Fermentacion liquida como herramienta
biotecnologica para la obtencion de
quitinasas con Beauveria bassiana
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue realizar fermentaciones en medio liquido (FML), em-
pleando un hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana y sustratos quitinosos de
camaron (c), chapulin (cH) y tenebrio (T) para la produccion de quitinasas, se eva-
luaron los cambios de pH, se determin la cantidad de proteina en el sobrenadante,
actividades quitinoliticas endoquitinasas y exoquitinasas usando una curva patron
de N-acetilglucosamina (NAG) y biomasa por peso seco. Se indicé que a las 48 h
presentaron la mayor actividad volumétrica de 4370.6 mu/mL a un pH éptimo de
3, para el caso de las endoquitinasas y para las exoquitinasas (Nhasa) de 11.7 mu/
mL utilizando chapulin como sustrato siendo el mejor productor de quitinasas en
comparacion con los otros sustratos, donde se observa que este hongo produce
mas enzimas en un medio acido produciendo mas endoquitinas que exoquitina-
sas. Para fines de biocontrol, las quitinasas son un método atractivo para una agri-
cultura sustentable.
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Introduccion

Las fermentaciones liquidas han sido de gran im-
portancia a nivel industrial pero también en el area
de la agricultura para la obtencion de sus productos
y utilizacion de ellos, uno de los productos obteni-
dos al implementar la fermentacion liquida son las
quitinasas, al utilizar quitina como inductor, al ser
este polimero el sequndo mas abundante de la na-
turaleza, se puede obtener de diversas fuentes ya sea
de crustaceos, cuticula de insecto entre otros.

Se considera asi a la quitina como la molécula
blanco a ser atacada por agentes fungicidas o in-
secticidas que contienen o producen quitinasas. Es-
tas quitinasas han sido de importancia en diversos
campos de la investigacion: biomedicina, biorreme-
diacién y biocontrol (Cruz y Rojas, 1999). Este ulti-
mo es de gran interés en la agricultura ya que exis-
ten reportes de las quitinasas de Beauveria bassiana
que atacan a Galleria mellonella y las del hongo No-
muraea riley hacia larvas de Trichoplusia ni que ataca
a la lechuga, la papa y el algoddn, entre otros culti-
vos (Cruz y Rojas, 1999) fundamentales para la agri-
cultura mexicana. Nuestro pais no sélo produce
sus alimentos basicos, sino que también los exporta
(SAGARPA, 2011), donde la agricultura se ve afectada
por diversos factores, ambientales, de manejo y de
mayor importancia los abiéticos, ya que es donde se
encuentran las plagas y donde las quitinasas juegan
un papel trascendental para la sustentabilidad de la
agricultura en México.

Trabajos reportados por Felse (2000) senala una
produccion de quitinasas de 0.38 U/mL a pH 5 a las
108 h de produccion utilizando el hongo Trichoder-
ma harzianum. El objetivo de este trabajo fue reali-
zar fermentaciones en medio liquido a pH variable 3,
4,5, 6, 7 para la obtencion de quitinasas utilizando
Beauveria bassiana.
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Metodologia

El microorganismo empleado fue el hongo entomo-
patogeno Beauveria bassiana 885.2, donado por Oc-
tavio Loera (UAM-Iztapalapa), que fue cultivado en
medio papa dextrosa agar (PDA) durante ocho dias a
25 °C, después de este tiempo los conidios se extraje-
ron empleando Tween 80 al 0.02% (p/v). La concen-
tracion del indculo empleado en las fermentaciones
fue de 1x107 conidios/mL.

Se utilizaron tres fuentes de sustratos quitinosos:
exoesqueleto de camaron (Penaeus) provenientes de
la embalsadera en la ciudad de Alvarado, Veracruz;
chapulines (Sphenarium purpurascens) de la comu-
nidad de Santo Tomas Jalieza, Ocotlan, Oaxaca; y
escarabajo harinero (Tenebrio molitor) como insecto
modelo perteneciente al insectario de la Universi-
dad del Papaloapan.

Los sustratos previamente se desproteinizaron
utilizando tetraborato de potasio al 1% (p/v). Al final
de cada tratamiento los sustratos se neutralizaron
con agua destilada se molieron y tamizaron para
obtener un tamano de particula de 149 pm.

La fermentacion en medio liquido (FML) se realizd
en matraces, empleando medio Czapeck modifica-
do, utilizando como fuente de carbono y nitrégeno
los sustratos desproteinizados de chapulin, tenebrio
y camar6n (10g/1) incubados a 25 °C, a un pH inicial
de 5, a una agitacion de 180 rpm durante ocho dias.
Después se hicieron a 72 h tiempo maximo de pro-
duccién de estas enzimas para variar el pH y encon-
trar el 6ptimo. El control de pH se realiz6 empleando
soluciones estériles de NaOH y HCI (0.1M). El pH se
ajustd al inicio de la fermentacién a 3, 4, 5,6,y 7 (Ra-
mirez-Coutino, 2009).

