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Introduccion. La B-N-acetilhexosaminidasa (EC. 3. 2. 1.
52) cataliza la hidrdlisis del enlace glicosidico de la
diacetilquitobiosa y otros quitooligosacéridos, estas
presentan aplicaciones biotecnoldgicas (1). El objetivo
del presente trabajo fue la produccion de fB-N-
acetilhexosaminidasa (Nhasa) por Lecanicillium lecanii
inmovilizado en espuma de poliuretano (PUF) bajo
condiciones previamente determinadas (2).

Metodologia. La biomasa inmovilizada en PUF (2) fue
inoculada en un bioreactor de 3 L. La produccion de
Nhasa (3) fue realizada bajo las condiciones optimizadas
de pH vy agitacién de 6 y 102 rpm, respectivamente (2).
La prediccion de Nhasa fue estimada por un modelo
cuadrético (R2: 0.9613), cuyo maximo fue de 47.28 U/L.
El control fue realizado con in6culo de esporas. La
biomasa fue separada mediante filtracion. El extracto
enzimético crudo fue precipitado con 40 %(NH,4),SO,. El
precipitado fue fraccionado en cromatografia de
exclusion molecular (SEC). Se realizé gel de
electroforesis (SDS-PAGE) (4) y zimograma (4-
metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosamina como sustrato)
(5) de las fracciones con actividad Nhasa.

Resultados. La Figura 1 muestra la cinética de actividad
Nhasa con las condiciones optimizadas, tanto con el
hongo inmovilizado como con el control, obteniéndose la
mayor actividad con el hongo inmovilizado. En la Figura 2
se observa la elucion de proteinas en SEC, las proteinas
en los distintos pasos de purificacion (Fig. 3A) y el
zimograma (Fig. 3B). En la Tabla 1 se presentan los
resultados de la purificacion parcial de Nhasa.
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Figura. 1. Actividad Nhasa de Lecanicillium lecanii inmovilizado en PUF
y con esporas en un bioreactor de 3L a condiciones optimizadas. A)
Actividad volumétrica, B) actividad especifica.

Se comprobo el valor estimado de la produccion de
Nhasa por el modelo reportado por Carrasco (2),
obteniéndose 56.17+3.1U/L. SDS-PAGE de las

fracciones con mayor actividad Nhasa (4-19) eluidas en
SEC (Fig. 3), mostraron bandas entre los 38.7 y 100.2
kDa. Rocha-Pino y col. (5) reportaron quitinasas con
pesos moleculares similares.
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Figura. 2. Cromatograma del precipitado con (NH4),SO,de EC en
Sephacryl S-100 High Resolution.
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Figura 3. A) SDS-PAGE de los distintos pasos de purificacion de
Nhasa. B) zimograma. (M=marcador, EC= extracto crudo,
(NH,).SO.=precipitacion, SEC= exclusién molecular)

Tabla 1. Purificacion parcial de Nhasa

Paso de Volumen Proteina Actividad Actividad Factor de Rendimiento

purificacion (mL) total total especifica purificacion (%)
(mg) ()]
Extracto 1300 23.48 73.02 3.11 1 100
crudo
Precipitacion 40 8.87 37.18 4.19 1.35 50.91
(40%)
SEC 80 0.37 2.92 7.92 2.55 7.86

Conclusiones. El cultivo con Lecanicillium lecanii
inmovilizado favorece la produccion de Nhasa en
comparacion con células libres (esporas).
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