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Introduccion

RESUMEN

El valle de Cuatrociénegas Coahuila es una region de una gran variedad de
especies endémicas lo cual ha permitido enfocar estudios para nuevas
investigaciones con aplicaciones biotecnoldgicas.

Los oligosacaridos de quitosan obtenidos de la quitina mediante métodos
quimicos, fisicos y enzimaticos han ganado interés en las diferentes areas como lo
son en la industria de alimentos, cosméticos, agricultura, entre otros, debido a que
no son toxicos y son biodegradables.

El empleo de microorganismos para la produccién de oligosacaridos de
quitosan es una alternativa para sustituir el método quimico, pero se requieren
mas investigaciones ya que existen pocos reportes en la literatura enfocados en la
produccién de enzimas quitosanasas a partir de microorganismos.

El objetivo de este trabajo fue el de producir y cuantificar la actividad
quitosanasa de cinco cepas del género Bacillus sp. provenientes de ambientes
extremos del valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

Se desarrolld un proceso enzimatico para la produccion de oligosacaridos
de quitosan mediante el disefio de un medio de cultivo para la produccién de una
quitosanasa extracelular empleando como Unica fuente de carbono oligosacaridos
de quitosan de mediano peso molecular (30-100 kDa).

Las cinco cepas aisladas de la Poza de los Gieros y la Poza del Centro del
valle de Cuatrociénegas, fueron capaces de producir una quitosanasa de manera
extracelular, y fueron eficientes en la produccién de oligosacaridos de quitosan. El
extracto enzimatico del Bacillus sp presentdé una actividad de0.035 U/mL de
proteina para el PG-3, 0.035 U/mL de proteina para PG-4, 0.25 U/mL de proteina
en PC-5, y una actividad de 0.45 U/mL de proteina para PC-6 y 0.009 U/mL de
proteina para el LPG-23 respectivamente.

Pascual-Yescas, 2009
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Capitulo |
INTRODUCCION

Antecedentes

El proyecto “Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp.
aisladas de ambientes semi-desérticos extremos” propone la produccién de una
enzima de gran demanda a nivel mundial a partir de microorganismos aislados de
ambientes extremos del valle de Cuatrociénegas, Coahuila, México.

La quitina, segundo polimero mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa (Katsushiro, at al., 2002) es degradada por enzimas con actividad
quitinolitica llamadas “quitinasas”, estas son producidas por varios
microorganismos asi como por plantas, invertebrados, protozoarios, hongos,
bacterias, inclusive virus (Brurberg, et al., 2000, Patil, et al., 2000 y Kopecny y
Hodrova, 1998). Es muy abundante en crustaceos, insectos y hongos. La quitina
es blanca, firme, inelastica, es un polisacéarido nitrogenado y por lo tanto es uno de
los principales contaminantes de las zonas costeras (Kumar, et al., 2002).

El quitosan es el producto derivado de la N-deacetilacion de la quitina
(Gupta et al., 2000). Quimicamente el quitosan es una sustancia similar a la
celulosa pudiendo obtenerse de la N-deacetilacién de la quitina mediante métodos
quimicos (Shin, 1993) y enzimaticos (Lee, 2000).

La quitina y el quitosan son de gran interés comercial, su contenido de
nitrégeno es elevado (6.89 %) comparado con sustitutos de celulosa sintética
(1.25%) (Kailash, et al, 2000).

El desarrollo de las aplicaciones comerciales de la quitina, quitosan y sus
derivados, se ha expandido recientemente, y se espera que siga en aumento
conforme se conozcan y determinen su potencial ya que ha ido en aumento.

La enzima quitosanasa se emplea para la produccién de los oligosacaridos
de quitosan. Estos oligosacaridos han tenido un aumento de interés debido a que

Pascual-Yescas, 2009
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pueden ser empleados en areas como la farmacéutica, médica, alimentaria,
cosmeética, etc.

Las quitosanasas han sido encontradas en una gran variedad de
microorganismos incluyendo bacterias y hongos. Las quitosanasas de plantas las
cuales proveen un sistema de defensa contra reacciones de ataques por hongos
patdgenos, han sido recientemente estudiadas por Nogawa, et al., (1997).

La mayoria de las bacterias y hongos secretan quitosanasas
extracelularmente (Monaghan, 1973), mientras que las plantas lo hacen de
manera intracelular (Grenier, 1991). Escasa informacion en la literatura menciona
el uso de enzimas quitosanasas para la produccidon de oligosacaridos de quitosan,
ya que la forma reportada mas comun de obtenerlos es el método quimico o fisico,
por lo que presentan un area de oportunidades mediante la produccion y la
caracterizacion de quitosanasas microbianas para la produccién de
oligosacaridos de quitosan altamente solubles en agua.

Palabras clave: quitosanasa, ambiente extremo, actividad enzimatica.

Pascual-Yescas, 2009
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Justificacion

El campo de produccién de oligosacaridos de quitosan por las vias tanto
quimica como enzimatica se encuentra en un nivel de subdesarrollo en nuestro
pais.

Pocas investigaciones muestran el interés del aprovechamiento de los
residuos de la industria pesquera para la produccion de quitosan y sus derivados.

Los oligosacaridos de quitosan son de gran importancia en la industria, por
lo que a nivel mundial, existe una gran demanda en un mercado con alto grado de
explotacién principalmente en areas como cuidado de la salud, alimentacion y
bebidas, recubrimiento de alimentos, cosméticos, agricultura, tratamiento de
aguas, separacion e inmovilizacion y cultivo celular; ademas de ser los Unicos
derivados de la quitina y quitosan que son solubles en agua, lo que amplia sus
aplicaciones en diversas areas.

La aplicacién de nuevos procesos de produccion de estos compuestos tiene
gran importancia; siendo los microorganismos una fuente alternativa y viable para
la produccién de la enzima quitosanasa.

En la actualidad la produccién de oligosacaridos de quitosan por métodos
quimicos son costos y altamente contaminantes, por lo que se propone el empleo
de un método bioldgico, amigable con el medio ambiente para la obtencion de los
mismos.

El valle de Cuatrociénegas, Coahuila ha sido objeto de diversas
investigaciones debido a sus caracteristicas de condiciones extremas
medioambientales, las cuales hacen que los microorganismos aislados de este
ecosistema sean de interés para la produccion de enzimas mas resistentes a

factores externos medioambientales.

Pascual-Yescas, 2009
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Hipétesis

Es posible la obtencién de una quitosanasa extracelular a partir de células
de Bacillus sp, aisladas de ambientes extremos del valle de Cuatrociénegas,
Coahuila para ser empleada en la produccién de oligosacaridos de quitosan

altamente solubles en agua.

Objetivo General

Obtenciéon de una quitosanasa extracelular de 5 cepas de Bacillus sp.
provenientes de ambientes semi-desérticos extremos del valle de

Cuatrociénegas, Coahuila para la produccién de oligosacéaridos de quitosan.

Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento microbiano en funcién del tiempo de 5 cepas de
Bacillus sp. aisladas del valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

e Seleccionar las cepas bacterianas con actividad quitosanasa.

e Disenar un medio de cultivo especifico para la produccién de quitosanasa.

e Determinar el contenido de proteina extracelular de los extractos
enzimaticos obtenidos.

e Determinar la actividad quitosanasa de los extractos obtenidos de los

cultivos celulares.

Pascual-Yescas, 2009
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Capitulo Il

Revision de literatura

1. Cuatrociénegas

El valle de Cuatrociénegas localizado en la zona central de Coahuila, se
considera el humedal mas importante del desierto Chihuahuense y uno de los mas
importantes en México. En este valle subsisten una gran cantidad de especies
endémicas, por lo que el 7 de noviembre de 1994 fue declarada area natural
protegida en la categoria de Area de Proteccién de Flora y Fauna (Espinoza, et al.,
2005).

1.1 Generalidades

El Valle de Cuatrociénegas se encuentra ubicado en el estado mexicano de
Coahuila, tiene una altura de 740 m snm, el valle esta rodeado por montafas de
hasta 3000 m de altitud. Es considerado una reserva ecol6gica debido a que en él
existe flora y fauna Unica, y otras especies endémicas (Espinoza, et al., 2005).

El Area de Proteccién de Flora y Fauna de Cuatrociénegas tiene una superficie
de cerca de 85,000 ha y se localiza entre las coordenadas 26°45’00” y 27°00°00”
de latitud norte y 101°48'49” y 102°17°53” de longitud oeste (Figura 1). Es parte
del municipio de Cuatrociénegas, Coahuila, que cuenta con una poblacién de
13,465 habitantes (Espinoza, et al., 2005).

Pascual-Yescas, 2009
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Figura 1. Imagen de satélite del area de Cuatrociénegas y zonas adyacentes.

Varias pozas distribuidas a lo largo del valle como la Poza de la Becerra, la
Poza Azul, la Poza del Churintze han sido protegidas por el hombre ya que
estudios anteriores han sefalado que contienen gran cantidad de especies de
vida marina y microbiol6gicas (estrematolitos) unicas (Souza, 2004).

Recientes investigaciones han documentado que la biodiversidad que existe
en dicho valle incluye 70 especies endémicas de vertebrados acuaticos,
distribuidos a lo largo y ancho del ecosistema terrestre. Estos ecosistemas
acuaticos incluyen la vida y existencia de estrematolitos y de otras comunidades
microbianas que forman parte importante de la cadena alimenticia (Mincklry,
1992).

Pascual-Yescas, 2009
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El color azul verdoso de las pozas se debe a algas microscépicas llamadas
estromatolitos (Figura 2). Los estromatolitos no son algas microscopicas sino
comunidades microbianas dentro de las cuales hay algas microscépicas o
cianobacterias. El color azul también puede deberse a pigmentos que producen
dichas comunidades (Souza, 2004).

=

Figura 2. otografl’ d la Poza e I Berra (estromatolitos).
2. Microorganismos

Son todos aquellos diminutos seres vivos que individualmente son demasiado
pequenos, que no se pueden ver a simple vista. Estos grupos incluyen todas las
bacterias, hongos (levaduras y hongos filamentosos), virus, protozoos y algas
microscopicas (Brock, 2003).

Pascual-Yescas, 2009
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Normalmente tendemos a asociar a estos pequefos organismos, con
infecciones, enfermedades como el SIDA o deterioro de alimentos. Sin embargo,
la mayoria de los microorganismos contribuyen de una forma crucial en el
bienestar de la tierra ayudando a mantener el equilibrio de los organismos y en el
medio ambiente. Los microorganismos de agua dulce y salada son la base de la
cadena alimentaria de los océanos, lagos y rios; los microorganismos del suelo
destruyen los productos de desecho e incorporan el gas nitrogeno del aire en
compuestos organicos, asi como reciclan los productos quimicos en el suelo, agua
y aire; ciertas bacterias y algas juegan un papel importante en la fotosintesis
(proceso que genera nutrientes y oxigeno a partir de la luz solar y CO; siendo un
proceso critico para el mantenimiento de la vida), los hombres y algunos animales
que dependen de las bacterias que habitan en sus intestinos para llevar a cabo la
digestion y sintesis de algunas vitaminas como la K y algunas del complejo B
(Comerio, et al., 2007).

