, 223703,

29

Caldos de quitina
pulverizada

Bacteria aislada de caldos de quitina pulverizada e
insoluble, con indculos de microorganismos provenientes
de un jardin urbano del sector El Arenal, del estado
Meérida.

9

293701,
293706,

293702, 293703, 293704, 293703,

293707. 293708, 293709,

]
N
LI
o8 )

Trampas de quitina
colonizadas

Bacteria aislada a partir de 3 g de quitina procesada y
donada por el Lic. Carlos Carbonell Arreaza, del 4rea de
piscicultura del CIEPE. Las muestras fueron colocadas
durante 23 dias como (rampas para microorganismos
quitinoliticos, bajo hojarasca, en la zona boscosa de
Santa Rosa. Municipio Libertador del Edo. Mérida.

SN
ST\
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)3, 322504, 322505,
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Tabla 4. Continuacion de la pagina anterior

Cantidad L
, : : . Céodigos de
Namero Tipo de muestra Procedencia de i
i . las cepas en la coleccion
v aislados :
Bacteria aislada a partir de 3 g de quitina procesada y
donada por el Lic. Carbonel del drea de piscicultura del
Trampas de quitina | CIEPE. Las muestras fueron colocadas durante 23 dias ; o
34 ampas de quiting ‘ , Jocatdy FHat ‘ 2 342501, 342502 .

colonizadas como trampas para microorganismos quitinoliticos, bajo
hojarasca, en la zona boscosa de Santa Rosa, Municipio

Libertador del estado Mérida.
Bacteria aislada por el profesor Julio Otoniel Rojas de un
medio de hidrocarburo colonizado por contaminantes en

Medio de los ambientes de BIOMI v perteneciente al cepario del ;
40 . es €€ v pere A cep I SM-BIOMI .
hidrocarburo Laboratorio de Biotecnologia «Sixto David Rojo», de la
ULA, Municipio Libertador del estado Mérida. Se utilizo
como cepa de control +.
Cepa aislada de plantas de 4gerafum sp., recolectadas en
‘Rizosfera de las las minas de roca fosforica de Monte Fresco, en la zona
plantas dgeratum sp. | alta de San Pedro del Rio, Municipio Ayacucho, del Edo.
41° 42° 43" Téachira. Pertenece a la coleccion de cepas del 3 MF4, ., MF4, . MF11 .

"Rizésfera de las

plantas Baccharis sp.

Laboratorio de Biofertilizantes de la Universidad
Nacional Experimental del Tachira (UNET), Municipio
San Cristébal del Edo. Tachira.

: 38 cepas presentaron halos de hidrolisis alrededor de 1a colonia luego de 4 dias de observacion. Cada resultado es 1a medida de tres repeticiones con tres

réplicas.




Figura 12. Aspecto fisico de la quitina en hojuelas secas (1) y polvo de quitina seca de un tamaiio de particula igual
o inferior a I mm de diametro (2).

Figura 13. Aspecto fisico de la quitina coloidal desmineralizada y desproteinizada con 91 % de humedad v pH
mayor a 2.

Con respecto al espectro infrarrojo, la muestra analizada de quitina en hojuelas y QC, se
observo que hay correspondencia entre los espectros de ambas quitinas, indicando que no hubo
un cambio notable en la estructura de la QC después de ser tratada con HCl a 37 % durante 12

horas. Hubo una disminucion en los picos que se encuentran a 3600, 2800 y 2300 cm™ (Anexo 7).

El empleo, como método de seleccion, de medios basados en la QC ha sido recomendado por
diversos autores, que han verificado una produccion notable de quitinasas en ellos, lo cual
coincide con lo reportado por Rodas y col., (2009) quienes realizaron una seleccion rapida de
cepas nativas —con actividad quitino-proteolitica— de Bacillus sp. en diferentes tipos de suelos

tropicales; de igual manera, el estudio realizado por Felse y Panda (1999) y Sakai y col., (1998)
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quienes aislaron microorganismos productores de quitinasas a partir de pilas de compost
utilizando QC como fuente de carbono. Asimismo, Gomez y col., (2002) mediante el uso de
sustratos coloidales coloreados con Remazol Azul Brillante R® (CC-RBB), seleccionaron

organismos quitinoliticos y evaluaron quitinasas extracelulares.

6.2.- Evaluacion de la produccion de quitinasa en placa

6.2.1.- Seleccion de Ias cepas quitinoliticas

Para realizar la seleccion primaria y evaluar cualitativamente la actividad quitinolitica de los
aislamientos microbianos que habrian de utilizarse en la investigacion, se incluyo la evaluacion

mediante técnica en placa, que permitio observar diferentes morfologias del halo (Figura 14).

Figura 14. Visualizacion de la aciividad quitinolitica extracelular semicuantitativa, v la diferencia en el didmetro de
las colonias, y ¢l crecimiento en placas con agar quitina coloidal al 2- 5 %y sales minerales. Las colonias sciialadas
con A corresponden a la cepa patron SM-BIOMI; las no sefaladas, a las cepas en estudio. Todas se incubaron a 37
°C durante 96 h.

A partir de 38 diferentes muestras colectadas en los estados Mérida y Tachira, se aislaron y
evaluaron un total de 188 cepas, de las cuales 38 fueron capaces de manifestar la actividad
extracelular de quitinasa cuando se formaron los halos de hidrolisis (Tabla 4); 92 cepas no

generaron halos translucidos alrededor de las colonias, aunque si presentaron crecimiento; y 58
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cepas no crecieron. En la Figura 14, se muestran los resultados obtenidos con algunas cepas
productoras con actividad degradadora de QC. Se puede observar, en este caso, que algunas de
ellas resultaron quitinasa-positivas y otras, negativas. Es importante mencionar que en todas las
placas se inoculd la cepa SM-BIOMI como testigo positivo para validar los ensayos, por lo que
podemos pensar que, al incorporar al medio QC de degradacion biologica, los microorganismos
degradadores de quitina presentes en las diferentes muestras recolectadas podrian tener una

actividad litica sobre este polisacarido al liberar las unidades de N-acetilglucosamina.

Para delimitar aun mas las poblaciones de potenciales productores de enzimas quitinoliticas,
se realizaron subcultivos en un medio que contenia unicamente QC, como se observa en la Figura
15. En este medio, solo crecieron 17 de 38 cepas del banco, por lo que inicialmente se uso este
criterio para seleccionar aquellas que tenian un crecimiento satisfactorio, expresado en el
diametro de los halos de degradacion —mayor que 1 mm— alrededor de las colonias positivas

luego de 7 dias de incubacion, y continuar con la inspeccion secundaria.

En consecuencia, el cambio establecio las condiciones que favorecieron el desarrollo de los
microorganismos mas adecuados, que mostraron un crecimiento abundante en el medio que
contenia solo QC, lo que confirmaba su idoneidad. En contraste, las cepas que presentaron
crecimiento, pero no halo de hidrolisis (por lo cual no fueron capaces de degradar la QC vy
utilizarla como unica fuente de carbono para su crecimiento), fueron eliminadas del estudio.
Probablemente, trazas de aziucar del medio AN ocasionaron que alcanzaran un crecimiento muy
leve en este medio de cultivo; incluso, pudieron perder su capacidad de crecimiento por el déficit
de algun microelemento o aminoacido esencial que no fue aportado por la QC y se encontraba en

el medio AN (Sastoque y col., 2007).

Del total de cepas analizadas, solo el 9 % mostro actividad quitinolitica al desarrollar halos
translucidos alrededor de la colonia, con un diametro promedio total de 1,5 mm; estos resultados
confirmarian que las enzimas quitinoliticas desempefian un papel nutricional secundario, y que la
QC no es una fuente importante de carbono y nitrogeno (Barboza-Corona y col., 2003). Se
obtuvo un total de 17 colonias con diferente morfologia macroscopica: colonias de colores

amarillo, blanco, rosado;, y texturas cremosas, rugosas; de apariencia circular, puntiforme e
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irregular. Estas colonias —se presume— fueron capaces de degradar quitina y utilizarla como
unica fuente de carbono para su crecimiento, consecuentemente, se sugieren como candidatas
para proseguir los estudios en la siguiente fase cuantitativa de seleccion. Por otro lado, con el fin
de establecer una identificacion morfologica mas acertada, se procedid a realizar la coloracion de
Gram con los diferentes microorganismos aislados. En la Tabla S se indica el diametro del halo
de hidrolisis de las 17 cepas estudiadas. Se observa que la cepa 084505 alcanzé el mayor
didmetro de los halos de hidrolisis (2,1 mm), mientras que las cepas 124501 y 194503

presentaron el menor diametro de los halos en el medio QC (1,0 mm).

Figura 15. Visualizacion del crecimiento en placas que contienen solo quitina coloidal al 5 %, 1a hidrolisis de quitina
coloidal y la diferencia en el didmetro de las colonias. Las colonias sefialadas con A corresponden a la cepa pairdn
SM-BIOMI,; las no sefialadas. a las cepas en estudio. Todas se incubaron a 37 °C durante 168 h.

Tabla 5. Seleccion primaria, caracteristicas macromorfologicas v morfologia microscopica de las cepas en estudio
por su actividad quitinolitica extracelular semicuantitativa, sembradas con 3 ul. en un medio sélido con QC al 5 %
(peso humedoAolumen) ¢ incubadas a 30 °C durante 168 h, tras lo cual se formaron halos de hidrolisis alrededor de
las colonias.

