PRODUCCION DE QUITINASAS POR Verticillium lecanii EN FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
Y LIQUIDO UTILIZANDO COMO SUSTRATO QUITINA DE DESECHOS DE CAMARON

Y oyi Matsumoto, Sergio Revah, Gerardo Saucedo y Keiko Shirai
Departamento de Biotecnologia, Universidad Autonoma Metropolitana, 1 ztapal apa.
Av. San Rafadl Atlixco No. 186. Col. Vicentina lztapaapa. D.F. Fax (5804 47 12)

e-mail: yoyi @xanum.uam.mx / smk@xanum.uam.mx

Palabras clave: medio liquido, medio sélido, quitinasa.

Introduccién. Verticillium lecanii mostré una alta actividad
quitinolitica utilizando quitina coloidal en fermentacién en
medio liquido (FML) (1). V. lecanii fue reconocido como un
productor potencial en cultivo en fermentacién en medio
solido (FMS) y liquido utilizando quitina cruda (2).

El propésito de este trabajo fue establecer diferentes
condiciones de cultivo, tales como fuente de carbono, pH,
tipo de in6culo, humedad y la adicién de 1% sacarosa para
producir quitinasasen FML y FMS.

Metodologia. V. lecanii ATCC 26854 se cultivd en FML en
matraces de 250 mL con medio czapeck modificado,
variando pH, fuente de carbono y tipo de inoculo. En FMS
se cultivd en columnas de vidrio usando como soporte
bagazo de cafia, se varié el porcentaje de humedad, tipo de
inoculo y se agreg6 1% de sacarosa. La actividad
quitinolitica se determind por la liberacién de p-nitrofenol y
la proteina por Bio-Rad. El crecimiento en FMS fue medido
por laproduccion de CO; [3].

Resultados y Discusion. El efecto del pH inicial sobre la
produccion de quitinasas en FML fue evaluado. La mayor
produccién se encontré alos pHs de 4, 5, 6; mientras que en
los pH de 7,89 la actividad quitinolitica disminuyé
drésticamente. Posteriormente se realizaron cinéticas a pH
controlado, en donde solo a pH 6 se detectd actividad
quitinolitica. Variando la fuente de carbono y tipo de
inoculo, a pH 6, se evalud la actividad quitinolitica a través
del tiempo los resultados se muestran en laTabla 1.

Tabla 1. Niveles maximos de actividad quitinolitica.

Fermentacion y Inoculo A (U¥ gde Tiempo de

condiciones quitina)  produccioén (h)
Liquida  Coloidal Esporas 162.5 144
Micelio 838 96
Cruda Esporas 486 144
Micelio 1086 120
Solida 70% H, SS* Esporas 40 168
70%H, CS Esporas 100 96
75% H, SS*  Esporas 1050 144
75% H, CSe Esporas 1200 168
75% H, CS* Micelio 1800 144

3. (Cantidad de enzima que libera un mmol de p-nitrofenol por mL

de enzima por minuto). H: Humedad, *SS: Sin Sacarosa, *CS: Con
Sacarosa.

Cuando se inoculd micelio no solo aumentd la actividad

quitinolitica, sino también se disminuyé el tiempo de
produccion en los dos tipos de quitina. La mayor actividad

quitinolitica se obtuvo inoculando micelio y utilizando
quitina cruda como fuente de carbono, pH 6. (Tabla 1).

En FM S se establecieron las siguientes condiciones de FML,
pH 6, quitina cruda como fuente de carbono. Al variar la
humedad de 70 a 75% se mejord la produccion alrededor de
10 veces, disminuyendo el tiempo de germinacion.
Agregando 1% de sacarosa a medio, no se afectd la
produccién de la enzima, sin embargo los tiempos de
germinacién disminuyeron. Utilizando micelio como inéculo
aumentd considerablemente la actividad quitinolitica
disminuyéndose el tiempo de produccién de la enzima
(Tablal).

Por microscopia electronicay el crecimiento de V. lecanii se
observo degradacion de laquitina (Figura 1).

electrénicaen a)FML, b)FMS. Qui: Quitina,
My:Micelio, Po: Polimero

Conclusiones. El pH, la fuente de carbono, tipo de inoculo,
porcentgje de humedad y tipo de fermentacion tienen un
efecto sobre la produccion de quitinasas. Las mejores
condiciones son: pH de 6, inoculé micelio, utilizando como
fuente de carbono quitinacrudaen FMS.
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