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Introduccion. En la actualidad las fenol-oxidasas, en
especial las del tipo lacasas, son de gran importancia
debido a su gran potencial en cuanto a aplicaciones
biotecnolégicas; esto se ha visto reflejado en el gran
namero de patentes registradas para esta enzima.
Debido a esto se ha enfatizado en el estudio de estas
enzimas y sus similares. Tal es el caso en Beauveria
bassiana, microorganismos entomopatégeno, en el cual
aun no hay reportes de que sea productor de una enzima
fenol-oxidasa, pero tampoco se ha deslindado que sea
capaz de producirla, ya que se ha determinado que los
requerimientos de respuesta del insecto y del
entomopatégeno estan reflejados en la producciéon de
enzimas con caracteristicas similares (Samuels vy
Paterson, 1995).

Por la razon anterior es que el objetivo de este proyecto
es estudiar la posible capacidad de B. bassiana de
producir fenol-oxidasa.

Metodologia. El estudio de actividad se realiz6 en medio
sélido suplementado con ABTS (0.1mM), sustrato que al
oxidarse se torna verde oscuro indicativo de actividad
fenol-oxidasa. EI medio utilizado contiene peptona de
caseina (10g/l) como fuente de nitrégeno, sales (5¢/l) y
como fuente de carbono se ensayaron 4 diferentes:
quitina (0.1g/L), N-acetilglucosamina (0.1g/L), melanina
(100 ppm) y hemolinfa (100 ppm) y combinaciones de los
mismos. El hongo se sembré por picadura y se incubé a
28°C durante 1 semana. Previo a la incubacién se aplicé
un choque térmico, variando tiempo y temperatura.

Resultados y discusién. De los ensayos realizados sélo
se obtuvieron resultados de activacion de fenol-oxidasa
en los medios tales como, quitina con melanina con un
choque térmico de 50°C por 30 min obteniendo una
coloracion verde poco visible; N-acetilglucosamina con
hemolinfa y Nacetilglucosamina con melanina con una
oxidaciébn mas perceptible, todo esto con un choque
térmico de 50°C por 30 min. Empleando un choque
térmico de 50°C por 45 min y 60°C por 30 min también
provoco la oxidacién del medio de N-acetilglucosamina
con melanina con una oxidacibn menor que en el
tratamiento anterior. Esto junto con los resultados de
otros autores realizados en insectos (Zufelato y col.,

2004), demuestra que el estrés oxidativo para tener
actividad fenol-oxidasa es a 50°C por 30 min.

Cuadro 1. Actividad fenol-oxidasa en B. bassiana, empleando
diferentes combinaciones de melanina y hemolinfa en medio DL
con Quitina y N-acetilglucosamina

Ensayo Medio de Conceniracién | Concentracion | Temperatura Tiempo de
cultivo de melanina de hemolinfa | para choque | choque térmico
(ppm) (ppm) térmico (°C) 35T a5 [ 80
min | min | min
1 DL+Quitina 100 N/A 40 - - -
2 DL+Quitina N/A 100 40
3 DL+N-acetil |
glucosamina 100 N'A 40
4 DL+N-acetil .
glucosamina N/A 100 40
5 DL+Quitina 100 N/A 50 +
6 DL+Quitina N/A 100 50 -
7 DL+N-acetil ,
glucosamina 100 N/A 50 ++ +
8 DL+N-acetil .
glucosamina N/A 100 50 +
9 DL+Quitina 100 N/A 60
10 DL-Quitina N/A 100 60
11 DL+N-acetil .
glucosamina 100 N'A 60 +
12 DL+N-acetil ;
glucosamina NA 100 60

*Todos los medios tienen ABTS.
N/A: No agregado

Conclusiones. Beauveria bassiana produce actividad
fenol-oxidasa siempre y cuando se realice un choque
térmico anterior a la incubacion de las placas y utilizando
como fuente de carbono: N-acetilglucosamina, N-
acetilglucosamina con melanina, N-acetilglucosamina con
hemolinfa y Quitina con hemolinfa.
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