Caracteristicas macromorfolégicas y morfologia microscopica de las cepas en
estudio
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Tabla 5. Continuacién de la pdgina anterior

Caracteristicas macromorfoléogicas ¥y morfologia microscopica de las cepas en estudio
2
» @ 7 B £
e ; gl s £ > E g I (- g z
<€ |2.28 52| 8| 8| S| 3| €| < | 5 |EE| | 8|8
ST S| EE| 5| 2| 2| Bl B | 2|2 E| 5| S
VO [AagE | =2 | = & 7 A O O = | o Q0 = =
084504 1.4° 1 I Se R O F B On Ae - Bm +
084505 2.1 <1 C E L T AY A En Ae - Bg
094503 2,0 2 I E Br O \Y Be En Ae - Bp -
104502 1.6 <l I E Br O Cr B On Ae - Bm -
104503 2.0 1 1 E Br O Cr B On Ae - Ba +
124501 1.0~ >2 1 D 1 1 \% Be En Ae - Bp -+
174502 1,17 <l 1 Se L I Cr A En + - Bp -
194502 1,1° >2 I i R O \Y Be F + - Bp +
194503 1,0 1 [ L R O v Be E + - Bg -
253706 1,27 | 1 Se L O \Y Be On + - Bm -
363706 1.4 >2 C ) Br O \Y A En + - Bm -
MF4, 1.4 1 C E Br O v A Ln + - Bm -
Mi'4, 1,8 1 C E Br O v A En + - Bm -
MF11 1.4 >2 C E Br O Cr Be En + - Bm +

mm: milimetro de halo de hidrolisis. Estos resultados son el promedio de 7 observaciones.
“Halo luego de 7 dias.
C: circular; P: puntiforme; I: irregular; Br: brillante; R: rugosa; L lisa; E: elevada; Se: sin elevacion; O: opaca; T:
translucida; V: viscosa; Cr: cremosa; F: friable; A: amarillo; B: blanco; Bo: blanco opaco; Ro: rosado; Be: beige;
En: entero; On: ondulado; F: filamentoso; Bg: bacilos grandes; Bm: bacilos medianos; Bp: bacilos pequefios; Cb:
cocobacilo; Crecimiento aerdbico: +: positivo; —: negativo; Motilidad: +: positivo: —: negativo.

En la segunda seleccion de microorganismos, se determinaron colorimétricamente las
actividades extracelulares de quitinasa de los extractos crudos (Figuras 16 y 17). De acuerdo con
los resultados, se observd que la mayoria de las 17 cepas promisorias no manifesto actividad en
los sobrenadantes. Estos resultados pueden ser explicados como consecuencia de la
concentracion empleada del inoculo, ya que pudo no haber sido suficiente para lograr observar un
efecto hidrolitico en el medio de cultivo, si se consideran los estudios de Patidar y col., (2005)
quienes observaron un incremento lineal en la produccion de quitinasas cuando la concentracion
del indculo aumentaba. Por otro lado, es posible que se haya presentado una perdida de actividad
por parte de estas cepas debtdo a una union nespecifica del centro activo de la enzima quitinasa

con el sustrato quitina (Alvarez y Del Barrio, 2007): teniendo en cuenta que esta union no se




efectia por una simple adsorcion inespecifica, sino que tiene lugar a través de una localizacion
concreta de la enzima, llamada centro activo, en que se establecen multiples interacciones no
covalentes entre los aminoacidos que forman el centro activo y el sustrato, puede, de esta manera,
no generarse la hidrolisis enzimatica de la quitina (Franco, 2007). De igual forma, como se ha
sefialado previamente, es posible que estas cepas hayan perdido su actividad quitinolitica porque
los subcultivos continuos pueden tener efectos negativos en la produccion de metabolitos
secundarios por parte de los microorganismos. Es asi como se supone que esto mismo haya

ocurrido con estas cepas en relacion con la produccidn de quitinasas (Taddei y col., 1999).

Asimismo, en este ensayo se evidencio un cambio de color y textura del medio de cultivo
(Figura 18); ademas, el cambio fisico de la quitina coloidal indicaba que era probable que
estuviera siendo atacada enzimaticamente y las concentraciones de NAG total registradas en ios
microorganismos aislados podian estar asociadas a la incorporacién del producto de la
degradacion, debido a que la unica fuente de carbono que proporcionaba el medio era la QC. Los
resultados determinaron que la mayoria de los microorganismos podian crecer en el medio de
cultivo, en tanto que no se encontrd quitinasa en el sobrenadante de los cultivos, de ahi que no
parecian liberar aziicares y, en otros casos, no presentaban crecimiento, a excepcion de las cepas
SM-BIOMI, BIOMI-363706, MF4, y MF4,. Por tanto, este parametro fue considerado para la
eliminacion de cepas que, al parecer, no tenian la capacidad de degradar el polimero muy
eficientemente y, en consecuencia, no estaban liberando N-acetilglucosamina, lo cual era el
objetivo planteado en este estudio preliminar. En conclusion, de todas las estudiadas, la cepa
BIOMI-363706 se considero idonea para ser empleada como cepa de trabajo en el desarrollo de
la investigacion por las siguientes razones: fue la que relativamente produjo los mas altos niveles
de quitinasa, con una actividad especifica de 0,46 U mg™', en comparacion con las cepas MF4, y
MF4,, en cuyo extracto se observé mas proteina y una disminucion de la actividad especifica. De
la misma manera, su actividad especifica resultd ser mayor que la presentada por la cepa control

(SM-BIOMI). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 6.
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Figura 16. Aspecto macroscopico del extracto crudo enzimatico de las cepas MF4, (1) v control SM-BIOMI (2),
después de centrifugar el cultivo durante 15 min a 3.200 g, v a 4 °C, con inhibidor de proteasas.

Figura 17. Cuantificacion de la actividad enzimatica extracelular en el extracto crudo, ensayada de acuerdo con cl
método colorimétrico sefialado en la seccion 6.2, en un intervalo de incubacion de 1 h. Control negativo (1)

Figura 18. Fermentacion de las 19 cepas para determinar de manera cuantitativa la capacidad quitinolitica. Se
emplearon medio liquido modificado QC al 2 % (peso himedo/volumen); 0.1 % K,HPO,; 0,05 % MgS0,.7H-0: con
pH 7.2. Aspecto v cambio en ¢l color del medio de cultivo de las cepas: BIOMI-363706 (1), MF4, (2), MF4, (3) v
SM- BIOMI (4) como control +. Las condictones de incubacion fueron en todos los casos 30 °C y 180 rpm durante
120 h.
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Tabla 6. Evaluacion cuantitativa de la actividad enzimatica y especifica, tras 60 minutos, secretada por los extractos
crudos de las cepas en estudio, cultivadas en 45 ml de medio liquido modificado con adicién de quitina coloidal al 2
% (peso hiimedo/volumen), con pH 7.2 y como unica fuente de carbono, ¢ incubadas a 37 °C durante 120 h, y a 120
rpm.

‘ _ s © Actividad Extracelular
= T s0°C
Cepa Proteina Extr::celul}ir o Acitiiv/ida‘d ‘Qliiﬁnasa' 1 Actividadcsreciﬁca
: (ng/mb) o @Wml) (Umg)
SM-BIOMI” 372.86 108.02 0,29
014501 ND ND ND
084501 ND ND ND
084504 ND ND ND
084505 ND ND ND
0943503 ND ND ND
104502 ND ND ND
104503 ND ND ND
124501 ND ND ND
174502 ND ND ND
194502 ND ND ND
194503 ND ND ND
253706 ND ND ND
BIOMI-363706 60.71 27.73 0.46
MF4, 94,64 15.07 0,16
MF4, 63,93 115.25 0.29
MF11 ND ND ND

ND = No detectada.

*Se tomo como 1 unidad (U) quitinolitica la cantidad de enzima que produce un pmol de N-acetil-D-glucosamina
en un minuto, bajo las condiciones antes descritas.

“La concentracion de proteinas se midié con el método de Bradford.

¢ Control positivo (+). Cada resultado es la media de tres medidas.

En los experimentos realizados por Guo y col., (2004), que consistieron en cultivar una cepa
de Aeromonas schubertii en presencia de quitina coloidal al 0,2 % p/v, el sobrenadante del medio
de cultivo presentd una actividad quitinolitica extracelular de 0,16 U mi™ al cuarto dia de
crecimiento, mayor que la del control, que fue de 0,04 U ml"'. Ellos demostraron que varios
factores, como la concentracion de quitina, el carbono adicional y las fuentes de nitrogeno,
pueden influir en la produccion de quitinasas. Esto permite sugerir que las cepas en estudio
producen aitos niveles de quitinasas en un medio que contiene 2 % de QC,; en efecto, se ha

demostrado una produccion mas significativa de la enzima al usarse dicha concentracion.
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6.3.- Caracterizacién parcial de la enzima quitinasa producida por las cepas BIOMI-363706

y SM-BIOMI

Con la finalidad de determinar las condiciones optimas para un procedimiento de evaluacion
de la actividad enzimatica de quitinasas, se realizo la caracterizacion parcial de las muestras del
extracto crudo enzimatico, lo que permitiria estimar los posibles efectos de las variaciones de pH,
temperatura, estabilidad térmica, diferentes iones metalicos y EDTA en la actividad de las cepas,

y empleando siempre como sustrato la quitina coloidal.

Ya que la funcion fisiologica de la quitinasa difiere entre los diversos organismos, también sus
propiedades fisico-quimicas y comportamientos enzimaticos son diferentes. En las Figuras 19 y
20 se muestra el efecto de los diferentes valores de pH, que iban desde 2 hasta 11, sobre la
actividad quitinolitica de la enzima BIOMI-363706, y se puede observar que el valor optimo del
pH estaba comprendido entre 6,0 y 6,5, para las dos cepas, cuando la reaccion se incubo durante
30 min a 50 °C y 37 °C, respectivamente. El comportamiento de cada curva es distinto,

especialmente en el rango alcalino.
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Figura 19. Efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de BIOMI-363706. La reaccion se llevo a cabo a 37
°C durante 30 minutos.
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Figura 20. Efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de BIOMI-363766. La reaccion se llevo a cabo a 50
°C durante 30 minutos.