Los microorganismos también tienen aplicaciones industriales ya que se
utilizan en la sintesis de productos quimicos como son: acetona, acidos organicos,
enzimas, alcohol y muchos medicamentos.

La industria alimentaria también emplea microorganismos en la produccién de
vinagre, bebidas alcohdlicas, aceitunas, mantequilla, queso, yogurt y pan. Ademas
las bacterias y otros microorganismos ahora pueden ser manipulados para
producir sustancias que ellos normalmente no sintetizan a través de la técnica
llamada Ingenieria Genética. Las bacterias pueden producir importantes
sustancias terapéuticas como insulina, hormona de crecimiento humana entre
otras, como en el caso de las carnes en donde bacterias de los géneros
Lactobacillus, Streptococus y Microbacterium, transforman algunos aminoacidos
libres: de los azufrados (cisteina y cistina) se generan anhidrido sulfuroso, indol

del triptéfano y amonio de muchos otros (Badui, 1999).

Pascual-Yescas, 2009



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la

produccién de oligosacéridos de quitosan”

Revision de Literatura

Las bacterias pueden ser clasificadas de acuerdo a tincién, ya que esta
dependera de la composicion quimica de la pared celular de las mismas como a

continuacién se menciona.

2.1 Bacterias Gram positivas

Las células son esféricas, en forma de bacilos filamentosos. La
reproduccion celular se da generalmente por fision binaria, algunas producen
esporas como forma resistente (endosporas y esporas). Son procariotas no
fotosintéticas, quimiosintéticas heterdtrofas que incluyen a las aerobias,
anaerobias, anaerobias facultativas y microaerofilicas (Bergey, 2000).

2.2 Bacterias Gram negativas

Son procariotas que poseen una pared celular compleja. Contienen una
delgada capa de peptidoglicano (contiene acido muramico presente en todas las
bacterias) y una variedad de otros componentes entre la capa del peptidoglicano.
La forma de las células pueden ser esférica, ovalada, bacilos lineales o curvos,
helicoidales o filamentosos, algunas de estas formas pueden ser encapsuladas.
Su reproduccién la llevan acabo mediante fisidn binaria, aunque Pleurocapsales
muestra fisibn multiple. Los miembros de esta division pueden ser fototroficos o no
fototroficos (litotréficos y heterotréficos) que incluyen las bacterias aerdbicas,
anaerdbicas, anaerobia facultativa y microaerofilicas (Bergey, 2000).

2.3 Extremofilos

El termino extremofilo fue usado por primera vez por Macelroy en 1974, un
ambiente extremo es relativo ya que los ambientes que pueden ser extremos
para un organismo, pueden ser esenciales para la supervivencia de otro
organismo. Los ambientes extremos incluyen aquellos con temperatura muy
elevadas de 55-1212C o muy bajas de -2-20°C, alta salinidad NaCl de 2-5M, o pH
arriba de 8 (Ramirez, et al., 2006).
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La biodiversidad microbiana actualmente es empleada en la industria de la
biotecnologia ya que enzimas termofilicas de temperaturas de hasta 350-400°C se
comportan como moléculas proteicas estables. El Valle de Cuatrociénegas alberga
especies que se encuentran bajo condiciones extremas de medio ambiente, como
lo son: las altas concentraciones de sal, baja concentracion de fosforo, altas
temperaturas, etc., (Mauricio-Benavides, 2007).

2.3.1 Caracteristicas generales

Existen muchos microorganismos que crecen en ambientes donde hay
condiciones extremas, por ejemplo, bacterias que crecen a temperaturas por
encima de los 105°C, los cuales se pegan en las paredes de las chimeneas
submarinas, otras de ellas crecen en ambientes extremadamente salinos, como
las recientemente encontradas en una laguna hipersalina de las Bahamas que son
capaces de crecer en presencia del 74 % de NaCl. También se podrian mencionar
microorganismos que crecen en condiciones muy acidas o muy alcalinas o en
condiciones muy frias (Castro, 1997). Actualmente se definen diferentes grupos de
organismos extreméfilos de acuerdo con las condiciones ambientales en las que
se desarrollan preferentemente (Figura 3). La mayor parte de estos pertenecen a
un nivel bajo de organizacion siendo la mayoria de estructura celular procarionte,
miembros de los actuales dominios Archaea y Bacteria.

Dentro de este variado mundo de microorganismos extremofilos, los
psicréfilos son uno de los grupos que se ha centrado mas la atencion en los
investigadores de los ultimos anos, estos se clasifican en dos grandes grupos de
acuerdo con el grado de adaptacion a las bajas temperaturas:

a) Psicréfilos estrictos u obligados (aquellos que pueden crecer a 0 °C
presentan una velocidad de crecimiento optima a menos 15°C y no pueden

crecer a temperaturas mayores de 20°C).
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b) Psicréfilos facultativos o psicrotolerantes: microorganismos que pueden
crecer a 0°C pero que presentan temperaturas optimas superiores a los
15°C (Comerio, et al., 2007).

Tempearatura

Termoacidofilos
) . Acidofilos | Termaofilos
Actividad ™y pH =5 Superior a 50°C «’/ Otros

da 2 ™ -
agua . Aguas e Vertientes g factores
B :iciclas cahentes
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[Barofilos)
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Alta salinidad
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fisiolagicas
estandar
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., da nutriantes
Inferior pH >8 \I!DIigutrﬁfiﬂlsll
" a 15°C "\H
- Sicrafilos y Alcalofiles

e,

Sicrmulerantesl

Figura 3. Diferentes condiciones ambientales de crecimiento de microorganismos

extremofilos.

3. Género Bacillus
Este género esta formado por bacilos Gram positivos rectos productores de
esporas, aerobios o anaerobios facultativos, muy ubicuos en la naturaleza y

capaces de sobrevivir en condiciones extremas (Gomes, 2008).

3.1 Caracteristicas generales

Son bacilos Gram positivos, aerobios e inméviles, miden de 1-3 hasta 4
um, forman esporas resistentes al calor, a cambios ambientales y a
desinfectantes quimicos por periodos de tiempos moderados; las cuales pueden
ser destruidas por tiempos de 10 minutos a ebullicion.
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Se agrupan formando cadenas, la mayoria son sapréfitos que prevalecen
en el suelo, agua, aire y diversos vegetales.

Producen esporas elipsoidales, cilindricas, con paredes centrales delgadas,
esporangios no claramente abultados. Crecen a pH 6.0, y producen
acetilmetilcarbinol (Breed, et al., 1957).

3.2 Morfologia

La tabla 1 muestra algunas caracteristicas de microorganismos
pertenecientes al género Bacillus sp. El género de Bacillus comprende distintas
bacterias productoras de esporas. La mayor parte de los miembros de este género
son microorganismos saprofitos como por ejemplo B. cereus y B. subtilis que
prevalecen en el suelo, agua, aire y sobre otros vegetales (Salomon E. et al;
2001).

Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas de algunos microorganismos pertenecientes al
género Bacillus.

Microorganismo Caracteristicas
Bacillus subtilis Hidrolizan almidones
Bacillus subtilis var. aterrimus Pigmentos negros 0  solamente

carbohidratos

Bacillus subtilis var. niger Pigmento negro o solamente tirosina
Bacillus pumilus No hidrolizan almidén no forman nitritos
Bacillus coagulans No crecen a pH 6.0

Baillus firmus Caseina digerida. No forman ureasa
Bacillus lentus Caseina no digerida. Produce ureasa

Fuente: Salomon, et al; 2001
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3.3 Especies

Entre las especies bacterianas de interés industrial estan las del acido
acético (Gluconobacter y Acetobacter) que pueden convertir el etanol en acido
acético, el género Bacillus es productor de antibidticos (gramicidina, bacitracina,
plimixina), proteasas e insecticidas (Cheremisinoff, 1944).

Existen mas de 34 especies de este género pero las mas importantes para
el hombre son el Bacillus anthracis y Bacillus cereus.

3.3.1 Bacillus anthracis

B. anthracis posee una capsula de acido glutamico, un agente polipeptidico
capsular, un agente somatico en su pared celular, una toxina de carbunco con
componentes termolabiles. Las colonias no hemoliticas de 4-5 mm de diametro
con apariencia de vidrio esmerilado y bordes irregulares, se extienden sobre el

medio de cultivo (Realpe, 2002).

3.3.2 Bacillus cereus
Es un bacilo formador de esporas responsable de intoxicaciones
alimentarias siendo su habitat natural el suelo; contamina con frecuencia cereales,

leche, cremas pasteurizadas y especias entre otros alimentos (Gomes, 2008).

3.3.3 Bacillus subtilis

En 1872 Ferdinand Cohn hall6 y nombré a una bacteria como Bacillus
subtilis, dicho organismo representaria a un largo y diverso género de bacterias
las cuales fueron agrupadas dentro de la familia de Bacilliceae.

La familia Bacilliceae esta integrada por seis géneros de bacterias
formadoras de endosporas. Los Bacillus se distinguen de las demas bacterias
formadoras de endosporas por ser estrictamente aerdbicos o aerobios facultativos
y usualmente positivos a la catalasa (Sneath, 1986).
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3.4 Metabolismo microbiano
El término metabolismo se refiere al conjunto de reacciones que tienen lugar
en la célula teniendo tres funciones especificas:
» Obtener energia quimica del entorno, almacenarla para luego utilizarla en
diferentes funciones celulares.
» Convertir los nutrientes exdgenos en unidades precursoras de los
componentes macromoleculares de la célula bacteriana.
» Formar y degradar moléculas necesarias para funciones celulares
especificas.
La tabla 2 muestra algunas de las caracteristicas en el metabolismo de

microorganismos pertenecientes a éste género.

Tabla 2. Caracteristicas de crecimiento a diferentes temperaturas para
microorganismos del género Bacillus

Temperatura Descripcion

"Hiperterméfilos | Su temperatura éptima de crecimiento esta por encima de
los 80°C y el maximo crecimiento de cultivos puros se ha

llegado a dar entre 110 y 113°C.

Termofilos Crece por encima de los 45°C

Mesofilos Temperatura alrededor de 37°C frecuentemente capaces

de crecer en rangos de alrededor de 25-45°C.

Psicrofilos Capaces de crecer por debajo de 5°C y con temperaturas

maximas de 20°C. frecuentemente son capaces de crecer

en rangos alrededor de 10°C

Facultativos Temperatura optima de 15°C llegando a alcanzar los 20°C

y también capaces de crecer hasta por debajo de los 0°C

Fuente: Ramirez et al, 2006.
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Varias enzimas termoestables son requeridas en la industria de
detergentes, alimentos, textiles, piel, papel y farmacéutica. En la industria de los
detergentes y jabones para la ropa se utilizan biocatalizadores que quiten las
manchas a bajas temperaturas, mientras que en tratamientos de esterilizacién de
ropa para quiréfano se prefiere un jabon que tenga biocatalizadores que funcionen
a altas temperaturas. La industria de los cueros y las pieles requieren enzimas que
degraden las proteinas de la piel de los animales en condiciones de alta salinidad,
en cada caso se empleara enzimas provenientes de diferentes termdfilos.
(Ramirez, et al, 2006).