En la fraccion liquida de las muestras obtenidas
cada 24 h, se determiné proteina en el sobrenadante
por el método de Bradford (1976), actividades quiti-
noliticas endoquitinasas y exoquitinasas (Tronsmo
y Harman, 1993), aztcares reductores (Miller, 1959),
empleando una curva patron de N-acetilglucosami-
na (NAG) y biomasa por peso seco.
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Resultados y discusion

Los resultados de las fermentaciones indican que uti-
lizando sustratos quitinosos procedente de chapulin,
a pH 5 que es el reportado y a una temperatura re-
portada de 25 °C, produjo la mayor cantidad de qui-
tinasas de 1374.8 mU/mL a las 48 h, cabe mencionar
que esta concentracion volumétrica fue similar en
los dos sustratos de insectos siendo 1.7 veces mayor
en comparacion con el sustrato de camaréon donde
la actividad volumétrica fue de 810.2 mU/mL. Cuan-
do se vari6 el pH, las concentraciones volumétricas
cambiaron dando la mayor cantidad de actividad
volumétrica a un pH 3, siendo similar nuevamente
en los sustratos de insectos de hasta 4 veces mayor en
comparacion con el sustrato de camarén y 3.2 veces
mayor en comparacion con el pH 5, de igual manera
el pH 4 indica una alta concentracion volumétrica
no siendo mayor que el pH 3 mientras que para el
pH 6 y 7 las concentraciones volumétricas son bajas
(cuadro 1).

Cuadro 1
Evaluaciones de las fermentaciones
en medio liquido (FML) empleando

Beauveria bassiana a pH variable

: Endoquitinasas Exoquitinasas
pH (mU/mL) 48h (mU/m1) 48h
. C CH T c cH T
3 2150+  4370.6+ 33787+ : 89+ 1.7+ 10.7+
0.001 0.01 0.004 0.003  0.003 0.004
4 6475+ 26268+ 3166.2+ | 7.2+ 9.1+ 9.1+
0.001 0.04 0.02 0.003 0.004  0.06
5 810.2+  1374.8+ 824+ 6.1+ 8.4+ 8.8+
0.01 0.04 0.01 0.005 0.006 0.002
6 121.2+ 227+ 585.5+ 0.3+  0.57+ 0.5+
0.002 0.001 0.01 0.004  0.02 0.005
52.5+ 81.2+ 3.5+ 04+  0.32% 0.2+
0.5 0.01 0.04 0.002  0.006 0.01

C= camar6n, CH= chapulin, T= tenebrio.

El tiempo de mayor produccién enzimatica coin-
cidi6 con la maxima produccion de azticares reduc-
tores, proteina soluble y biomasa (cuadro 2), lo que
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indica que la produccién mayor de estas enzimas es
alas 48 h.

Al encontrar los parametros 6ptimos de produc-
cion de las quitinasas con Beauveria bassiana, éstos
pueden realizarse a escala para obtener mas pro-
ducto y utilizarlas para un biocontrol, con ello al
implementar un nuevo método de control de plagas
se contribuiria a la disminucion de insecticidas que
degradan los suelos y volviendo resistente a la plaga,
mejorando con ello la produccién de los cultivos te-
niendo una agricultura sustentable.

Cuadro 2
Evaluaciones de las fermentaciones
en medio liquido (FML) empleando

Beauveria bassiana a pH variable

Biomasa Proteina soluble | Aziicares reductores

pH (g/1) 48h (ug/mL) 48h (mg NAG/mL) 48h
C CH T C CH T C CH T

0.005+ 0.009+ 0.008+: 9.2+ 135+ 16.2+: 085+ 092+ 092+

0.01 0.001 0.003 : 0.01 002 0.09 0.01 0.001 0.001
0.004+ 0.007+ 0.006+: 74+ 117+ 156+ 0.59+ 0.73+ 0.84+
0.001 0001 0.009 i 002 007 002 002 001 0.001
0.005+ 0.006+ 0.006+i 57+ 4.8+ 4.6+ | 0.24+ 0.28+ 024+
0.001 001 0006 i 002 021 0.005: 005 001 0.01
0.003+ 0.005+ 0.004+i 2.2+ 3.2+ 52+ 002+ 0.22+ 020+
0.001 0001 0.009 i 001 0.06 0.004: 001 0.001 0.001

0.004+ 0.004= 0.004+: 2.4+ 54+ 3.3+
0.01  0.001 0002 ;0001 004 0.01

0.008+ 048+ 047+
0.002 0.01 0.02

C=camaro6n, CH=chapulin, T= tenebrio.

Conclusiones

El empleo de la fermentacién en medio liquido es
de gran utilidad como herramienta biotecnolégica
para la evaluacion de pH variable sobre la produc-
ciéon de enzimas quitinoliticas, lo que muestra que
el mejor es el extracto derivado de chapulin a un pH
de 3, al utilizar la cepa de Beauveria bassiana 885.2,
de modo que es un hongo acidéfilo.
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