En las Figuras 21 y 22 se muestra el efecto del pH sobre la actividad de la enzima SM-BIOMI,
y se indica que presentaba valores optimos de pH comprendidos entre 3,0 y 6,5 cuando la

reaccion se incubo durante 30 min a 37 °C y 50 °C, respectivamente.
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Figura 21. Efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de SM-BIOMI. La reaccion se llevo a cabo a 37 °C
durante 30 minutos.
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Figura 22. Efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de SM-BIOMI. La reaccién se llevo a cabo a 50 °C
durante 30 minutos.

En cuanto al pH, un factor importante en la produccion de exoquitinasas, va a depender de las
caracteristicas del microorganismo utilizado (Matsumoto, 2001). Frente a lo reportado por otras
investigaciones, el pH varia dependiendo del lugar de donde se extrajeron los microorganismos,
pero el rango para los microorganismos capaces de inducir las enzimas quitinoliticas fluctua entre
5,5y 9,0, con un valor optimo de pH 7,65 (Felse y Panda, 1999). Los resultados se muestran en
las Figuras 19, 20, 21 y 22, en las que se puede observar que, con los pH ligeramente neutros (5,
6, 7), las quitinasas se sintetizan mejor que con los pH acidos (3, 4, 5) o basicos (8, 9), con los
cuales la actividad exoquitinasa era minima. Estos resultados son similares a los reportados con
la enzima purificada de la linea TKUO15 de Pseudomonas sp. (Wang y col., 2008), que usa
concha de camaron como sustrato, y la caracterizacion de dos isoformas de quitinasa de Vibrio
alginolyticus (Suginta, 2007). Incluso la quitinasa purificada de Bacillus sp. 13.26 fue Optima con

un pH cercano al neutro (7) (Yuli y col., 2004).

Diversos estudios han probado condiciones de pH distintos, que iban de ligeramente acidos a

alcalinos. En el caso de la quitinasa extracelular termofila de Bacillus sp. Hul, el pH optimo para

73



la actividad de la enzima se establecio en 6.5, lo que sugiere que la quitinasa es una enzima casi
neutral. Un pH optimo similar fue reportado para la quitinasa de la Lnterobacter sp. G-1 (Park y
col., (1997) y la de la P. aeruginosa K-187 (Wang y Chang, 1997); asimismo, un pH 6 para las
de Bacillus subtilis W-118 y Clostridium paraputrificum (Morimoto y col., 1997). Las quitinasas
de Serratia marcescens y Serratia liquefaciens tienen un pH optimo entre 5,0 y 6,0 (Brurberg y

col., 1996),

Algunas quitinasas bacterianas también funcionan mejor con un pH acido: el Bacillus cereus
6E1 con un pH 5.8 (Wang y col., 2001) y el Bacillus thuringiensis chiA74 con un pH 6 (Barboza-
Corona y col., 2003), mientras que la quitinasa de 7hermomyces lanuginosus SY?2 presentd la
mayor actividad con un pH 4.5 (Guo y col., 2008); a su vez, deromonas sp. DYU-Too7 (Lien y
col., 2007) y la bacteria Ralstonia sp. A-471 (Mitsuhiro y col., 2005) presentaron un pH optimo
de 5,0; la Microbispora sp. V2 (Nawani y col., 2002) un pH 3,0; entretanto, el Bacillus cereus
presento un pH optimo de 5,8 (Wang y col., 2001). En otro experimento realizado por Yong y
col., (2005), en el cual purificaron y caracterizaron una quitinasa extracelular producida por la
bacteria C4 del género Sanguibacter, la enzima mostro una actividad optima con un pH 4,6
después de la incubacion a una temperatura Optima de 37 °C durante 30 minutos, y usando

quitina coloidal como sustrato.

Por lo anterior y por nuestros resultados, se puede afirmar que el pH es un parametro que
ejerce influencia sobre la sintesis de quitinasas y cuyo control es importante para evitar pérdidas
apreciables de la actividad enzimatica. En efecto, la actividad quitinolitica de la cepa BIOMi-
363706 decayo 74-81 % de la actividad méaxima cuando la reaccion se incubd a 37-50 °C,
respectivamente Asi mismo la actividad de la SM-BIOMI disminuyo 89-66 % de la actividad

maxima cuando la reaccion se incubd a 37-50 °C, respectivamente.

De acuerdo con las comprobaciones, se evidencid que la temperatura en la cual los extractos
crudos de BIOMI-363706 y SM-BIOMI presentaban mayor actividad era de 50 °C con un pH
optimo de 6 y 6,5, respectivamente, cuando la reaccion se incubd durante 30 min (Figuras 23 v
24). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a partir de la estabilidad con diferentes

temperaturas (Figuras 25 y 26), se determino que:
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e Para valores de temperatura entre 60 °C y 70 °C, la actividad quitinolitica de la enzima de
BIOMI-363706 y SM-BIOMI disminuia entre 14 % y 97 %, y entre 50 % y 96 %,
respectivamente.

e Para un valor de temperatura de 50 °C, la actividad quitinolitica de la enzima de BIOMI-
363706 y SM-BIOMI era de 98 % y 99 %, respectivamente.

e Para valores de temperatura entre 10 C° y 20 °C, la actividad quitinolitica de la enzima de
BIOMI-363706 y SM-BIOMI disminuia entre 1 %y 3 %, yentre 1 % y 5 %, respectivamente.

e De acuerdo con lo anterior, se pudo observar que la enzima, por un lado, perdia su estabilidad
en mas de 97 % al permanecer durante 5 min a 70 °C; y, por otro, se mantiene mas activa y

alcanzaba su mayor estabilidad entre los 10 C°y 50 °C.

Como puede apreciarse, tal rango de estabilidad les confiere a las cepas cualidades para
diversos procesos industriales, por ser comparables con las de la quitinasa de la cepa
Pseudomonas aeruginosa K-187, la cual tiene una temperatura Optima para la catalisis de 50 °C,
incubada durante 30 min, y su termoestabilidad es menor que 50 °C (Thompson y col., 2001),
asimismo, su temperatura optima oscila entre 40-60 °C, dependiendo de la fuente (Mane y

Deshmukh, 2009).

Entretanto, la temperatura optima de Streptomyces lividans es de 50 °C y la quitinasa de
Streptomyces erythraceus tiene una actividad optima a 60-70 °C, pero la enzima no es estable por
encima de 60 °C (Hara y col., 1989). Seglin otro estudio, Streptomyces canus y Micromonospora
brevicatiana mostraron una actividad maxima a 40-60 °C. Ademas, la concentracion de sustrato
de Streptomyces pseudogriseolus mostro una actividad maxima a 40-50 °C. En el caso de la
quitinasa purificada de Bacillus sp. 13.26, la temperatura optima fue de 60-65 °C, y su
termoestabilidad se mantuvo a 80 °C (Yuli y col., 2004). Por otra parte, la temperatura optima
para la quitinasa de Planococcus rifitoensis cepa M2-26 fue de 70 °C, y la estabilidad de la
enzima mantuvo mas del 88,5 % de la actividad original en el rango de temperatura de 40-70 °C
y el 82 % de su actividad original a 80 °C (Essghaier y col., 2010). De acuerdo con los resultados
de caracterizacion de una quitinasa extracelular producida por la bacteria C4, usando quitina
coloidal como sustrato, la enzima presentd una temperatura Optima de 37 °C y mantuvo la

estabilidad en el rango de temperatura de 25-50 °C; mas del 75 % de actividad a 50 °C y cerca
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del 50 % de actividad a 60 °C después de 1 h; y la quitinasa se volvia inactiva completamente a
80 °C (Yong y col., 2005). De forma parecida, la enzima quitinolitica de Serratia plymuthica
HRO-C48 presentd una actividad optima a una temperatura de 55 °C con pH 5,4, mostrando al
menos el 50 % de actividad en un rango de 16 °C con pH 4,6, y 68 °C con pH 7.2 (Mane y
Deshmukh, 2009).
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Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la actividad del extracto crudo de SM-BIOMI. La reaccion se llevé a cabo
con pH 6.5 durante 30 min.
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Figura 25. Medicion de la estabilidad de la actividad quitinolitica del extracto crudo de BIOMI-363706 a diferentes

gradientes de temperatura y con un pH 6,0 durante 5 min.
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6.4.- Evaluacion del efecto de los iones metalicos y EDTA sobre la actividad enzimatica

Cuando se evalud el efecto de varios cationes divalentes sobre la actividad de la quitinasa, se
pudo comprobar que ésta fue ligeramente activada, respecto al control EDTA al 100 %, por Mn
y Ca™ tanto en el caso de SM-BIOMI como de BIOMI-363706. Incluso, no se observaron
pérdidas significativas de la actividad cuando las enzimas se ensayaron en presencia de Mg ?,
Zn'* y Co'™ (Tabla 7). Estos datos indican que, probablemente, los iones pueden actuar como
activadores de la quitinasa o, posiblemente, que mejoran la estabilidad molecular de la enzima

(Bhushan y Hoondal, 1998). Asimismo, sugieren una regulacion de las quitinasas por la

concentracion fisiologica de cationes divalentes in vivo (Park y col., 2000).

Tabla 7. Efecto de varios compuestos quimicos sobre la actividad del extracto crudo de SM-BIOMI y BIOMI-
363706. La reaccion se llevo a cabo por preincubacion de las enzimas en 50 mM de un buffer fosfato en presencia de
cationes (sales de cloruro) y EDTA como control referencia, a temperatura optima v con pH 6.0 v 6,5 durante 30

min.

Actividad Relativa (%)"
Quimicos ~ Concentracion SM-BIOMI BIOMI-363706

EDTA 0.1 mM" 98 109
Mg 2 mM 90 83
Ca™ 2 mM 100 84
Mn™ 2 mM 97 100
Zn** 2 mM 90 85
Co™* 2 mM 34 87

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
“Los resultados son la media de tres valores.
" Se utilizé una concentracién menor debido a que posee baja solubilidad.