3.5 Enzimas que producen

La mayoria de las enzimas utilizadas en la industria son enzimas
extracelulares de origen microbiano destacando (Tabla 3). Los microorganismos
del género Bacillus sp son capaces de producir un sin numero de enzimas, dentro

de las que destacan:

3.5.1 Amilasas
Son aquellas enzimas que degradan el almidén. Se utilizan en la obtencion
de azucares fermentables en la cerveceria y en la obtencion de bebidas
alcoholicas, asi como también en la modificacion de la harina de panaderia.
Destacan las a- amilasas producidas por Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens y Aspergillus oryzae y las glucoamilasas son producidas por
Aspergillus niger (Walker y Whelan, 1960).

3.5.2 Proteasas
Producidas por algunas bacterias aisladas de sedimentos marinos, entre
estos microorganismos se encuentran Vibrio sp. y Pseudomonas aeuroginosa

(Florez, 2006), Alteromonas sp. (Sawave, 1997), Aeromonas sp. (Kuk, 2005).
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3.5.3 Pectinasas

Se utilizan en la produccién de zumos de frutas y elaboracién del vino,
estos enzimas elevan el rendimiento del zumo obtenido disminuyendo la
viscosidad; mejoran la extraccion del color de las pieles, frutas y vegetales
macerados. Son producidas por hongos Aspergillus y Bacillus que se encuentran
dentro de la familia enzimatica identificadas como PL1 son las mas numerosas y
presentan pesos moleculares de entre 30-50 kDa, la Unica familia que pertenece la
pectina liasa de Bacillus descritas hasta la fecha (Sakamoto et al, 1996), PL2, PL3
de peso molecular de 20-25 kDa, PL9 contiene 2 pectato liasas que presentan un
peso molecular superior a 75 kDa y PL10 con peso molecular de 35 y 140 kDa
(Soriano, 2004).

3.5.4 Celulasas

Las enzimas celuliticas producidas por las bacterias del género Bacillus
presentan basicamente actividad de endo-B-1,4-glucanasa y exo- B -1,4-
glucanasa; pero tienen una caracteristica particular, en especial la producida
por Bacillus subtilis y es la resistencia a ser inhibida por la glucosa o celobiosa
(Ahmed, et al, 2001; Ovando-Chacon y Waliszewski, 2005; Carrillo, 2003).

3.5.5 Lipasas

La mayor parte de las lipasas son producidas por bacterias patogénicas,
como por ejemplo la fosfolipasa C es un mejor determinante patogénesis de
muchas bacterias Gram negativas, respectivamente has sido clonados dos
grandes lipasas a partir de A.hidrophila y también encontradas en E.coli ambas
lipasas son de 70 kDa (Pamberton, 1997).
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3.5.6 Glucoisomerasa

Convierte la glucosa en fructosa y se utiliza para la obtencién de jarabes de
maiz ricos en fructosa, se obtiene de Bacillus coagulans, Streptococcus
rubiginosus,  Ectinoplanes  missouriensis 'y  Flavobacterium  arborescen,
(Cheremisinoff, 1944).

3.5.7 Quitinasas

La digestion enzimatica es realizada mediante dos pasos: primero la quitina
es hidrolizada extracelularmente por una endo- y exo-quitinasa que se encargan
de romper la cadena polimérica formando un polimero mas pequefio denominados
oligosacaridos, principalmente diacetilquitobiosa, la cual puede ser posteriormente
transformada dentro de la célula e hidrolizada a N-acetilglucosamina por una
acetilglucosamina (Ashori, 2005). Aeromonas sp produce gran cantidad de
diferentes quitinasas extracelulares, se reporta también que Bacillus circulans
produce quitinasa A1 (Watanabe, 1990).
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Tabla 3. Enzimas producidas por microorganismos del género Bacillus sp.

Enzima Aplicacion
P ——————™"—n—88§(=
Proteasas Detergentes,  alimentos,

elaboraciéon de cerveza y

panaderia
Glicosil-hidrolasas (amilasas, | Almidén, celulosa, quitina,
glucoamilasas, glucosidasas, | pectina y procesamiento
celulasas, xilanasa) de textiles
Microorganismos | Quitinasas Modificacién de alimentos
termofilos y productos para la salud
Lipasas, estereasas Detergentes, reacciones

estéreo-especificas
ADN-polimerasas Biologia molecular

Deshidrogenasas Reacciones de oxidacion

Fuente: Ramirez et al, 2006.

4. Quitina
La quitina (del griego tunic: envoltura) se encuentra ampliamente distribuida
en la naturaleza después de la celulosa, siendo el segundo polisacarido mas
abundante. Sus fuentes principales son el exoesqueleto de muchos crustaceos,
alas de insectos, paredes celulares de hongos, algas entre otros (Larez, 2006).
La quitina fue encontrada por primera vez en 1811 por el profesor Henri.
Braconnot, en 1830 la aisl6 de insectos y le dio el nombre de quitina, el
descubrimiento del quitosan en 1859 por Rouget supuso una investigaciéon

intensiva sobre estos compuestos.
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4.1 Estructura

Es un amino-polisacarido catiénico, compuesto principalmente por N-Acetil-
D-Glucosamina (GlcAc) unido por enlaces B-(1-4). El peso molecular de este
polisacarido puede ser tan alto como 10° Da (Rudrapatnam, 2003). El grado de N-
acetilacién y el grado de polimerizaciéon son dos de los parametros importantes
qgue determinan el peso molecular asi como de sus diferentes aplicaciones (Figura
4).
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HO
NH
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Quitano

Figura 4. Estructura quimica de la quitina, quitosan y quitano.

4.2 Fuentes de obtencion

La produccién mundial de camarones, llamados también quisquillas,
langostinos 0 gambas, se ha estabilizado en 1.5 millones de toneladas anuales,
siendo India, China, Estados Unidos, Tailandia, Indonesia, México, Malasia,

Japdn, Vietnam y Brasil los diez principales paises en la pesca de camaron.
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México se localiza como el sexto productor con una captura anual de 73 mil
toneladas, pero sélo el 5.7% proviene del cultivo por lo que grandes cantidades de
caparazones es desechada en las marisquerias del pais (Conde, 2007).

4.3 Potencial industrial

Como es el polimero mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa su utilizacion en México es muy comprometedora, como lo ha sido en
Japdn, en donde alrededor de 250 empresas explotan la produccién de la quitina.

La actividad industrial de procesado de los productos de la pesca,
especialmente de crustaceos (langosta, buey de mar, centolla, cigala, langostino,
gamba, entre otros) y cefalépodos (calamar) generan en la actualidad una gran
cantidad de residuos que suponen un grave problema medioambiental. Los
residuos de procesados de marisco contienen en general un 14-35% de quitina
asociada con proteina (30-40%), lipidos, pigmentos y depésitos de calcio,
estimandose por tanto una produccién mundial anual de quitina en los residuos de
unas 120000 toneladas (Caprile, 2005).

4.4 Mercado mundial

Liderando el mercado se encuentra Estados Unidos y Jap6n como lo
muestra la Figura 5. Segun estudios realizados por la Sociedad Asiatica de Quitina
(1996) el mercado mundial de quitosan en 1994 era de 1000 toneladas de las
cuales 800 ton eran utilizadas en Japdn, esto demuestra la gran importancia de
este pais como productor y consumidor (Caprile, 2005).
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Figura 5. Produccién de la quitina y sus derivados a nivel mundial.
5. Quitosan

5.1 Estructura

El quitosan es un producto natural derivado de la quitina. Quimicamente el
quitosan es una sustancia natural muy similar a la celulosa ya que se obtiene de la
N-deacetilacién de la quitina pudiendo ser mediante métodos quimicos, fisicos y/o
enzimaticos (Synoiewick, 2003). Dos de los parametros mas importantes que
influyen en la aplicacién de dicho polimero son: el grado de polimerizacion vy el
grado de deacetilacién, los cuales dependen del peso molecular (Tabla 4). El peso
molecular de este polisacarido puede ser tan alto como 10° Da (Rudrapatnam,
2003).
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Tabla 4. Contenido de quitina en crustaceos, insectos, moluscos y hongos

Tipo Contenido de quitina (%)
Crustaceos 72.1°
Cancer (cangrejo) 64.2°
Carcinus (cangrejo) 35.0°
Paralithodes (King cangrejo) 14.0°
Callinectes (cangrejo azul) 69.1°
Crangon (camaron) 28.0°
Camaron Alasakan 69.8°
Nephrops (langosta) 60-67°
Homarus (lanosta) 58.3¢
Insectos
Periplaneta (cockroach) 2.0°

a) Peso cuerpo hiimedo, b) peso organico de cuticula, c) peso total de cuticula seca, d) peso seco
de pared celular (Rudrapatnam, 2003).

5.2 Obtencion

El quitosan es un polisacarido natural obtenido por deacetilaciéon de la
quitina. El quitosan esta constituido por residuos 2-acetoamido-2-deoxi-p-D-
glucopiranosa (GlcNAc) y 2-amino-2-deoxi-B-D-glucopiranosa (GlcN) unidos por
enlaces glucosidicos B (1-4) (Peniche, 2006).

La obtencion del quitosan se produce por la desacetilacion de la quitina y se
puede realizar mediante procesos quimicos y enzimaticos (Vilches, 2005).

El proceso quimico se puede llevar acabo de dos formas: homogénea y
heterogénea.
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La desacetilacion homogénea comienza con un pre-tratamiento de
hinchamiento y la eventual disolucibn completa de la quitina en frio (-0°C)
mediante la utilizacién de una relacién de quitina a NaOH de 1:10 (p/p).

Luego se somete a desacetilar a temperaturas cercanas a la del medio
ambiente durante periodos largos de tiempo. Esto permite que no se localice en
determinados lugares de la cadena (Goycoolea, et al., 2004) y que el ataque a los
grupos amida sea mas uniforme.

La desacetilacion heterogénea en algunos casos se lleva acabo en
soluciones acuosas concentradas de bases como NaOH o KOH, bajo condiciones
severas (100-160°C); en las condiciones en que se pueden llevar acabo pueden
reducir la longitud de la cadena, por este motivo es conveniente repetir varias
veces el tratamiento alcalino por cortos periodos de tiempo aislando el producto en
cada etapa (Mim, et al., 1983). Para disminuir la pérdida del peso molecular del
polimero es conveniente la ausencia de oxigeno o la presencia de un antioxidante
(Domard y Rinaudo, 1983).

En la utilizacién de enzimas, la principal ventaja de este método respecto al
quimico es la obtencion de un material uniforme en sus propiedades fisicas y
quimicas, hecho muy apreciado para aplicaciones biomédicas (Figura 6).

La quitina desacetilasa es el enzima que cataliza la conversién de quitina a
quitosan por la desacetilaciéon de los residuos N-acetil-D-glucosamina.

La limitacion de este método es que la enzima no es muy efectiva en la
desacetilacion de quitina insoluble y por lo tanto es necesario un pre-tratamiento
(Vilches, 2005).
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Conchas de erusticeos

a) reduccion de tamafio

b) Desproteinizacion (MaOH diluida)
c) Desmineralizacian (HCI diluido)
Quitina

a) Desacetilacion (NaOH concentrado o
enzimatica)
b) Lavados con agua

Hojuelas de guitosano

_ &) Digolucidn con acidos
Molienda b) Fittracién

Quito ) Deshidratacion
uitosano

en polvo Sales de
quitosano

Figura 6. Esquema de la obtencidn de quitina y quitosan.