Reportes del efecto de los iones metalicos sobre la quitinasa purificada de Bacillus sp. 13.26
sefialan que es activada por Mg™ y NiZ en 131 % y 116 %, respectivamente (Yult y col., 2004),
mientras que es completamente inhibida por Mn"” y Co' y casi en un 50 % inhibida por la
adicion de Ca™, en una concentracion de 2 mM. Por otra parte, en un experimento realizado por
Wang y col., (2008) la actividad de la enzima purificada de la linea TKUO15 de Pseudomonas sp.
fue inhibida completamente por Fe> y Mn'? usando concha de camaron como sustrato.

Asimismo, en un frabajo realizado por Patil y col., (2000) en el cual utilizaron una cepa de C.
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lindermuthiamim, se encontré que Ni'> y Mn’? son inhibidores de quitinasa, mientras que la
quitinasa de Bacillus MH-1 es activada por Ca'” y Mn"? (Sakai y col., 1998). De acuerdo con los
resultados obtenidos por Kim y col., (1992) del efecto de varios iones inorganicos sobre una
quitinasa purificada de los tejidos maduros de la cebolla verde, se observo que la mayoria de los

) 2, . . . . . e . o,
“ Cu 2) no afectd significativamente la actividad enzimatica,

iones metalicos (Mn™?, Na'?, Mg’
salvo dos de ellos (Ag'™? y Hg'?), que si la inhibieron en una concentracion de 10 mM; mientras
que Fe?, Ca™ y Ba’"? activaron la enzima en un 20 %. Se ha mostrado que los aminoécidos se
unen a ciertos cationes bivalentes en los sitios activos de las quitinasas, 1o que posiblemente las
inhibe (Milewski y col., 1992). Por su parte, Morales de la Vega y col., (2000) para estudiar el
efecto de los iones metalicos en la actividad de la quitinasa del Bacillus thuringiensis subsp.
aizawal, incubaron la mezcla durante 60 min a 50 °C; mostraron que la actividad enzimatica fue

2y solo con Co™? y Mg™? hubo un ligero incremento de ella. Por

completamente inhibida por Hg'
lo tanto, un efecto de la inactivacion de Hg'? sugiere que hay grupos tiol en el centro activo
enzimatico, esto puede indicar el posible papel de la cisteina u otro tiol-aminoacido implicados

en el sitio catalitico de la enzima.

Park y col., (2000) reportaron un aumento de 106 % de la actividad quitinasa de una bacteria
marina, Fibrio sp. 98CJ11027, en S mM de EDTA, con respecto a otra muestra que no los tenia.
Tales resultados apoyan los que obtuvimos en esta experiencia. De igual forma, experimentos
realizados por Molinari y col., (2007) —en los cuales se analizo la actividad quitinasa en
extractos de estobmago, intestino y en el suero de la tilapia del Nilo, Oreochromis niloticis—
indicaron que, al utilizar 0,1 mM de EDTA, se conseguia un fuerte efecto inhibidor de 21,42 %
sobre la quitinasa en el sustrato artificial 4-methylumbelliferil $-D-N,N’-diacetylchitobioside
(4MU[GIcNAc],); mientras que, en 4-methylumbelliferil B-D-N, N', N"-triacetylchitotrioside
(4MU[GIcNAc]3), la actividad fue totalmente inhibida. En el caso de una quitinasa procedente de
la nueva linea TKUO15 de la especie Pseudomonas sp., y usando conchas de camaron como
sustrato, se determiné que una concentracion de 10 mM de EDTA producia un efecto inhibidor
sobre la quitinasa de 25 % en relacion con el control (Wang y col., 2008). De igual manera con el
efecto del agente quelante en la exoquitinasa del Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, en una

concentracion de 0,1 %, ya que los resultados indicaron que la actividad fue significativamente
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inhibida en casi el 26 % por EDTA, lo que sugiere que el efecto podria implicar una

metaloenzima (Morales de la Vega y col., 2006)

6.5.- Evaluacion de la actividad quitinolitica con el empleo de diferentes sustratos, como

quitina en polvo, quitina coloidal y glicol quitina

Para evaluar la influencia generada por el sustrato sobre la actividad quitinolitica, se
emplearon los extractos enzimaticos de BIOMI-363706 y SM-BIOML. En los resultados
obtenidos, en términos de velocidad relativa sobre diferentes sustratos siguid este orden: quitina

coloidal > polvo de quitina (<Imm) > glicol quitina, como puede verse en las Figuras 27 y 28.

La actividad de las enzimas sobre diferentes sustratos se encuentra relacionada con la
naturaleza de cada uno de éstos. La QP es insoluble en soluciones acuosas, la QC es mas
hidrosoluble que la QP, mientras que la modificacion quimica del GQ (O-2-hidroxietil-quitina) la
convierte en un sustrato de alta hidrosolubilidad en relacion con la QC y la QP. La baja actividad
de las enzimas sobre la QP se debe, muy probablemente, a la baja accesibilidad del sustrato como
producto de su escasa hidrosolubilidad. Por otro lado, es posible que la modificacion quimica del

GQ haya podido afectar el reconocimiento de los sitios de corte de las quitinasas en estudio.

Basandonos en los resultados, la alta preferencia de ambas enzimas por el sustrato QC se debe,
en gran medida, a la separacion previa de las moléculas del polisacarido mediante el
hinchamiento inducida por acido clorhidrico concentrado, en comparacion con la estructura
cristalina de la quitina en polvo, que produce una reaccion mas lenta, y con la glicol quitina, que
es practicamente inactiva como sustrato. La mejor accion sobre materiales coloidales ha sido
explicada suponiendo que, en este caso, las moléculas del sustrato son mas accesibles a la enzima
que la mas densa y cerrada organizacion molecular presente en la estructura nativa cristalina de
los sustratos solidos, en que las fuerzas intermoleculares, es decir, los puentes de hidrogeno que
pueden formarse entre dos grupos hidroxilos (HO — HO), el hidrogeno del grupo amida y los
oxigenos de los grupos hidroxilos (HO — HN), y los hidrogenos de los hidroxilos y el grupo
carbonilo (C=0 — HO), otorgan una mayor estabilidad a la estructura. Ademas, el mayor tamano

de la molécula de quitina podria constituir un impedimento estérico que evite, en cierta forma,
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alcanzar el sitio receptor y, por tanto, el reconocimiento (Cowling y Brown, 1969; Gonzalez y
col., 2002). No obstante, para explicar mejor estos resultados es necesario tener en cuenta otros
factores; por ejemplo, el tipo de quitina que esta utilizando el microorganismo como sustrato
durante las fermentaciones, de las cuales fueron obtenidos los extractos enzimaticos; es necesario
considerar el efecto de otras enzimas hidroliticas que, probablemente, pueden estar presentes en
tales preparaciones, ya que se ha descrito que estos polimeros complejos requieren de la
participacion de diferentes actividades enzimaticas para su hidrolisis (Manucharova y col., 2004);
asi como también los diferentes tratamientos fisicos realizados a la quitina (la molienda), los

cuales desempefian un papel importante en la especificidad del sustrato.

Segun Sastoque (2005), la diferencia entre los sustratos quitina coloidal y cuticula de
coledptero molida va a depender del tamafio y la forma de sus particulas, la concentracion de
quitina, la facilidad de contacto y el reconocimiento por parte de la enzima, lo cual cumple un
papel fundamental en la rapidez y las diferencias de la degradacion que se manifiestan en la
disparidad de los tiempos de concentracion de N-acetilglucosamina liberada. Por otra parte, en un
trabajo realizado por Llina y col., (2004), se sefiala que, aparentemente, el tratamiento de la
quitina con acido ortofosforico genera una pérdida de la disposicion regular de las cadenas de N-
acetilglucosamina, lo que provoca un aumento del nimero de regiones amorfas y, por ende,
afecta la estructura cristalina al no presentar un ordenamiento regular y deja estos puntos mas

accesibles a la accion de las hidrolasas.

El empleo de medios basados en la quitina coloidal ha sido analizado por Gomez y col.,
(2002): la actividad de la quitinasa sobre sustratos solidos vy coloidales coloreados con Remazol
Azul Brillante (RBB) muestra mejores resultados, ya que las moléculas del sustrato son mas
accesibles a la enzima que cuando poseen el ordenamiento conformacional regular, presente en la
estructura de los sustratos estrictamente sélidos, como la quitina molida. Asimismo, en
experimentos realizados por Dai y col. (2011), en los cuales la especificidad de la quitinasa
extracelular de Bacillus sp. Hul termofilo fue estudiada en siete sustratos. Se evidencid que la
actividad relativa de la quitinasa solo alcanzo un porcentaje de 49,8 % con la quitina en polvo y

3,9 % con el quitosano (80 % grado de desacetilacion), en comparacion con QC, con la cual

alcanzo 100 % bajo las mismas condiciones de ensayo. Sin embargo, no hubo actividad cuando
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se utilizaron, como sustratos, quitosano (95 % grado de desacetilacion), carboximetilcelulosa,
celulosa y almidon soluble. Por tanto, concluyeron que la quitinasa de este estudio tenia una alta

especificidad s6lo para hidrolizar enlaces glicosidicos entre GlcNAc-GlcNAc.

Por su parte, Mitsuhiro y Motoo (1992), al observar la especificidad, descubrieron que la
quitina coloidal y el etilenglicol quitina eran los mejores sustratos ensayados, ya que fueron
efectivamente hidrolizados por las quitinasas 1 y I purificadas de Aeromonas sp. Por el contrario,
la actividad fue significativamente menor con la quitina y el quitosano, y no hubo actividad en

los sustratos pNPGlcNac y N,N'-diacetylquitobiosa.