5.3 Solubilidad del quitosan

La presencia de grupos amino a lo largo de la cadena de quitosan permite la
disolucion de esta macromolécula en disoluciones de &cidos diluidos, por medio
de la protonacién de esos grupos. En medios acidos diluidos tiene lugar el
siguiente equilibrio: NH> + HA NHs + A. Al adquirir carga positiva la amina, el
quitosan aumenta su capacidad hidrofilica y pasa a ser soluble en soluciones
acidas diluidas formando sales ya que el pK; del grupo amino del quitosan es 6.5
(Tommeras, et al., 2001).

El quitosan es soluble en acidos inorganicos como el clorhidrico,
bromhidrico, yodhidrico, nitrico y perclérico diluidos. En cambio es insoluble en
acido sulfurico diluido. También es insoluble en la gran mayoria de disolventes
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organicos. El quitosan al igual que la quitina es insoluble en agua (Charles-
Rodriguez, 2008).

5.4 Aplicaciones
A continuacién se comentara algunas de las aplicaciones que tiene

actualmente este material en nuestro pais:

5.4.1 Agricultura
En el area de agricultura se emplean como:
» Recubrimiento de semillas con peliculas de quitosan para su conservacion
durante el almacenamiento.
» Sistemas liberadores de fertilizantes.
» Agente bactericida y fungicida para la proteccidén de plantulas (Larez, 2006).

5.4.2 Medicina
Hoy en dia se sabe que la quitina y el quitosan han sido usados desde la

antigliedad para acelerar el saneamiento de heridas. Los antepasados de los
coreanos usaban la quitina en el tratamiento de abrasiones (obteniéndola a partir
de las plumas de calamar) y los antepasados de los mexicanos aplicaban quitosan
para la aceleracion de la cicatrizacion de heridas (obteniendo de las paredes
celulares de algunos hongos). En la actualidad entre los usos médicos mas
sencillos de estos materiales se mencionan los siguientes:

» Produccién de suturas quirargicas a partir de quitina.

» Produccién de gasas y vendajes tratados con quitosan.

» Cremas bactericidas para el tratamiento de quemaduras (Larez, 2006).
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5.4.3 Tratamientos de aguas residuales

Es una de las areas mas importantes debido a que el quitosan y la quitina
son sustancias ambientalmente amigables. Entre los usos que se hacen en la
actualidad con estos biomateriales y algunos de sus derivados, en este campo
tenemos:

» Coagulante primario para aguas residuales de alta turbidez y alta
alcalinidad.

» Floculante para la remocién de particulas coloidales solidas y aceites de
pescado.

» Captura de metales pesados y pesticidas en soluciones acuosas. Algunos
copolimeros de injerto de quitosan muestran alta efectividad para remover
metales pesados especialmente los acidos alquenodioicos (Kin, et al.,
1997).

5.4.4 Cosméticos

Se emplea en:

» Fabricacion de capsulas para adelgazar (atrapa grasas = Outfat).

» Aditivo bactericida en jabones, champus, cremas de afeitar, cremas para
la piel, pasta dental, etc.

» Agente hidratante para la piel, debido a que sus geles pueden
suministrar agua y evitar la resequedad.

» Ademas el quitosan forma una pelicula que ayuda a dosificar otros

principios activos.

Pascual-Yescas, 2009
27



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la

produccién de oligosacéridos de quitosan”

Revision de Literatura

5.4.5 Biosensores
Son numerosas las aplicaciones del quitosan en este campo, especialmente
como soporte para la inmovilizacién de enzimas sensibles a un sustrato especifico.
Algunos ejemplos son:
» Sensor para glucosa en sangre, basado en la inmovilizacién de la enzima
glucosa oxidasa sobre el quitosan, usando adicionalmente Azul de Prusia.
» Sensor para la deteccion de fenoles en aguas de desecho en plantas
industriales basado en la inmovilizacion de la enzima tirosina.
» Sensores basados en la inmovilizacién de nanoparticulas espacialmente
ordenadas (Wu, 2005).

5.4.6 Industria alimentaria

Se emplea como aditivos en los alimentos, por sus propiedades como
espesantes, gelificantes y emulsificantes, se utilizan como mejoradoras de textura
ya que fijan agua y grasa (ej: quitina cristalina). También como estabilizantes del
color, como agente que previene la precipitacién en el vinagre, como aditivos con
caracteristicas nutricionales (fibra dietética), en galletas y pan previene la
disminucion del volumen de la masa, como aditivo para la alimentacion animal
(hasta el 10% en alimentos para pollos) aumenta el crecimiento (Teisaire, et al.,
2007).

5.4.7 Industria papelera

Se emplea en la elaboracién del papel, aumento del rendimiento de la pulpa
y de la capacidad de retencion de agua, como adhesivo, tratamiento de superficie
en el papel (mayor resistencia y mejor fijaciébn de la tinta), papel fotografico,
separacién de productos y recuperacion de componentes (Teisaire, 2007).
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5.4.8 Tecnologias de membranas

Para la separacion de componentes (filtros moleculares), en columnas
cromatograficas, como absorbentes de encapsulacién, para el control de
permeabilidad, en osmosis inversa, electrodidlisis, quitina magnética y aislamiento

de lisozima (Teisaire, 2007).

5.4.9 Industria textil
El quitosan se utiliza como agente para evitar el encogimiento de los tejidos
y como fijador del color y para comunicar propiedades antiestaticas a las fibras

sintéticas (Gacen, 1996).

5.4.10 Propiedades antimicrobianas del quitosan

La actividad antimicrobiana del quitosan depende de factores como el tipo
de quitosan (grado de desacetilacién, peso molecular), del pH del medio, de la
temperatura, etc. El quitosan es capaz de inhibir algunas bacterias Gram
negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeuroginosa, Shigela dysenteriae,
Vibrio ssp y Salmonella typhimurium. Debido a que es una macromolécula no
puede atravesar la membrana externa de las bacterias Gram negativas ya que
esta membrana actia como una barrera contra las macromoléculas (Nikaido,
1996).

6. Derivados de la quitina y quitosan

La quitina es un polisacarido uniforme que contiene grupos amino, el cual
puede ser biosintetizado y biodegradado, ya que su uso no contamina el medio
ambiente. El quitosan es un producto de la deacetilacion de la quitina. El
carboximetil-quitosan se obtiene mediante el uso de cloro etanico obteniendo un
grado de sustitucion por arriba del 90% (Tang, 2004).
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6.1 Oligosacaridos de quitosan

Los oligosacaridos son polimeros de hasta de 20 monosacaridos. La unién
tiene lugar mediante enlaces glucosidicos. Se ha establecido arbitrariamente un
limite de 20 unidades para definir a los oligosacaridos (Tombs, 1998). Los
oligosacaridos de quitosan son amino azucares no téxicos de bajo peso molecular.
Estos oligosacaridos son una mezcla de oligdmeros de D-glucosamina con un
grado de polimerizaciéon de 20.3 y un peso molecular de aproximadamente 2000
kDa. Los oligosacaridos son obtenidos mediante una hidrolisis enzimatica del
quitosan con el empleo de la enzima quitosanasa (Park, 2002).

6.1.1 Obtencién

Los métodos de obtencidén de los oligosacaridos de quitosan han sido bien
documentados a través del tiempo. Los principales métodos que se han
desarrollado son: a) empleo de enziamas: como celulasas (Joo, 2002) vy
quitosanasas (Lee, 2000, 2002); b) empleos de métodos quimicos como uso de
reacciones con nitrato de sodio (Ha, 2000); y c) métodos fisicos, como
ultrafiltracién (Charles-Rodriguez, 2008).

6.1.2 Principales aplicaciones

Numerosas aplicaciones del quitosan dependen de su peso molecular. El
quitosan altamente polimerizado (2000-5000 Da), obtenido directamente del
proceso de desacetilacion de la quitina, tiene un amplio rango de propiedades
funcionales; puede ser empleado como biomaterial, aditivo, agente floculante en la
industria textil, en cosméticos, en materiales biomédicos y alimentos (Sanford,
1989).
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6.1.2.1 Liberacion de farmacos

Microesferas de complejos polielectroliticos formados por quitosan vy
polimeros de cargas opuestas tienen la habilidad de liberar farmacos y otras
moléculas organicas. Dichas microesferas son biodegradables y biocompatibles
por lo que hace una forma conveniente para acarrear farmacos en un organismo
(Filipovic-Grcic, 1993).

6.1.2.2 Estimulacién del mecanismo de defensa en plantas

Las quitinasas son expresadas en muchas especies de plantas, incluso
cuando no se encuentra presente la quitina o el quitosan en sus tejidos. Estas
enzimas se encargan de proteger a la planta de infecciones por hongos patégenos
que contienen en sus paredes celulares la quitina. El quitosan puede ser
considerado como un promotor en el crecimiento de la planta, ademas de eliminar
metales pesados en la produccion de maiz; lo que garantiza su empleo en el suelo
ya que su uso en la agricultura estimula los mecanismos de defensa de la planta
contra infecciones, lo que le da una gran ventaja sobre los biocidas quimicos
(Hirano, 1990).

6.1.2.3 Estimulacién al crecimiento celular y regeneracion de tejidos

En una herida, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, siglas
en inglés) es liberado para estimular el crecimiento celular. La presencia de
quitosan puede acelerar la activacion de la tirosinquinasa, lo cual constituye el
primer paso de la sefal mitogénica de la transduccién del PDGF (Muzzarelli,
1989).
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6.1.2.4 Prevencion y tratamiento de ulcera gastrica

Se ha comprobado que el quitosan de bajo peso molecular (25-50 kDa)
muestra una mejor capacidad para prevenir el dano de la mucosa gastrica
inducido por el etanol (lto, 2000).
6.1.2.5 Accion antitumoral

El quitosan puede estimular algunos componentes del sistema
inmunolégico de animales como los linfocitos T, macréfagos y las células “natural
killer” (Suzuki, 1986).

7. Quitosanasas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas, son
catalizadores especificos: cada enzima cataliza un solo tipo de reaccién y casi
siempre actua sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos
(Salomon, et al., 2001).

Las quitinasas son endo-B-1,4-N-acetilglucosaminidasas que hidrolizan los
enlaces B-1,4-glicosidicos de quitinas, quitodextrinas y quitosan parcialmente
acetilados de forma aleatoria (Ohtakara, 1988). Estan presentes en hongos,
insectos, algunas bacterias y en plantas superiores. Las bacterias producen
quitinasas para digerir la quitina y utilizarla como fuente de carbono y energia,
mientras que en las plantas las quitinasas estan involucradas en mecanismos de
defensa frente a patdégenos que contienen quitina. Las quitosanasas han sido
definidas por la Comision de Enzimas como enzimas que tienen la capacidad de
endo-hidrolizar los enlaces 3-1,4 entre los residuos de N-acetil-D-glucosamina y la
D-glucosamina en el quitosan parcialmente acetilado.

Monaghan en 1973 reporté la existencia de una quitosanasa la cual
hidroliza al quitosan pero no la quitina. El quitosan generalmente es un
compuesto N-acetilado, cerca del 10-20% de quitosan N-acetilado ha sido usado
como sustrato para ensayos empleando quitosanasas; por otro lado, el quitosan
ha sido empleado como sustrato soluble para un ensayo con una quitinasa
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evaluando la produccion de oligébmeros producidos por el método del viscosimetro
(Tracey, 1995). Sin embargo, la diferencia entre quitinasa y quitosanasa sobre el
modo de accién del quitosan se sigue estudiando.

Se han reportado que el quitosan N-acetilado incrementa o disminuye la
velocidad de reaccién de acuerdo al grado de deacetilacion y por consiguiente es
posible identificar los oligosacéridos producidos.

En un estudio llevado a cabo con células de Aeromonas hydrophila a partir
de quitosan hidrolizado se cree que la velocidad de accién desciende de acuerdo
al grado de deacetilacion va aumentando, pero con quitosan no hidrolizado hace
qgue la enzima se divida en (GlcNAc)s y (GIcNAc)s se concluye asi que la quitinasa
apartir de este microorganismo no esta asociado la actividad quitosanasa sin
embargo el quitosan parcialmente N-acetilado se hidroliza por accién de la
quitinasa, de acuerdo a estas diferencias que hay entre quitosanasa y quitinasa se
sigue estudiando de acuerdo a su modo de accién sobre el quitosan parcialmente
N-acetilado (Mitsutomi et al., 1990).

Las quitinasas comunmente son generadas por varios microorganismos.
Para el uso de quitina como fuente de carbono para el crecimiento microbiano se
requieren de tres tipos de enzimas: una endo-quitinasa, una exo-quitinasa y -N-
acetilglucosamidasa. La base genética para la produccion de quitinasa por
bacterias se ven reflejadas con investigaciones mediante el aislamiento de genes
(Ueda, et al., 1998).

El quitosan es hidrolizado principalmente por las quitinasas y las
quitosanasas, aunque también puede ser hidrolizado por enzimas comerciales
como glucanasas, pectinasas, lipasas y algunas proteasas.

Se han utilizado celulasas, pectinasas, lipasas y proteasas para
depolimerizar el quitosan. Entre las proteasas podemos destacar a la papaina, una
proteasa particularmente atractiva debido a su origen vegetal. Otra proteasa que
depolimeriza de forma eficiente el quitosan es la pronasa, una serin proteasa
obtenida partir de Streptomyces griseus, obteniéndose quitosan de bajo peso
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molecular, oligbmeros y mondmeros. La maxima despolimerizacién con pronasa
tiene lugar a pH 3.5 y 37°C (Kumar, 2004).

Reportes en la literatura mencionan que Bacillus circulans MH-K1 y
Streptomyces griseus UHT 6037 son productores de heteroquitooligosacaridos los
cuales en la reduccion final dejan residuos de D-glucosamina, asi como
oligosacaridos-D-glucosamina (Mitsutomi, 1992; Mitsutomi, et al, 1995).

Las quitosanasa se pueden categorizar de acuerdo a sus caracteristicas
especificas en la hidrélisis (Fucamiso, et al, 1997).

Las quitinasas y quitosanasas no estan disponibles para aplicarlas a escala
industrial, ademas su costo es muy elevado. La depolimerizaciéon del quitosan se
puede realizar con enzimas inespecificas (Terbojevich, et al., 1996; Muzzarelli, et
al., 1994; Muzzarelli, et al., 1997).

Las quitosanasas catalizan la degradacion del quitosan parcialmente
acetilado de forma endo-hidrolitica. La capacidad para hidrolizar quitosan con
diferente grado de desacetilacion depende del microorganismo que produce la
quitosanasa.

En funcién de la especificidad del sustrato las quitosanasas microbianas se
pueden dividir en dos grupos. Las que pertenecen al grupo | sélo pueden
hidrolizar quitosan, mientras que las que pertenecen al grupo Il pueden hidrolizar
quitosan y carboximetilcelulosa (Chiang, et al., 2003).

Las quitosanasas representan una clase de enzimas hidroliticas que se
encuentran en bacterias, hogos y plantas. La diferencia entre quitinasas vy
quitosanasas no es clara ya que ambas tienen la capacidad de degradar el
quitosan de diferentes grados de acetilacion (Ohtakara, et al, 1988, Oswald, et al,
1994). Las quitinasas atacan preferentemente a polimeros altamente N-acetilados,
es decir, son mas eficientes con quitosdn de bajo contenido de grupos N-
acetilados. Las quitosanasas se pueden distinguir de las quitinasas por su bajo
peso molecular aparente (Grenier, 1990).
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7.1 Microorganismos que producen quitosanasas

La cepa de Estreptomyces sp 6, produjo una quitosanasa celular inducida
con glucosamina; dicha enzima fue purificada homogéneamente por Sephadex G-
100 (carboximetil celulosa), esta enzima hidrolizd al quitosan pero no a la quitina,
ya que mediante la cromatografia solamente detect6 la di- y tri-glucosamina. Se
obtuvo una méaxima actividad a los 25°C y un pH entre 4.5 y 6.5. La hidrdlisis del
quitosan se alcanzé dentro de este rango con un maximo a 60°C. En dicho rango
la inhibicidn se logro en concentraciones solubles de quitosan superior a los 0.5¢g/L
y el Km, calculado por la ecuacion de Lineweaver-Burke fue de 0.688g/L a un pH
de 5.5. Dicha enzima previene la germinacion de esporas en suspension de la
cepa Muccor (Price, 1975).

En un aislamiento de la cepa de Aeromonas schubertii se utiliz6 quitina en
polvo para la produccién de una quitinasa. Las proteinas extracelulares fueron
purificadas por filtracién con sulfato de amonio, una vez purificadas, estas fueron
analizadas por SDS-PAGE con y sin glicol quitina resultando ser resistentes al
SDS. La enzima obtenida tenia un peso molecular de 75 kDa, con una Km de 0.29
nM 1s™'; esto fue obtenido usando quitina coloidal azufrada como sustrato, por lo
que un tratamiento con etanol de esta enzima podria incrementar
significativamente la actividad quitinolitica (Shang, et al., 2004).

Otras quitinasas obtenidas mediante fracciones de sus puntos isoelécticos
presentaron un peso molecular desde 30-38 y 110 kDa. Se recolectaron proteinas
(pH de 4.8) con gran actividad quitosanasa y se cree que son de naturaleza acida.
Se realiz6 una prueba empleando quitina coloidal azufrada como sustrato, la cual
es recomendada por su amplio rango de lineamiento en comparacion con el

método convencional de azucares (Shang, et al., 2004).
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Las quitinasas son capaces de hidrolizar la quitina a oligbmeros vy
mondmeros de N-acetil-B-D-glucosamina. Muchos organismos son aptos para la
produccién de quitinasas, muchas bacterias como Bacillus lichiniformis, Nocardia
orientalis, Serrattia marcescens, Vibrio alginolyticus y muchas especies de hongos
como Talaromyces emersonii, Streptomyces cinereoruber, Trichoderma viride y
Trichoderma harcianum tienen ciertas propiedades para la produccién de las
mismas (Hsin, 2004).

Un estudio con Aeromonas sp. No. 10S-24 produjo una gran cantidad de
quitinasas, la identificada como I-VIIl y la B-N acetilglucoaminidasa fueron
purificadas y asiladas de los sobrenadantes, las cuales codificaban para los
genes de la quitinasa Il y Ill, donde se determinaron las secuencias de nucleétidos
de dichas enzimas expresadas en E. coli (Sutrisno, et al., 2001).

Al emplear una enzima quitinolitica de Aeromonas sp 10S-24 se obtuvo una
gran cantidad de oligosacaridos mediante la hidrélisis N-acetilada de quitosan
utilizando una quitinasa Il. Se utilizaron varios sustratos para determinar el
sustrato especifico para la purificacion de las enzimas. Para ello se llevo a cabo
un ensayo usando acido acético NaOH al 0.1 M, buffer a pH 4.0 a una temperatura
de 37°C por 15 minutos (Sutrisno, et al., 2001).

Se ha reportado que Aeromonas sp. GJ-18 produjo una quitinasa
extracelular en un medio que contenia quitina disuelta. La actividad de la
quitinasa fue mas alta cuando el medio se mantuvo a una temperatura de 30°C, la
maxima actividad enzimatica fue a los 5 dias de incubacién ya que conforme
pasaron los dias, la actividad fue disminuyendo. Dicha bacteria fue aislada de
zonas costeras y se tiene que posee una gran actividad quitinolitica. Esta cepa
fue empleada para la preparacion de enzima cruda la cual contenia N-acetil-D-
glucosaminidasa y N,N-diacetil quitobiohidrolasa. La N-acetil-D-glucosaminidasa
es inactivada a temperaturas superior a los 50°C, pero la N,N-diacetil

quitobiohidrolasa resulté estable a esta temperatura.
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Se ha reportado que a una temperatura de 45°C la N-acetil-D-glucosamina
produjo un mejor producto hidrolitico (94%) con un rendimiento de 74% a los 5
dias y por otro lado a 55°C se da un producto de 86% con rendimiento de 35%,
por lo que se concluyd que el rango 6ptimo de temperatura acierta que por arriba
de los 50°C se inactiva la N-acetil-D-glucosamina (Kuk, et al, 2005).

Una bacteria aislada de las zonas costeras de Busan identificada como
Aeromonas sp. J-5003 por su morfologia, caracteristicas bioquimicas y de cultivo,
fue reportada capaz de producir dos enzimas quitinoliticas: la quitinasa y la
quitobiasa. Para la produccién de la quitinasa, la mayor parte de los componentes
del medio de cultivo fueron quitina coloidal al 0.5%, glucosa 0.2%, extracto de
levadura 0.25% y peptona al 0.25%; mientras que para la produccién de
quitobiasa fueron quitina coloidal 0.5%, galactosa y triptona 0.2%. Las
condiciones Optimas de temperatura y pH para la produccién de quitinasa vy
quitobiasa a partir de Aeromonas sp. J-5003 fueron de 30°C y pH de 7.0 (Yong, et
al., 2003).

7.2 Modo de accién

Las enzimas quitinoliticas juegan un papel importante en reacciones
fisioldgicas, procesos de bioconversién de desechos, desmineralizacién de quitina
en suelos y ambientes marinos, asi como en proteccién vegetal en contra de
hongos paréasitos. Se ha demostrado que la produccion de quitinasas utilizando
desechos ricos en quitina se incrementa notablemente cuando el microorganismo
productor asimila a la quitina como fuente de carbono y nitrégeno (Matsumoto, et
al., 2004).
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7.3 Efecto del pH inicial y la temperatura

De acuerdo a las condiciones de crecimiento de Aeromonas sp. J-5003 a
pH de 3.0-5.0; inhibe su crecimiento, ya que su produccion se da Unicamente a un
pH de 7.0. La actividad se mantiene a pH de 8.0 con aproximadamente del 87%
de conversion. Por lo general, las quitinasas producidas por bacterias presentan
una mejor actividad en el rango de pH neutro (Huang, et al., 1996; Kang, et al.,
1998; Monreal, 1969).
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Capitulo lll

Materiales y Métodos

El presente trabajo se disefid en etapas de investigacién para producir vy
cuantificar la actividad quitosanasa de células del género Bacillus sp. aisladas del
valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

La parte experimental se llevé a cabo en el Departamento de Biotecnologia
de la UAdeC y en los laboratorios de Produccion Animal de la UAAAN.