Lee v col, (2007) reportaron que la quitinasa de Bacillus sp. DAU101 mostro la mayor
especificidad sobre los sustratos de quitina purificada (100 % de actividad relativa) entre todos
los sustratos ensayados —en una concentracion de 0,25 %—, tales como la quitina coloidal (28
%), el glicol quitina (no detectado), el quitosano soluble (19 %), el glicol quitosano (no
detectado) y la carboximetilcelulosa (CMC, no detectada). Estos resultados indicaron que la
enzima no podia hidrolizar los sustratos glicol quitina, glicol quitosano y CMC, pero si QC y el

quitosano.
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Figura 27. Especificidad en diversos sustratos de Ia quitinasa de BIOMI-363706.

82



BActividad Relativa (%o)

Actividad Relativa (%)

ar GQ

Sustratosal 1%

Figura 28. Especificidad en diversos sustratos de la quitinasa de SM-BIOMI.

6.6.- Estudio del Km vy la Vimdx de las quitinasas en la preparacion cruda con la utilizacion

de la quitina coloidal como sustrato

El efecto de la concentracion del sustrato sobre las actividades de las quitinasas BIOMI-
363706 y SM-BIOMI se estudio mediante el uso de al menos S diferentes concentraciones de
sustrato. La velocidad inicial se determind a partir del aumento de la concentracion de QC como
sustrato polimérico insoluble. Los valores de los parametros cinéticos que definen a una enzima
se calcularon a partir de la representacion de los dobles reciprocos o método de Lineweaver-Burk
(1/vy versus 1/[S]), para la representacion lineal, en que vy y S son la velocidad inicial de
hidrélisis y la concentracion de sustrato, respectivamente; de manera que muestran su maxima
actividad bajo condiciones optimas de pH y temperatura. La actividad extracelular BIOMI-
363706 y SM-BIOMI, siguen una cinética de Michaelis-Menten. (anexo 11) Los resultados
obtenidos de las Constantes de Michaelis (Km) v Velocidades maximas (Vmdx) aparentes en este
ensayo estan representados en la Tabla 8 Ambas enzimas tienen valores de Km y Fmcix
claramente parecidos, tanto por su especificidad en el sustrato QC como por la velocidad maxima

en la que son capaces de trabajar. Estos valores son aparentes debido a que el sustrato es
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Tabla 8. Parametros cinéticos de la quitinasa BIOMI1-363706 sobre ¢l sustrato quitina coloidal®

Enzima L Km o mdx
g (mg/m) - (umol/min)
BIOMI-363706 1,278 0.015
SM-BIOMI 1.231 0,045

* Las concentraciones del sustrato fueron: 2.5, 5, 7, 10y 15 % (peso humedo/volumen), v la mezcla de ensayo
contenia una concentracion enzimatica scgun se describe en el punto 6.2.

En un trabajo realizado por Guo y col., (2004), en el cual compararon los parametros cinéticos
de quitinasas extracelulares de Aeromonas schubertii purificadas, se investigd el efecto de la
concentracion del sustrato quitina coloidal celeste sobre la actividad quitinolitica. Los resultados
obtenidos del analisis de datos, en que se utilizaron las representaciones lineales de Lineweaver-
Burk, mostraron que las quitinasas correspondientes a 75 kDa (F13) tenian un Km de 2,9 mM vy
una Fmdax de 0,87 U/mg proteina, mientras que las quitinasas con pesos moleculares de 30, 38 y
75 kDa (F8) alcanzaban un valor Km de 2,6 mM y un valor en la Vindx de 0,72 U/mg proteina.
Curiosamente. después de que estas preparaciones enzimaticas fueron tratadas con etanol al 30
%, su actividad quitinolitica aumento6 en forma considerable: si bien mostré un valor de Km que
no habia cambiado significativamente en la quitinasa de 75 kDa (F13), si mostro una Fmdx de
1,92 U/mg proteina. Con respecto a la quitinasa de 75 kDa (F8), en la fraccion 8, el valor de Km

fue de 5,5 mM vy el de Vimdx de 1,10 U/mg proteina.

Por otra parte, Arakane y col., (2003) compararon el comportamiento enzimatico de formas
modificadas de quitinasa de Manduca sexta (gusano del tabaco); los analisis cinéticos se
realizaron con pH 9, y usando QC como sustrato. Todas las proteinas recombinantes con el
dominio catalitico intacto eran activas en relacion con el sustrato. Sefialaron, ademas, que los
valores de las formas modificadas de quitinasa Chi386 (Fmdx= 13,5 AA405/h/uM; Km= 29,0
mg/ml), Chi396 (Fmax= 11,8 AA405/h/uM; Km= 20,0 mg/ml) y Chid77 (Vmdx= 8,40
AA405/h/uM; Km= 9,96 mg/ml) eran mucho mayores que el de la proteina recombinante de
longitud completa Chi535 (Vmdx= 8,70 AA405/b/uM; Km= 4,29 mg/ml), lo que indica que

dichas enzimas tenian una afinidad disminuida por el sustrato insoluble porque,
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presumiblemente, carecian del Dominio de Union a la Quitina (CBD) quitina. Las actividades
cataliticas y de union a quitina son independientes una de la otra, ya que cada actividad funcional
es separada. Los valores de las tres formas extendidas de quitinasa Chi 386(MCBD) (Fmcix= 3,49
AA405/h/uM; Km= 4,98 mg/ml), Chi 386(MCBD), (Fmdx= 4,88 AA405/h/uM; Km= 4,67 mg/ml)
y Chi 386(RCBD) (Vmdx= 3,11 AA405/h/uM; Km= 3,18 mg/ml) eran mas pequeiias que los de
Chi386, y similares a los de Chi535, lo que sugiere que todas tenian una afinidad alta con el
sustrato. Conciuyeron que la adicion de CBD aument6 la afinidad del dominio catalitico de la
quitinasa de insectos con el sustrato insoluble porque, posiblemente, {a union de éste en el CDB
aumentaba la concentracion local del sustrato en los alrededores del sitio catalitico. Sin embargo,

la mayor parte de la proteina activa se localizd en la enzima de longitud completa.

Saborowski y col., (1993) realizaron investigaciones del valor de Km de la quitinasa extraida
del estomago y la glandula del intestino medio (hepatopancreas) del Fuphausia superba (krill del
Antartico). Esta experiencia se llevo a cabo a 35 °C, con pH 6,0 y durante 30 min. El
comportamiento cinético de la quitinasa se caracterizo por la curva tipica de Michaelis-Menten,
la cual mostrd un valor de Kmz de 0,07 = 0,01 mg Carboximetil quitina-Remazol Violeta Brillante
(CM-quitina-RBV):ml”". Se observé que, incluso con una concentracion de 0,5 mg de CM-
quitina-RBV-ml™", no se detectaba inhibicién de la actividad. En comparacion con estos
resultados, Spindler y Buchholz (1988), tras analizar la quitinasa del Meganyctiphanes norvegica,
encontraron valores de Km= 1,6y 5,2 mg de quitina-ml'l, usando el producto final de deteccion.
La disminuida concentracion de saturacion media medida aqui puede ser también explicada por
las diferentes caracteristicas del sustrato soluble en comparacion con la quitina cristalina, pues
aquél es mas susceptible del ataque enzimatico que ésta, que puede ser atacada desde la
superficie. En consecuencia, la afinidad de la enzima al sustrato soluble puede ser aumentada vy,

asi, el valor de Km aparente disminuido.

Adicionalmente, Yong y col., (2005) purificaron y caracterizaron una quitinasa extracelular
producida por la bacteria C4. El experimento se desarrollo mediante la representacion de
Lineweaver-Burk —Ia ecuacion de Michaelis-Menten en forma de doble reciproco—, vy
reuniendo las condiciones oOptimas para calcular las velocidades de reaccidon con cada

concentracion del sustrato (en este caso, QC). Los autores obtuvieron resultados aparentes de Km
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y Vmdx de 6,95 mg/ml™ y 10,53 U/min mg”, respectivamente. Por otro lado, Uria y Chasanah
(2005) estudiaron las propiedades cinéticas de una quitinasa proveniente de una cepa bacteriana
asociada con una esponja marina. La actividad enzimatica fue ensayada con el pH y la
temperatura optimos, y con la concentracion final del sustrato en el intervalo de 1 mg/ml a 8,75
mg/ml. Los resultados del efecto de las diferentes concentraciones del sustrato sobre la actividad
enzimatica sugirieron que las actividades de la enzima obedecian a la curva hiperbolica de
Michaelis-Menten, [o que permitio determinar los parametros cinéticos utilizando las
representaciones de Lineweaver-Burk (1/v:1/[S]): se enconttd que Fmdx y Km aparentes de la

quitinasa sobre la QC fueron 2,19 U/ml y 16,1 mg/ml, respectivamente.

6.7.- Determinacion del peso molecular de los extractos caracterizados mediante

electroforesis SDS-PAGE

En la Figura 29 se presenta el gel obtenido, en condiciones desnaturalizantes, de los extractos
crudos de BIOMI-363706, sometido uno a ebullicion en bafio Maria durante 5 min y otro sin
calentar; aqui se observaron, principalmente, 3 bandas proteicas comunes, bien definidas en el
perfil de la enzima, las cuales poseian una masa molecular que variaba entre 44, 95 v 117 kDa,

siendo éstas las mas intensas.
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Figura 29. Gel SDS-PAGE al 12 %, bajo condiciones desnaturalizantes, de BIOMI-363706. Las flechas seiialan
bandas de 44, 95 v 117 kDa Carril 1: Proteinas patron de peso molecular (3 uL). Carril 2: Extracto crudo de BIOMI-
363706 sin calentar (0,73ug). Carril 3: Extracto crudo de BIOMI-363706 calentado durante 5 min (0,73ng). Carril 4:
Albumina de suero bovino (0.03 pg). Tefiidos con Azul de Comassie.