> ETAPA I: Estudio cinético de crecimiento microbiano de 5 cepas de Bacillus
sp. aisladas del valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

1.1 Aislamiento de las 5 cepas de Bacillus sp. del valle de Cuatrociénegas,
Coahuila

Los cinco microorganismos estudiados fueron aislados por Mauricio-
Benavides, et al., en el 2007. En la tabla 5 se presentan los cédigos de los
microorganismos y el origen del aislamiento. Estos microorganismos fueron
cultivados en agar nutritivo a una temperatura constante de 37°C. Se llevo a cabo
una tincion de Gram para confirmar la identidad de las cepas estudiadas.

Tabla 5. Localizacion y codigos de los microorganismos aislados del valle de
Cuatrociénegas por Mauricio-Benavides (2007).

Microorganismo Localizacion Muestra  Cddigo
B1 Poza de los Gleros Agua PG-3
B2 Poza de los Gleros Agua PG-4
B3 Poza del Centro Agua PC-5
B4 Poza del Centro Agua PC-6
B5 Poza de los Giieros  Sedimento LPG-23

Pascual-Yescas, 2009
39



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la

produccién de oligosacéridos de quitosan”

Materiales y Métodos

1.2Curva de crecimiento

En 50 mL de caldo nutritivo a pH 7.0 se inocularon 0.5 mL de suspensién
celular (cada uno de los 5 Bacillus sp.) y se incubaron a 37°C con una agitacion de
150 rpm (Lab line, Incubator Shaker). Se tomaron alicuotas en tubos Eppendorf
de 1.5 mL a tiempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h. Las muestras fueron
conservadas en refrigeracion hasta su uso.

La curva de crecimiento se determin6 mediante el método de turbidimetria
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 590 nm usando un
espectrofotometro (Genesys 8). El analisis se llevo a cabo por duplicado.

1.3Determinacién de proteina celular por el método de Lowry modificado por
Peterson.

Se colocd 1mL de la suspension celular con 1mL de reactivo A y se dejaron
reposar en un lapso de10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se le
adicionaron 0.5 ml de reactivo de Folin 1:5, se agit6 cuidadosamente y se dejo
reposar por 30 minutos para finalmente leer a una longitud de onda de 750 nm.
Todas las lecturas se llevaron a cabo por duplicado. La preparacién de los

reactivos se llevo a cabo de la siguiente manera:

Reactivos.
Solucién A: 0.6 g de SDS disueltos en 12 mL de agua destilada, 6 mL de NaOH
0.8N, 6 mL de solucién B.
Solucién B: 5 mL de NaCO3; al 20%, 1 mL se CuSO,4 .5H, O al 1%, 1 mL de
tartrato de sodio y potasio y 3 mL de agua destilada.

Se prepard una curva de calibracibn empleando albumina sérica bovina

(Sigma) como se muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. Curva de calibracion de proteinas por el método de Lowry

No. Albumina Agua destilada Dilucién de
Tubo (12.5 mg/100 mL) (mL) albumina
(mg/mL)
Blanco 0 1.0 0.00
1 0.1 0.9 1.25 X 102
2 0.2 0.8 2.50 X 107
3 0.3 0.7 3.75 X 10
4 0.4 0.6 5.0 X 102
5 0.5 0.5 6.25 X 10
6 0.6 0.4 7.50 X 10
7 0.7 0.3 8.75X 10
8 0.8 0.2 1.00 X 10™
9 0.9 0.1 1.13X 10
10 1.0 0 1.25 X 10"

> ETAPA II: Seleccion de cepas bacterianas con actividad quitosanasa

2.1 Cultivo y proliferacion de los microorganismos

2.1.1 Preparacién del medio especifico

Para cada una de las cepas se utilizaron oligosacaridos de quitosan de
mediano peso molecular (30-100 kDa) como unica fuente de carbono en una
concentracion de 10 g/L obtenidos en el laboratorio (Charles-Rodriguez, 2008).

Se prepar6 un medio mineral a pH 7.0, el cual fue esterilizado a 120°C/15 Ib
durante 15 minutos. La fuente de carbono (OQ) fue adicionada una vez que el
medio se encontraba a temperatura ambiente, los OQ fueron esterilizados bajo luz
ultravioleta por 6-12 h y posteriormente filtrados por filtros de celulosa de 0.45 um
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(Millipore, 0.45 um) para su posterior adicion al medio. La composicién del medio
de cultivo se presenta en la tabla 7.

Tabla 7.Composicion quimica del medio de cultivo especifico para la produccion de
quitosanasa extracelular

Componente Cantidad (%)
“Cloruro de sodio (NaCl) 05
Nitrato de sodio (NaNO3) 0.3
Cloruro de potasio (KCI) 0.5
Oligosacaridos de quitosan 1
Fosfato de potasio (KH2POy) 0.2
Sulfato de magnesio (MgSQO.,) 0.001

2.1.2 Curva de crecimiento en medio especifico

En matraces Erlenmeyer de 250 mL se agregaron 50 mL de medio liquido
con un inéculo inicial de 0.5 mL, se incubaron (Lab line, Incubator Shaker) a 37°C
con una agitacion de 150 rpm. Se tomaron alicuotas de 1.5 mL en tubos
Eppendorf a tiempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 y 144 h de fermentacion; dichas
muestras se conservaron a -5°C para posteriormente analizarlas mediante la
técnica de turbidostato leyendo a una longitud de onda de 590 nm. Este
procedimiento se siguidé para cada uno de los 5 bacilos. Todos los experimentos
se realizaron por duplicado.
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2.2 Determinacion de proteina extracelular por el método de Lowry modificada por
Peterson

Las muestras obtenidas a los diferentes tiempos fueron centrifugados a
12,000 rpm (Biofuge Heraeus centrifuge) por 15 minutos. El sobrenadante fue
separado y empleado como extracto enzimatico a diferentes tiempos de
fermentacién para la determinacion de proteina mediante el método de Lowry
modificado por Peterson (ver metodologia 1.3). Este ensayo se realizé para cada
uno de los 5 bacilos estudiados.

> ETAPA llI: Estudio de la actividad enzimatica de los extractos obtenidos
3.1 Cuantificacién de actividad enzimética

La actividad quitosanasa se determiné mediante la liberacién de azucares
reductores teniendo como patrdén una curva de calibracion (tabla 8) (Somogyi-

Nelson, 1956) empleando quitosan como sustrato.

Tabla 8. Curva de calibracion de glucosa 500 ppm para azucares reductores

ppm pl Glucosa pl agua Absorbancia
0 0 250 0
50 25 225 0.13
100 5 200 0.255
150 75 175 0.48
200 100 150 0.667
300 150 100 1.001

Pascual-Yescas, 2009
43



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la
produccién de oligosacéridos de quitosan”

Materiales y Métodos

3.1.1 Preparacion de sustrato

Se pesd 1.25 g de quitosan (Amicogen, Corea del Sur) para posteriormente
disolverlos en 25 mL de buffer acido acético acetato de sodio (AAANa) 50 mM con
pH de 5.0.

3.1.2 Cinética enzimatica

Se colocaron 240 L de sustrato, se le agregd 10 pL de extracto enzimatico
obtenido a los diferentes tiempos de fermentacién. La produccién de
oligosacaridos de quitosan se monitore6 a tiempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45 y 60
minutos a temperaturas de 39+2°C. Todas las cinéticas se llevaron a cabo por
duplicado.

3.2 Produccién de oligosacaridos de quitosan

El producto obtenido de la cinética enzimdtica se cuantific6 mediante la
liberacion de azucares reductores. La técnica consiste en colocar 250 pyL de
muestra con 250 L de reactivo 1 (Somogy), hervir en un bafo de agua por 10
minutos. Después de retirar del agua hirviendo se dejdé enfriar a temperatura
ambiente y se adicionaron 250 pL del reactivo 2 (Nelson). Posteriormente se dej6é
enfriar a temperatura ambiente por 10 minutos para finalmente agregar 4 mL de
agua destilada. Las muestras fueron leidas a una longitud de onda de 690 nm en
un espectrofotémetro (Geneys 8) (anexo 1).
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Resultados y Discusiones

> ETAPA I: Estudio cinético de crecimiento microbiano de 5 cepas de Bacillus

sp. aisladas del valle de Cuatrociénegas, Coahuila.

1.1 Aislamiento del Valle de Cuatrociénegas, Coahuila de las 5 cepas de Bacillus
sp.

El aislamiento e identificacién de los microorganismos, del género Bacillus
sp., realizada por Mauricio-Benavides et al., 2007 se corroboré mediante tincién
de Gram (Figura 7). Los microorganismos fueron aislados de la Poza de los
Gleros a 102°10°36"" de longitud y 26°51°36"" de latitud, mientras que la Poza del
Centro esta localizada a 102°09°15” de longitud y 26°50°44"" de latitud. Todos los
microorganismos pertenecen al cepario del Departamento de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila.

Las células del género Bacillus son microorganismos Gram positivos
esporulados en forma de bastoncillos, la mayoria de los miembros de este genero
son microorganismos saprofitos como por ejemplo el B.cereus y Bacillus subtilis
que prevalecen en el suelo, agua, aire y sobre otros vegetales (Salomoén. et al,
2001), la figura 7 muestra las fotografias de las células de Bacilos que fueron
aisladas del Valle de Cuatrociénegas las cuales fueron codificadas como PG-3,
PG-4, PC-5, PC-6 y LPG-23, este género obtiene la fuente de energia y nutricion
de medios sintéticos que contengan azucares, acidos organicos, alcoholes etc.,
como Unica fuente de carbono, amoniaco como Unica fuente de nitrégeno, gracias
a su capacidad de degradar estos compuestos se pueden emplear en tratamientos
de aguas etc (Brock et al, 1991).
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Figura 7. Morfologia microscépica de las células de Bacillus sp. aisladas del valle de
Cuatrociénegas tefiidas mediante la técnica de Gram

Como podemos observar, las caracteristicas microscopicas detectadas en
las cepas empleadas, corresponden a morfologias tipicas de los microorganismos
reportados de la familia de Bacillus, dentro de las caracteristicas que se pueden
mencionar esta la presencia de esporas intracelulares, comunmente polares.
(Bergey, 2000)