Los pesos moleculares de las quitinasas bacterianas varian entre 20 y120 kDa, mientras que
los de los actinomicetos fluctuan, en su mayoria, entre 30 kDa y menos, y los de los hongos son
superiores a 30 kDa. Es de hacer notar que la mayoria de las quitinasas o quitosanasas de Serrafia
sp. tienen una masa molecular en el intervalo de 35,5-60 kDa (Wang y Chang, 1997, Wang y col.,
2010).

Los pesos moleculares de la mayoria de las quitinasas microbianas estan en el intervalo de 40
y 65 kDa. En este sentido, Kim y col., (2007), en su experiencia sobre la caracterizacion de una
enzima quitinolitica de Serratia sp. KCK, aislada del jugo del kimchi, reportaron que la quitinasa
presentd un peso molecular de 57 kDa. Datos similares se han obtenido, mediante electroforesis
SDS-PAGE, con una quitinasa de S. marcescens QMB1466, la cual presentd un peso molecular
de 58 kDa (Green y col., 2005). Asimismo, Brurberg y col., (1994), al analizar una quitinasa de
Serratia sp. mediante SDS-PAGE, observaron una banda visible de la quitinasa pura de alrededor
de 62 kDa.
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Por otra parte, el analisis SDS-PAGE de una quitinasa de Bacillus cereus reveld cuatro
quitinasas diferentes de 35, 47, 58 y 64 kDa en los sobrenadantes del cultivo, el cual crecio en un
medio que contenia quitina coloidal (Mabuchi y col., 2000). También Ueda y Arai (1992)
reportaron la presencia de multiples formas de quitinasas de Aeromonas sp., con pesos
moleculares que iban desde 89 kDa hasta 120 kDa. Segun ellos, las bacterias pueden producir
diferentes formas de enzimas quitinoliticas, probablemente para hidrolizar la diversidad de
moléculas de quitina encontradas en la naturaleza. Las diferentes formas de las enzimas se
sintetizan en diferentes etapas durante su crecimiento y se expresan de forma diferente en funcion

de los nutrientes de su ambiente.

6.8.- Identificacion de las cepas quitinoliticas hasta el nivel del género, segiin criterios

morfolégicos y bioquimicos, y mediante el secuenciamiento del ADNr

En la figura 30 se presenta el resultado de la extraccion de ADN a partir de las cepas SM-
BIOMI y 363706-BIOMI, conforme un protocolo basado en la digestion con proteinasa K
{Seccion 9.1, Materiales y Métodos). Por tanto, se confirma la presencia de ADN gendmico sin

fraccionamiento, de alto peso molecular y calidad, para la amplificacion mediante PCR.

La amplificacion del gen 16S del ADNr gener¢ fragmentos cuyos tamanos llegaron hasta 200
pb, aproximadamente (Figura 31). A continuacién, se compararon las secuencias obtenidas
(Tabla 9) con las depositadas en 2 bases de datos: National Center for Biotechnology Information
(NCBI) y The European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Con estos resultados, se
establecio que las secuencias del gen 16S del ADNr de las dos cepas obtenidas a partir de los
primers universales (FD; y K;R) tenian un porcentaje de identidad del 100 % para el género
Serratia sp. Esto demostraba que las cepas SM-BIOMI y BIOMI-363706 pertenecian al género

Serratia, si nos basabamos en el analisis BLAST de las secuencias obtenidas.
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Figura 30. Gel de agarosa al 0,8 % que muestra el ADN genoémico de las cepas. Carril 1. SM-BIOMI; 2. 363706~
BIOMI

Figura 31. Gel de agarosa al 2 % que muestra los resultados de amplificacion del gen 16S del ADNr de fas cepas.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: ADN gendémico concentrado de la cepa SM-BIOMI. Carril 3: ADN
genomico concentrado de la cepa BIOMI-363706. Carril 4: Pozo vacio. Carril 5: Agua —control negativo (-)—.
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Tabla 9. Analisis de las secuencias del ADNr 168 ¢ identificacion de las cepas.

‘ v ~ Secuencias con alineamientos | % de _ Especie mas
Cepa Secuencias del ADNr 16S e significatives . Identidad | cercana
’ : (BLAST)" , | filogenéticamente

PIF:
TGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCAC
SM- | TTTCAGCGAGGAGGAAGGT | Uncultured Serratia sp. 16S
BIOMI’ | GGTGAGCTTAATACGCTCAT | rRNA gene, clone H2C-130
CAATTGACGTTACTCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCA

100 Serratia sp.

P1F:
CCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGCACTTTCAGCG . .
- Serratia sp. YF-2 16 mal
E::é?;:g’ AGGAGGAAGGTGGTGAACT RNA gcn?.) partial s:—:qlsleI::eo o
TAATACGTTCATCAATTGAC
GTTACTCGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAAT

100 Serratia sp.

* Resultados (tomados de la base de datos NCBI) de la técnica de analisis comparativo de la secuencia nucleotidica
del gen que codifica el ARN ribosomal 168S, aplicada a las cepas en estudio.
" En el caso de estas cepas del género Serratia sp.. se obtuvo alta similaridad con secuencias de Serratia marcescens

con identidad de 100 %, (Anexo 8).

Las especies del género Serratia son Unicas dentro de la familia de las Fnterobacteriaceae
debido a que segregan muchas enzimas extracelulares, entre las que se incluyen la quitinasa, la
lecitinasa, la hemolisina, el sideroforo, la lipasa, la proteasa y la nucleasa (Hines y col., 1988).
Esta familia de bacterias esta compuesta por un grupo relativamente heterogéneo en cuanto a su
ecologia y sus huespedes, lo que agrava su potencial patogénico entre humanos, animales,
insectos y plantas. En la actualidad, consta de 30 géneros y se la considera responsable del 50 %
de las infecciones nosocomiales, principalmente causadas por Fscherichia coli, Klebsiella sp.,
Enterobacter sp., Proteus sp., Providencia sp. y Serratia marcescens (Holt y col., 1994). Es
importante resaltar que S. marcescens produce varias enzimas extracelulares y es uno de los

organismos mas eficientes para la degradacion biologica de la quitina (Hejazi y col., 1997).
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En conclusion, tanto los estudios micromorfologicos y macromorfologicos (Tabla 5) como la
identificacion molecular realizada a las cepas en estudio permitieron obtener una clasificacion

taxonomica adecuada, que ubico a las cepas en la familia y el género correctos.

6.9.- Estudio, en una escala de laboratorio, del crecimiento celular y la produccion de

quitinasa secretada por la cepa BIOMI-363706 en un biorreactor de 6 litros

La produccion en escala de laboratorio considero varios aspectos relacionados al aislamiento
del microorganismo elegido: el conocimiento de los principios basicos del funcionamiento
celular y del cultivo controlado, la deteccion de los metabolitos secundarios deseados, la

conservacion del microorganismo de interés y el disefio del proceso de fermentacion microbiana.

En la Figura 32 se puede apreciar que la cepa BIOMI-363706 crecid rapidamente sin
observarse una fase de adaptacion previa al inicio del proceso; debido a que el cultivo estaba
adaptado por 3 pases sucesivos en el mismo medio. Se muestra que al comienzo de la incubacion,
se incremento; mas aun, después de casi 8 h de incubacion y hasta las 24 h, aproximadamente, se
observo una aceleracion en el crecimiento celular (fase exponencial). A continuacion, el cultivo
entro en la fase de muerte de un modo abrupto (9,64 unidades logaritmicas de UFC), sin que se
evidenciase una fase estacionaria clara. Esto puede deberse a la fuente compleja de carbono y
nitrégeno, por lo que las células bacterianas tendrian que ajustar su metabolismo para hacer uso
del sustrato, asi como también a los cambios fisicoquimicos en el medio, el agotamiento de los
nutrientes o la aparicion de metabolitos secundarios que inhibieron el crecimiento. De igual
forma, los resultados sefialados en la Figura 32 confirman lo obtenido en las experiencias con el
Erlenmeyer, en el sentido de que la produccion quitinolitica estuvo asociada al crecimiento

celular (datos no mostrados).

En cuanto a la enzima, su produccién estuvo asociada al crecimiento, es decir, la biomasa y la
actividad enzimatica se fueron incrementando progresivamente, de modo que se detecto actividad
a partir de las 8 h hasta las 48 h, y se mantuvo durante casi 72 h; tras lo cual, se alcanzaron
valores maximos de actividad quitinolitica de 2,043 U ml™ y 10,43 unidades logaritmicas de

UFC). Un resultado similar fue publicado por Yuli y col., (2004), quienes demostraron que, al
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cultivarse en un medio que contiene quitina coloidal al 0,5 %, y con pH 7, el Bacillus sp. 13.26

produce la quitinasa extracelular después de 72 h de incubacion.

Asi mismo se observo que, durante el tiempo de fermentacion, el pH inicial fue 7.22 el cual
fue aumentando llegando a un pH de 7,98 a las 120 h. Finalmente, el promedio del pH
monitoreado fue de alrededor de 7.8 a los 4 dias de fermentacion. De acuerdo con estos
resultados, se podria pensar que el crecimiento celular y la actividad enzimatica afectan de forma
sustancial el pH; observandose un incremento del pH en las primera 48 h de fermentacion. Sin

embargo se requiere realizar mas estudios que afirmen esta experiencia.
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Figura 32. Curva de crecimiento, actividad quitinolitica y produccion de enzima quitinasa secretada por BIOMI-
363706 en medio minimo. Las condiciones de operacion utilizadas han sido las siguientes: temperatura constante a
37 °C; caudal de aire de 1 L/min; velocidad de agitacion constante ¢ igual a 180 rpm: s¢ monitorizé ¢l pH durante el
experimento.