1.2 Curva de crecimiento

Con la finalidad de estudiar el comportamiento y desarrollo de los
microorganismos empleados se realiz6 una cinética de crecimiento microbiano a
cada cepa, siguiendo la metodologia mencionada previamente. Una curva de
crecimiento microbiano normal por lo general presenta cuatro fases: a) adaptaciéon
o lag, b) fase exponencial o log, c) latencia o estacionaria y d) fase de muerte

celular.
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La cepa PG-3 mostré una fase de adaptacion en las primeras 24 h
alcanzando su fase exponencial al final de las mismas (24-48 h). Se detect6 una
breve fase estacionaria ya que inmediatamente el microorganismo entrd en fase
de muerte celular con una disminucién gradual en la lectura de turbidez detectada
(Figura 8a). Tomando en cuenta lo anterior y comparandolo con los datos de
proteina celular obtenidos (Figura 8b) podemos ver que la maxima produccion de
biomasa celular se observé a las 48 h con una velocidad especifica de
crecimiento de 0.002 OD/h (Figura 8c).
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Figura 8. Estudio cinético de crecimiento microbiano de células PG-3 en caldo
nutritivo a) Curva de crecimiento por turbidez, b) Curva cinética de cuantificacion
de proteina celular, y c) Determinacién de velocidad especifica de crecimiento
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La figura 9 muestra el crecimiento en caldo nutritivo del PG-4 donde se
puede observar que alcanzé6 su fase exponencial en las 96 h; tomando en cuenta
el comportamiento general, esta fase no se presenta hasta las 96 h, sino desde el
inicio de la cinética y termina hasta las 96 h aproximadamente; sin embargo, la
velocidad especifica de crecimiento fue de 0.0026 OD/h.
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Figura 9. Estudio cinético de crecimiento microbiano de células PG-4 en caldo nutritivo a)
Curva de crecimiento por turbidez, b) Curva cinética de cuantificacion de proteina celular,

y ¢) Determinacién de velocidad especifica de crecimiento

La curva de crecimiento en el PC-5 al igual que PG-4, no presenté una fase
de adaptacién (figura 10) entrando de lleno en su fase de crecimiento exponencial,

la cual dur6 hasta las 48 h, tiempo al cual comenzé un descenso en las lecturas
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detectadas de turbidez, indicando el inicio de la fase de muerte celular
comparando esta grafica con la de determinacién de proteina nos muestra que la
maxima produccion se da a las 96 h con una cantidad de 0.4800 mg/mL de
biomasa celular, lo que significa que el microorganismo a pesar de que entro en
muerte celular por agotamiento de nutrientes, el Bacilo iba secretando proteina
hasta su completa fase de decadencia como se muestra en la figura 10b.

Se reporta e la literatura que la especie de Bacillus de bacterias Gram
positivas producen hasta de 1-4 mg/mL de proteina como el caso del Bacillus
subtilis (Hemila, 1989). La velocidad especifica de crecimiento de 0.0023 OD/h
muy similar a los dos bacilos PG-3 y PG-4 (Figura 10c).
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Figura 10. Estudio cinético de crecimiento microbiano de células PG-5 en caldo nutritivo a)
Curva de crecimiento por turbidez, b) Curva cinética de cuantificacion de proteina celular,
y ¢) Determinacién de velocidad especifica de crecimiento
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El bacilo PC-6 no presenta una fase de adaptacion ya que desde las
primeras 24 h se puede apreciar un crecimiento exponencial alcanzando su
maxima fase a las 48 h y la razén se debe a que dicho bacilo a generado los
metabolitos para la digestion de los nutrientes del medio, alcanzando su maxima
produccién celular a las 96 h (figura 11b), y haciendo una comparacion con la
(figura 11b) de determinacion de proteina muestra una semejanza con el Bacilo
PG-3 ya que la maxima produccion de proteina es en las 48 h con una cantidad
de 0.4697 mg/mL Se observé una velocidad especifica de crecimiento de 0.002
OD/h (figura 11c).
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Figura 11. Estudio cinético de crecimiento microbiano de células PC-6 en caldo nutritivo a)
Curva de crecimiento por turbidez, b) Curva cinética de cuantificacion de proteina celular,
y ¢) Determinacién de velocidad especifica de crecimiento
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En la figura 12 se muestra el comportamiento de LPG-23 no presenta fase
de adaptacién, detectandose un crecimiento exponencial desde el inicio, lo cual es
indicativo de una facil asimilacion de los nutrientes del medio de -cultivo,
alcanzando asi su maximo para posteriormente entrar en una relativa fase
estacionaria hasta las 96h, puesto que hubo un ligero descenso, pero no tan
marcado como se aprecia después de este tiempo, donde la fase de muerte
celular se hizo presente en las 48 h con una velocidad especifica de crecimiento
de 0.0044 OD/h.

Considerando la grafica de concentracion de proteinas, vemos que hubo
un incremento gradual y constante de la cantidad de proteina presente desde el
inicio hasta las 96 horas, esto va en relacién con lo determinado en la gréafica de
turbidez, ya que aunque a las 48h se detiene su crecimiento exponencial, durante
la fase estacionaria sigue habiendo multiplicacién de células aunque en menor
escala y muchas otras tienden a morir, por lo que al determinar la cantidad de
proteina presente se cuantifica en las células vivas, como las muertas, ademas de

la proteina extracelular presente en el medio.
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Figura 12.Estudio cinético de crecimiento microbiano de células LPG-23 en caldo nutritivo
a) Curva de crecimiento por turbidez, b) Curva cinética de cuantificacién de proteina
celular, y c) Determinacién de velocidad especifica de crecimiento

Como se puede apreciar en la figura 13 todas las cepas inician su
crecimiento casi inmediatamente a excepcién de la cepa PG-3, la que tuvo una
fase de adaptacion de 24 h. Tomando en cuenta que el medio de cultivo empleado
contiene nutrientes facilmente asimilables y empleados para el cultivo de un gran
namero de microorganismos, sin embargo se debe tomar en cuenta que estas
bacterias fueron aisladas de un ambiente poco convencional, por lo que sus
preferencias nutricionales pueden variar y lo que para nosotros son las mejores
condiciones de crecimiento, para ellos no lo son. Esto puede explicar el porqué
uno de los microorganismos empleados present6 una fase de adaptacién al medio

para después desarrollarse exponencialmente.
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Las cepas PC-6 y PG-4 presentaron comportamientos muy similares, con
tiempos de fase de crecimiento exponencial similares, alcanzando su maximo a
las 96h. Tomando en cuenta los datos obtenidos podemos decir que el
comportamiento de los microorganismos analizados en su mayoria es diferente en
cuanto a su crecimiento, lo cual puede ser de importancia para analizar la
capacidad de los microorganismos para la asimilacién de los nutrientes indicando
que cada uno de estos tienen un metabolismo diferente.

Reportes en la literatura de cepas del género Bacillus muestran una fase
exponencial a partir de las 16 h como es el caso de Bacillus subtilis identificado
como AF 1 (Podile et al, 1985).
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Figura 13. Grafica comparativa de las curvas de crecimiento microbiano en caldo nutritivo

de 5 cepas de Bacillus sp. aisladas del valle de Cuatrociénegas, Coahuila.
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1.3 Determinacién de proteina celular por el método de Lowry modificado por
Peterson

Los resultados obtenidos durante esta etapa de la investigacion se
presentaron de manera individual para cada cepa en la etapa anterior con la
finalidad de comparar el comportamiento de los microorganismos tomando tanto
curvas de turbidez como de proteina celular, por lo que solo se realizara a
continuacién un estudio comparativo de los datos de proteina obtenidos en las 5
cepas empleadas.

La figura 14 muestra el contenido de proteina celular para las 5 cepas
empleadas en el estudio cinético en la cual se observa una similitud en el PG-3,
PC-6 ya que ambas alcanzan su maxima produccion de biomasa celular a las 48
h, mientras que el PC-5 y LPG-23 producen mayor cantidad de biomasa a las 96 h
a excepciéon de la cepa PG-4 a las 72 h. De acuerdo a lo mencionado y con la
curva de turbidez estos resultados son semejantes en algunas de las cepas como
es el caso del PG-3 y la cepa PG-4 ya que las diferencias no son significativas,
mientas que el PC-5, PC-6 y LPG-23 tienen diferentes comportamientos.
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Figura 14. Gréafica comparativa del contenido de proteina celular del cultivo de las
diferentes cepas de Bacillus sp en caldo nutritivo.

ETAPA Il. Seleccion de cepas bacterianas con actividad quitosanasa

2.1 Cultivo y proliferacion de los microorganismos

2.1.1 Curva de crecimiento

Los resultados de curva de crecimiento microbiano en medio especifico por la
técnica de turbidez, no se presentaron debido a que no se obtuvieron datos
confiables y que concordaran con los obtenidos por proteina, ya que muchas de
las lecturas se salieron de rangos de deteccidon (cercanos a cero), sin embargo la
discusion y analisis de los datos de crecimiento se realizd con las curvas de

proteina celular
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2.2 Determinacion de proteina extracelular por el método de Lowry modificado por
Peterson

En la figura 15 se muestra una grafica comparativa de la concentracion de
proteina extracelular determinada para los 5 bacilos analizados, como se puede
observar, la produccion de proteina extracelular se incrementd de manera
constante en todos los casos, a excepcién del bacilo PC-6 que mostré un
incremento en las primeras 24 horas solamente, después se mantuvo la misma
concentracion con cambio significativo.

La cepa PG-3 no comenzé a registrar variacion de proteina extracelular
hasta después de las 72 horas, para incrementar este valor de manera constante y
obtener los mas altos valores detectados de proteina a las 148h; un
comportamiento similar se observo en la cepa LPG-23 con la diferencia de que el
retardo de produccién de proteina extracelular fue de 24 horas solamente, sin
embargo el incremento fue constante a partir de este tiempo. El Bacillus PG-4
también tuvo un comportamiento parecido a los 2 bacilos mencionados
anteriormente, con un letargo en la produccion de proteina extracelular de 48h vy
posteriormente un incremento constante pero menos pronunciado que el caso de
PG-3.

La cepa PC-5 también tardé 24 horas en presentar incremento en proteina
extracelular, sin embargo el incremento de la misma en funcién del tiempo es
acelerada y comparable con la que presentd PG-3, esto hasta las 96h donde la
concentracion de proteina comenzé a descender, siendo esta cepa la Unica que
registro este fenomeno dentro del tiempo que la cinética durd. Obteniéndose asi la
maxima produccién de proteina extracelular, la cual fue de 0.49 mg/L para PG-3,
0.42 mg/mL para PG-4, 0.429 mg/mL para PC-5, 0.406 mg/mL para PC-6 y 0.461

mg/mL para LPG-23. La literatura menciona que la cantidad de proteina
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extracelular (quitosanasa) en Bacillus cereus fue de 1.998 mg/mL y de 1.989
mg/mL para el caso de Aeromonas sp. (Charles-Rodriguez, 2008).
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Figura 15. Grafica comparativa de las concentraciones de proteina extracelular obtenidas
del cultivo de los 5 Bacillus sp en medio especifico con oligosacaridos de quitosan

Tomando en cuenta los datos obtenidos, se realizo un estudio comparativo
de los diferentes valores de proteina calculados y la velocidad de crecimiento
especifica calculada para todas las cepas (tabla 9). Como podemos observar, la
velocidad de crecimiento expecifica es similar en todas las cepas a excepcion de
la cepa LPG-23 que dobla el valor de p obtenida para el resto de los
microorganismos, despues de 72 h de fermentacion. En la mayoria de los casos la
mayor produccion de proteina extracelular se presenta en las fases finales de
crecimiento exponencial y previo a entrar en fase estacionaria, a diferencia de la
cepa PC-6, ya que durante el inicio de la fase log, se comienza a producir la mayor
concentracion de proteina extracelular. La relacion de proteina celular de cada

cepa, se realizd en etapas anteriores (ver 1.2.1).
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Tabla 9. Analisis comparativo de los datos de proteina celular, extracelular y velocidad de
crecimiento especifica de las 5 cepas de Bacillus estudiadas

Cepa Fase Max. prod. de Max. prod. de Valor p
exeonencial Erotel’na celular Erotel’na extracelular (OD/h)

PG-3 48 h 48 h 48 h 0.002
PG-4 96 h 72 h 72 h 0.002
PC-5 48 h 96 h 48 h 0.002
PC-6 96 h 48 h 24 h 0.002
LPG-23 48 h 96 h 72 h 0.004

De acuerdo con la tabla anterior tambien podemos apreciar las diferentes
horas de fermentacion para la maxima produccion de proteina celular en las
diferentes cepas analizadas, como se observa existe una similitud en el bacilo PG-
3 y PC-6 ya que ambas alcanzan una maxima produccion a las 48h, al igual que
las cepas PC-5 y LPG-23 que presentan la maxima a las 96h de fermentacion,
mientras que el PG-4 se comporta diferente ya que lo alcanza a las 72h con lo
cual se tiene que unas de estas cepas lo presentan en las fases finales a
escepcion del PC-5 y LPG-23 que lo prsentan en las 48 h de la fase exponencial

maxima.
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ETAPA lll. Estudio de la actividad enzimatica de los extractos obtenidos, mediante

azucares reductores

3.1 Produccién de oligosacaridos de quitosan

En la figura 16 se muestra la cinética de actividad enzimatica del extracto
de la cepa PG-3 donde se observa un incremento en la actividad de 0.035 U/mg
de proteina, a las 168 h de fermentacién ya que durante las primeras 96 h no se

obtuvo actividad manteniéndose a 0.005 U/mg de proteina.
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0,025
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -

0

AE (U/mg de proteina)

0 24 48 72 96 120 144 168
T fermentacion (h)

Figura 16. Grafica comparativa de actividad enzimatica quitosanasa del extracto
enzimatico del Bacillus PG-3, en funcién del tiempo de fermentacion en medio especifico

Como se puede observar en la figura 17 en el bacilo PG-4, se presentd un
comportamiento de campana de Gauss a lo largo del tiempo de fermentaciéon
teniendo un maximo de actividad 0.035 U/mg de proteina a las 72 h de
fermentacién segun reportes en la literatura se obtiene una actividad quitinasa
maxima de 0.32 umol/ml a un periodo de tiempo de reaccién de 30 minutos (Guo
et al, 2004).

Pascual-Yescas, 2009

59



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la
produccién de oligosacéridos de quitosan”
Resultados y Discusiones

0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 -
L 002 -
ED,D15 1
2 001 -
20,005 1

0 w w \ T T T »

0 24 48 T2 9% 120 144 168
Tfermentacion (h)

Figura 17. Grafica comparativa de actividad enzimatica quitosanasa del extracto
enzimatico del Bacillus PG-4, en funcién del tiempo de fermentacion en medio especifico.

proeina)

En la figura 18 se muestran los datos de la cinética de actividad enzimatica
del extracto obtenido del Bacillus PC-5 donde se puede observar claramente que
la mayor actividad se obtiene al emplear el extracto de 168 h de fermentacion con

una cantidad de 0.25 U/mg de proteina

022
02 1
T 0,18 -
0,16 -
0,14 -
012 -
01 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
002 -

0 R

AE (Uimg de protei

0 24 48 T2 9 120 144 168
Tfermentacion (h)
Figura 18. Grafica comparativa de actividad enzimatica quitosanasa del extracto
enzimatico del Bacillus PC-5, en funcion del tiempo de fermentacién en medio especifico
Para el extracto enzimatico obtenido de células del Bacillus PC-6 tenemos
un comportamiento de campana de Gauss donde el punto maximo de actividad

enzimatica de extracto se obtiene a las 96 h de fermentacion con 0.45 U/mg de
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proteina, comportandose de una manera estable en las primeras 72 h de
fermentacién con un producto de actividad de 0.05 U/mg de proteina.

0,45 -
04 -
035 -
0,3 1
0,25 -
0,2 1
015 -
0,1 1
0,05 -

0 T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168
T fermentecion (h)

AE (U/mg de proteina)

Figura 19. Grafica comparativa de actividad enzimatica quitosanasa del extracto
enzimatico del Bacillus PC-6, en funcion del tiempo de fermentacion en medio especifico.

En la siguiente figura para el LPG-23 se muestran los datos de de la
actividad quitosanasa donde se apreciar la misma campana de Gauss en la cual
se reflejo que empleando extracto de las 96 h de fermentacién se obtiene una

maxima actividad de 0.009 U/mg de proteina
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Figura 20. Grafica comparativa de actividad enzimatica quitosanasa del extracto

AE (U/mg de proteina)

enzimatico del Bacillus LPG-23, en funcion del tiempo de fermentacion en medio
especifico
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Hunag et al, 1996 y Wu et al, 2001 afirman que Aeromonas schubertii es un
microorganismo que secreta quitinasa ya que llevaron a cabo ensayos para
cuantificar la actividad quitinasa de la misma obteniendo una actividad de 0.17
ppm/AR a las 96 h en un periodo de reaccién de 30 minutos.

Se ha reportado en la literatura que durante la produccién de oligosacaridos
de quitosan a nivel laboratorio midiendo la viscosidad en funcion del tiempo se
tiene que a los 90 minutos (tiempo de reaccion) de estar en contacto el sustrato
con la enzima (endo-quitosanasa) comercial Chimax 035, la viscosidad de los
oligosacaridos obtenidos es muy baja, lo que significa que los oligosacaridos de
quitosan obtenidos son de bajo de peso molecular por lo tanto altamente solubles
en agua (Charles- Rodriguez, 2008), por otro lado incubar la enzima a 50°C por
23 h se cree que hay actividad enzimatica de 30% mas baja que a 37°C lo que
indica que la temperatura es un factor muy importante para la actividad enziméatica
(Maritnou et al, 1995).

Reportes en la literatura indican que para la actividad quitinasa en E. coli
JM 109 protegiendo las células plasmidicas pCA8 fue de 5.5 mU/ml en dicha
prueba se uso medio de cultivo que contenia ampicilina, incubando a 37°C por
24 h (Hueda et al, 1998)

De acuerdo a las figuras anteriores de los diferentes bacilos se
recomendaria que el bacilo PG-4, PC-5 y PC-6 sean mas aptas para la produccion
de enzima, comparada con la literatura asi también los PG-3 y LPG-23 aunque en
menor grado de actividad.

En la tabla 10 se muestran las diferentes velocidades de actividad
quitosanasa para cada bacilo, en la cual se puede observar que el bacilo PC-5
tiene una velocidad de 0.105 ppm AR/h en las 168 h de fermentacién y el PC-6
una velocidad de 0.172 ppm AR/h a las 96 h de fermentacion lo cual nos indica
que estos dos bacilos son los que generan una actividad mas rapida aunque

existe la diferencia en el tiempo de fermentacion

Pascual-Yescas, 2009

62



“Estudio de la actividad quitosanasa de células de Bacillus sp. aisladas de ambientes semi-desérticos extremos para la

produccién de oligosacéridos de quitosan”

Resultados y Discusiones

Tabla 10. Analisis comparativo de velocidad inicial de formacién de producto (AR) de los
extractos enzimaticos obtenidos de los 5 Bacillus sp analizados

T Vo (ppm AR/h)
fermentacion | PG-3 | PG-4 | PC-5 | PC-6 | LPG-
(n) 23

0 0.0001|0.0007|0.0026 |0.0002 0

24 0.00070.0055|0.0029 | 0.0065 | 0.0005
48 0.003 |0.0007|0.0026|0.0002| 0.000
72 0.0014|0.0115]0.0052|0.0196| 0.000
96 0.0024 | 0.0064|0.0153| 0.172 | 0.004
120 0.007 |0.0031|0.0196| 0.000 | 0.0015
144 0.00370.0015|0.0098 |0.0007 | 0.0024
168 0.0155| 0.000 | 0.105 {0.0015| 0.000

Haciendo un estudio comparativo (tabla 10) en las velocidades de
formacién de producto obtenidos se observa que el PC-6 presenta una velocidad
especifica de 0.172 ppm de AR/h concuerda con la actividad presentada por
Aeromonas schubertii que es de 0.17 ppm de AR/h (Hunag et al, 1996 y Wu et al,
2001).
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Capitulo V
Conclusiones

Las cinco cepas de bacilos aislados del Valle de Cuatrociénegas son
capaces de producir enzima quitosanasa empleando oligosacaridos de quitosan

como Unica fuente de carbono e inductor de la enzima.

La mayor actividad enzimatica se puede apreciar claramente en el Bacillus
PC-6 con una méaxima actividad producida a las 168 h de crecimiento celular (0.45
U/mg proteina), seguida por PC-5 con 0.25 U/mg proteina, seguidos por PG-3 y
PG-4 con 0.035 U/mg proteina a las 72 h de fermentacion y finalmente LPG-23
con 0.009 U/mg proteina.

La mejor actividad enzimatica es dada por el Bacillus PC-6 a las 168 h de

fermentacion.

La enzima quitosanasa inducida por los 5 bacilos sp aislados de ambientes
semidesérticos extremos es efectiva para la produccién de oligosacaridos de
quitosan ya que dichas cepas fueron capaces para la hidrolisis del quitosan.

El efecto de hidrélisis de la enzima sobre el quitosan se da en un tiempo
corto con una velocidad inicial (Vo) de formacién de producto alta (0.172 ppm
AR/h) presentadas por PC-6.
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Anexos

Capitulo VI

Anexo 1

Técnica para la determinacién de azucares reductores mediante el método
propuesto por Somogyi 1952, Nelson 1944.

Reactivo 1(Somogyi):

Soluciéon A: 25 g de carbonato de sodio anhidro (Na>-CQOs3), 25 g de tartrato de
sodio y potasio tetrahidratado (KNaC4H4O4.4H-0), 20 g de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) y 200 g de sulfato de sodio (NaxSO4) se disolvieron en agua destilada y
se afor6 a un litro.
Soluciéon B: en 200 mL de agua destilada se agregaron 4 gotas de acido sulfurico
concentrado (H.SO,), disolver 30 g de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04.5H0).

El reactivo 1 se preparo mezclando 1 mL de solucién B en 25 mL de

solucion A.

Reactivo 2 (Nelson):

Solucién A: en 450 mL de agua destilada se disolvid6 240 mL de acido sulfarico
concentrado (H2SO4) y 25 g de molibdato de amonio ((CNH4)sM07024.4H,0).
Solucion B: 3 g de arsenito de sodio heptahidratado (NaHAsO4.7H.O) se
disolvieron en 25 mL de agua destilada.

El reactivo 2 se preparo mezclando lentamente la solucibn 1 y 2 en
agitacion y se aforaron a 500 mL posteriormente se calenté a 55°C durante 30

minutos.
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