En un trabajo reciente realizado por Das (2011), se analizo el desarrollo de la cepa aislada

Serratia sp., la cual, una vez inoculada, mostrd un crecimiento exponencial durante las primeras
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18 h, tras las cuales sigui6 la fase estacionaria. De manera similar, el recuento de c€lulas viables
se incremento durante el periodo de cultivo. Por otro lado, si bien no se observo, durante las
primeras 14 h, ninguna produccion de enzimas, €sta no dejo de aumentar hasta las 92 h (0,25
U/ml); luego, disminuyo progresivamente hasta el final del experimento. EI valor minimo fue
observado a las 120 h (0,10 U/ml). De igual forma, experimentos realizados por Singh y col.,
(2005) demostraron que S. marcescens GGS mantuvo el crecimiento en el cultivo batch durante
las primeras 16 h, tras las cuales el conteo de células aumentd a 3x10” UFC/ml, de modo que a
las 96 h mostrd la maxima produccion de enzimas (0,2 U/ml); y luego de 120 h la minima (0,12
U/ml). Ademas, durante el crecimiento de la bacteria, el pH neutro vari¢ a alcalino. Esto sugiere
que cada microorganismo muestra un patron de crecimiento definido en un cultivo discontinuo
debido a que los nutrientes y el oxigeno son el factor limitante para el crecimiento de las

bacterias.

6.10.- Acoplamiento de la enzima BIOMI-363706 y una desacetilasa de quitina fangica para

incrementar la desacetilacion enzimatica de la quitina coloidal

Entre el conjunto evaluado en la seccion 5.7.3, referida a la actividad quitinolitica sobre
diferentes sustratos, se observo que la QC fue el mejor sustrato para la quitinasa; ademas, es el
mas econdmico después de la quitina en polvo. Se eligio este sustrato para examinar el proceso
de su desacetilacion al enriquecer los extractos de Mucor sp. BIOMI-CIEPE-01 y Mucor sp.
BIOMI-00-01 —con actividad CDA— con un extracto de la bacteria Serratia sp. BIOMI1-363706

—con actividad quitinasa—.

Se realizo un seguimiento de la actividad CDA sobre la QC durante 8 horas, con el
enriquecimiento, y sin €l, de la actividad quitinasa (Figura 35). Con los extractos de CDA de los
dos hongos, se observéd que la adicion de quitinasa bacteriana incrementaba la pendiente de las
curvas y la liberacion de acetato. Esto se interpretd como un aumento de la desacetilacion del

sustrato por efecto del acoplamiento de las actividades CDA fungicas y la quitinasa bacteriana.
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Figura 33. Curvas de actividad de la CDA de AMucor sp. BIOMI-CIEPE-01 (a) v Mucor sp. BIOMI-00-01 (b) en el
ticmpo, con enriquecimiento, y sin él, de quitinasa de Serratia sp. BIOMI-363706. El control es ¢l extracto de CDA
sin enriquecimiento.

Cada extracto contenia diferente cantidad de CDA (Tabla 10), y los dos fueron enriquecidos
con igual cantidad de quitinasa (76 mU). Se calcularon las velocidades iniciales de la actividad
CDA tomando la pendiente de la parte inicial de cada curva (las primeras 3 horas para los
controles, y las primeras 2 horas para los extractos enriquecidos). En la Tabla 10 se observa que
la adicion de quitinasa genero un incremento mayor en la velocidad de la cepa Mucor sp. BIOMI-
00-01. Por otro lado, al cabo de 8 horas de reaccion, los dos extractos fungicos enriquecidos con
quitinasa liberaron 35 pumoles de acetato, y el incremento de las pmoles liberadas por la adicion

de quitinasa fue mas notorio con la cepa Mucor sp. BIOMI-CIEPE-01.



Tabla 10. Efectos de la actividad CDA dc los extractos, con ¢l acoplamiento de la actividad quitinasa bacteriana v

sin €l sobre la desacetilacion de GC.

Mucor sp. BIOMI-CIEPE-01  Mucor sp. BIOMI-00-01

mU de CDA en el extracto 8;5 + 0,7 4,9+0.2
v sin quitinasa (nmol acetato/miny* 1L7+02 1.25 £0,001
v con quitinasa (nmol acetato/min) 6.7+0,6 6+1
Incremento en v (veces)® 3,9+0,8 4,8+0,8
pmol acetato liberadas sin quitinasa (8 h) 3.3+0.8 5.4+04
wmol acetato liberadas con quitinasa (8 h) 350209 35+ }
Incremento en pmol acetato liberadas 11+3 6,5+ 0,6

v: Velocidad inicial.
*Los incrementos estan expresados en niimero de veces.

El incremento de la actividad CDA sobre la quitina por la presencia de quitinasas ha sido
reportado previamente por Alfonso y col., (1992) en estudios sobre la degradacion de la pared
celular con extractos crudos de AL rouxii. En un trabajo similar con 4. nidulans, también se
sefialo el incremento de la actividlad CDA por la presencia de quitinasa y de [-N-
acetilglucosaminidasa, asi como la pérdida de actividad CDA en el proceso de purificacion,
posiblemente por su separacion de la endoquitinasa y la subsecuente disminucion de la
concentracion del sustrato. Ademas, se determind que la incubacion durante 30 horas de una
endoquitinasa en presencia de CDA produjo oligomeros de glucosamina (GIcN) de 2 a 6
unidades (Alfonso y col., 1995).

Debido a que en este estudio se detectd cualitativamente actividad quitinolitica en ambas
cepas con actividad CDA, ya que se ha reportado la presencia de enzimas hidroliticas del sistema
de degradacion de la quitina, como quitinasas y quitosanasas, en extractos miceliales de M. rouxii
(Pedraza y Lopez, 1989; Alfonso y col., 1992), existe la probabilidad de que los extractos
utilizados para la caracterizacion de la actividad CDA intracelular de las dos cepas de Mucor sp.
contengan estas enzimas, y de que parte de la actividad CDA determinada pudiese haber sido
tavorecida por la accion previa de las quitinasas dei exiracto sobre cada sustrato. Sin embargo, a
pesar de la posible presencia de actividad quitinasa en los extractos con actividad CDA, la
desacetilacion de la QC se vio incrementada de manera notoria por la adicion de una actividad

quitinolitica de origen bacteriano.
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Por otro lado, el aumento de la desacetilacion de la QC, observado al acoplar las actividades
de la quitinasa bacteriana y la CDA flingica, indica que la quitinasa facilito la eliminacion de los
grupos acetilo por parte de la CDA. Este hecho se podria explicar entendiendo ia quitinasa como
una endoenzima que realiza cortes dentro del polimero y que, por consiguiente, disminuye la

longitud de las cadenas, de modo que las vuelve mas accesibles a la accion de la CDA.

Sin embargo, Suzuki y co/., (2002) reportaron la sinergética de quitinasas Chi A, Chi B y Chi
C1 de S. marcescens 2170 en la degradacion de la quitina. Ellos propusieron que, a pesar de tener
similares dominios cataliticos, habia que considerar que la Chi A y Ia Chi B digieren la cadena de
quitina en direcciones opuestas: la Chi A degrada la quitina desde la terminacion reductora,
mientras que la Chi B lo hace desde la terminacion no reductora. La adicion de Chi A después de
un tratamiento de quitina pulverizada con Chi B, y viceversa, generalmente mejora la eficiencia

de la degradacion de la quitina.

En la literatura revisada, no se ha reportado el acoplamiento de una actividad CDA intracelular
de origen fungico con una quitinasa bacteriana extracelular. Este acoplamiento enzimatico es un
avance hacia el incremento de la desacetilacion enzimatica de la quitina como alternativa

biotecnologica para la obtencion de quitosano y sus oligdomeros.
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VII. CONCLUSIONES

El uso del medio agar QC al 2 % (peso humedo/volumen) permitio la mejor visualizacion del

halo de hidrolisis sobre la superficie durante la recoleccion inicial.

Las condiciones Optimas encontradas para el crecimiento y la produccion de quitinasas fueron:
concentracion de quitina de 2 % (peso himedo/volumen); pH de 7,2; incubacion a 37 °C durante

120hya 180 rpm.

La cepa BIOMI-363706 resulto ser idonea para continuar con el estudio por secretar los mas

altos niveles de quitinasa.

Se determind que el pH y la temperatura éptimos, usando extractos crudos de BIOMI1-363706

y SM-BIOMLI, fueron de 6-6.5, y 50 °C, respectivamente.

Se determind que el rango de estabilidad presentado por los extractos crudos de BIOMI-

363706 y SM-BIOMI se situd entre 10 °C y 50 °C.

Se demostrdo que la produccion de quitinasas pudo ser activada utilizando sustratos

quimicamente definidos, como la QC al 1 % (peso humedo/volumen).

Se evidencio que los iones metalicos no ejercen un efecto notorio sobre la actividad quitinasa

de las cepas BIOMI-363706 y SM-BIOMI.
El estudio aparente de los parametros cinéticos Km y Vmdx de las enzimas, en presencia del
sustrato QC en distintas concentraciones, mostré un comportamiento similar en la Fmdx en la que

ambas enzimas son capaces de trabajar y la afinidad por el sustrato.

Se evidencio que el extracto crudo de BIOMI-363706 esta compuesto por tres tipos de

enzimas.
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Mediante la identificacion molecular, se confirmé que las cepas SM-BIOMI y BIOMI-363706

pertenecian al género Serratia sp.

En los ensayos realizados en el biorreactor, se detectd que la produccion de quitinasa de la

cepa BIOMI-363706 fue proporcional al crecimiento celular.

Se evidencio que el cambio de pH durante el crecimiento de la bacteria en el biorreactor no

ejercio un efecto marcado sobre la actividad quitinolitica.

Se logro el acoplamiento de las actividades quitinasa y CDA provenientes de organismos de

especies distintas.
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VIIL PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Explorar alternativas que involucren la utilizacién de estas cepas y permitan aprovechar su

capacidad quitinodegradante en el tratamiento de los desechos de crustaceos.

Por otro lado, es recomendable evaluar otro tipo de enzimas, como proteasas;, y otras
quitinasas, como endoquitinasas. La utilizacion de quitina que altn contiene protemnas y
minerales, como la empleada en algunos puntos de este estudio, puede producir mezclas entre ias

enzimas, esta tesis, por lo demas, se enfoco en determinar la actividad quitinolitica Gnicamente.

Realizar estudios sobre el efecto de la adicion de N-acetil-D-glucosamina u otro tipo de
azucares para potenciar la expresion de las enzimas quitinoliticas, tal como lo establecen las

observaciones de muchos otros autores.

En cuanto a la actividad quitinolitica, una diferencia notoria fue el peso molecular de las
bandas observadas mediante electroforesis, por lo que se recomienda hacer un mejor analisis y
una purificacion de las enzimas por medio de técnicas cromatograficas, llevar a cabo un
seguimiento de su estado de pureza por medio de electroforesis y tener siempre en cuenta la
conservacion de su nivel de actividad a lo largo de las etapas con el fin de saber su tamafio, peso
molecular, estabilidad, pH y temperatura Optimos, todo lo cual generara informacion para
posibles aplicaciones, como la produccion de N-acetilglucosaminas y quitooligbmeros

especificos.

Se recomienda desarrollar un estudio riguroso de los parametros cinéticos una vez realizada la

purificacion de las enzimas aqui estudiadas.

Determinar la evolucion de las condiciones ambientales de un biorreactor, tales como el flujo
de gases, la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto y la velocidad de agitacion o circulacion; esto
es de gran importancia y debe ser cuidadosamente vigilado y controlado durante la fermentacion

para maximizar la produccion de la enzima en el biorreactor.
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Finalmente, se recomienda estudiar los productos de las reacciones del acoplamiento de la
enzima BIOMI-363706 y la desacetilasa de quitina, especialmente para verificar la obtencion de
oligdbmeros de quitosano y reforzar el planteamiento de este método como alternativa para su

obtencion y, en un futuro cercano, avanzar hacia la produccion industrial por esta via.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo.

1. Medio Nutritivo (AN):

Componentes Composicién
Extracto de malta 3¢/l
Extracto de levadura 3¢/l
Peptona 5¢/L
Glucosa 10 g/L.
Agar para medio solido 18 g/L.

Preparacion: Mezclar los componentes en un litro de agua destilada y agregar al final el agar;
agitar y calentar hasta disolverlos completamente. Esterilizar en el autoclave durante 15 min a

121 °C y 15 1b. de presion.

2. Medio Quitina Coloidal (QC) reportado por Gohel y Naseby (2007):

Componentes Compeosicién
Extracto de levadura 0,5 g/L
Sulfato de magnesio tetrahidratado (MgSO4 4H,0) 1 g/l
Fosfato diacido de potasio (KH2POy, 1,36 g/L
QC (peso humedo/volumen) 2-5%
Agar para medio solido 18 g/
Ajustar el pH a 7,2
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3. Medio Quitina Coloidal (QC) reportado por Wang y col. (2008):

Componentes Composicién
Fosfato acido de potasio (K,HPOy4) 0,1 ¢g/L
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H,0) 0,05 g/LL
QC (peso humedo/volumen) 2-5%
Agar para medio solido 18 g/L
Ajustar el pHa 7,2

4. Medio Extracto de levadura-Peptona-Glucosa (YPG):

Comuosicié
Componentes 0 (;:)Zs;cmn

Extracto de levadura 0,3

Peptona 0,5

Glucosa

|




Anexo 2. Curva de calibracion de N-acetilglucosamina obtenida mediante el método

colorimétrico de Morgan-Elson, adaptado por Reissig y col. (1955).

Ecuacion patron N-acetilglucosamina: Y= 0,0087x + 0,0066
R’= 0,9972
en la que Y representa la absorbancia registrada a 585 nm, x la concentracion de N-

acetilglucosamina (pug/ml), b el punto de corte con el eje x y a la pendiente.

Procedimiento: Se prepararon 100 ml de solucion stock de N-acetyl-D-2-glucosamina
(CgHisNOg) con un peso molecular de 221,2 g/mol. y 100 ml de buffer fosfato 0,2 mM.
Asimismo, se obtuvieron 11 soluciones de NAG, en concentraciones de 0 a 200 ug/ml, agregando

primero el buffer en el vial y luego el azucar con un volumen final de 2 ml. Posteriormente, a 250
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uL de cada una de tales soluciones se les adicionaron 40 uL. de una solucién de borato de potasio
0,8 mM con pH 9,1. La mezcla se sometio a ebullicion en bafio Maria durante 3 min. Luego de
enfriar, a cada vial se le afiadio 1 ml DMAB al 10 % en acido acético glacial. Finalmente, se
procedio a homogeneizar cada vial en un agitador vortex y se llevod a incubar a 37 °C durante 30
min. Las lecturas de las absorbancias fueron realizadas luego de 10 min de desarrollado el color,
ajustando el cero de absorbancia con el blanco de la prueba, el cual se construyé con agua

destilada.

Anexo 3. Curva patron para la cuantificacion de proteinas, empleando suero de albamina de

bovino (BSA) como proteina estandar.

Ecuacion patron para la cuantificacion de proteinas: Y = 0,0014 x + 0,0285
R’=0,9765
en la que Y representa la absorbancia registrada a 595 nm, x la concentracion de albumina sérica

bovina (ug/ml), b el punto de corte con el eje x y a la pendiente.

Procedimiento: Se elaboro una solucion stock de albumina sérica bovina con concentracion de 2
mg/ml. Asimismo, se prepararon 10 soluciones de BSA, en concentraciones de 0-100 pg/mi,

agregando en cada vial el Reactivo Comassie Brillant Blue G-250, y luego la proteina para un
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volumen final de 1,1 ml. Finalmente, se procedi¢ a homogeneizar cada vial en un agitador vortex
y se dejo reposar a temperatura ambiente. Las lecturas de las absorbancias fueron realizadas
luego de 10 min de desarrollado el color, ajustando el cero de absorbancia con el blanco de la

prueba, el cual se construyo con agua destilada.

Mezcla de Reaccion:

Muestra 100 ub

Reactivo Comassie Brillant Blue G-250 1000 pL

Anexo 4. Representacion del marcador de peso molecular de proteinas Bio-Rad Prestained SDS-
PAGE standards. Broad range. Cat. No. 161-0318 frente a la movilidad relativa (Rf) en el gel

electroforético del ECE, sin calentar durante 5 min.

Proteina EM Log F;gnﬁﬂiuf Rf
(Kda) PM ¢
(mm)
Miosina 195 10 0,17
B-Galactosidasa 17 13 0.22
o)
Albimina de Suero Bovino 67 15 0.25
50 24 0.41
Ovoalbumina
38
Anhidrasa Carbonica
Inhibidor de Trypsina de .
. 30
Soja
Lisozima 20 130
7 0.85

N

Aprotinina
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Anexo 5. Representacion del marcador de peso molecular de proteinas Bio-Rad Prestained SDS-
PAGE standards. Broad range. Cat. No. 161-0318 frente a la movilidad relativa (Rf) en el gel

electroforético del ECE. calentando durante 5 min.

Protein PM LOg L()iﬂgiltllﬁd Rf
(mm)
Miosina 195 2,29 3 0,05
17 2,07 10 0.17
B-Galactosidasa
Albumina de Suero Bovino 67 1,99 13 0,22
50 24 0,41
Ovoalbumina
38 59 1,00

Anhidrasa Carbonica

Inhibidor de Trypsina de Soja 30

Lisozima

Aprotinina
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Anexo 6. Determinacion del peso molecular (PM) en gel de poliacrilamida al 12 %, mediante la

representacion del Log PM de las proteinas patron como funcion del valor de la movilidad

relativa (Rf).

LogPM

8]
¥
<

2.00
1,50 -

1,060 -

y=-1,3035x+2,3799
R*=0,9938

0,05 0,10 3.
Rf

Joe
(5]



Anexo 7. Espectro infrarrojo comparativo entre: (a) Quitina en hojuelas secas, (b) Quitina

coloidal, tratada con HCl a 37 % durante 12 horasy seca a 100°C durante 12 horas.
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Anexe 8. ldentificacion molecular de las cepas aisladas a través de secuencias completas en el

GenBank del NCBI utilizando la herramienta BL.AST'

Consulta

N° de acceso Identificacion y Maxima [|Puntuacién de Valor|| Maxima
ce Descripcion puntuacion total E |lidentidad
cobertura
Serratia sp. YF-2 168
HM640277.1)fribosomal RNA gene, 278 278 100% |{7e-72|| 100%
partial sequence.
Serratia marcescens
HMs900891 1|[Strain  SYBCTO2 1655 278 100% ||7e-72)  100%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Serratia sp. 08XMSZT-
HMS565988.11|18b 16S ribosomal RNA 278 278 100% Te-72|| 100%
gene, partial sequence
Serratia marcescens
HMS35665 1S40 BAA o 105) g 278 100% ||7e-72|| 100%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Serratia marcescens
HMS584007 1[Stran  NPLRIZE 165105 278 100% (|7e-72{ 100%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Serratia marcescens
HM161850,1|°ran  ZBGN4 1650 =00 278 100% [I7e-72| 100%
ribosomal RNA gene,
partial sequence
Uncultured
Enterobacteriales
bacterium clone o/ o
HMO074398.1 DH11 92 16 ribosomal 278 278 100% Te-72{| 100%
RNA  gene, partial
sequence
Uncultured
Enterobacteriales
. . +||bacterium clone .
! ) o _ 0
HMO074391.1 DHI1 84 168 ribosomal 278 278 100% Te-72{f 100%
RNA  gene,  partial

sequence
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Anexo 9. Curva v vs. /S/de la actividad de 363706-BIOMI

v (umol/min}

O

0.040
0,035
0030
otozsg
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0,015
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Anexo 10. Curva v vs. /S/de la actividad de SM-BIOM1

v (umol/min)
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