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Escalamiento, Quitinasas, K a

Introduccion. Lecanicillium lecanii es una alternativa a
pesticidas funcionando como agente de control biolégico.
Las quitinasas juegan un papel determinante en el
proceso de entomopatogénesis al ser un grupo de
enzimas capaces de hidrolizar la quitina liberando
oligbmeros de diversos tamafios y su monémero, la N-
acetil glucosamina. Al trabajar con biorreactores para el
cultivo de microorganismos aerobios con altas demandas
de oxigeno, una de las principales limitaciones esta
asociada a la transferencia de este nutriente (1). La
geometria y comportamiento de un biorreactor son
caracteristicas que deben analizarse para llevar a cabo el
escalamiento de un proceso (2). En este trabajo se
realizé el escalamiento de un proceso de produccién de
enzimas quitinoliticas en un biorreactor de 3 L a uno de
140 L (Applikon BV, Holanda) utilizando el parametro K, a
(3) como criterio de escalamiento y manteniendo
pardmetros geométricos similares.

Metodologia. Propagacion de L. lecanii en agar papa
dextrosa a 28° C (5 dias) y recoleccidon de esporas con
Tween 80 (0.01% p/v). Preparacion de quitina coloidal
con HCI (37% v/v) a 0° C. Preparacion y esterilizacion de
medio Czapeck suplementado con quitina coloidal con
12% (p/p) de contenido de proteina cruda. Inoculacién de
biorreactores con muestreos cada 24 h. Obtencion del
extracto crudo enzimatico por centrifugacién, en el
sobrenadante se determin6 la actividad (-N-
acetilhexosaminidasa (Nhasa) con p-nitrofenil-B-N-
acetilglucosamina como sustrato y proteina soluble por el
método Lowry-Peterson. En el pellet, biomasa fue tratada
con &cido fosférico 0.1 M y se le determind proteina por
el método Lowry-Peterson. La proteina total,
sobrenadante y pellet, fue empleada para estimar el
crecimiento fungico. El K,a fue estimado mediante el
método “Gassing out” (3) las condiciones fueron 25 °C, 1
vvm, pH 6 durante 144 h de cultivo (4).

Resultados. En la tabla 1 se presenta una comparacion
de parametros geométricos para cada uno de los

biorreactores utilizados.
Tabla 1. Comparacion de parametros geométricos nominales y utilizados en el
proceso de produccién de quitinasas con L. lecanii

Biorreactor Did Vol Vol Vol

Altura[m] interno [m] | total [L] | trabajo [L] [minimo [L]
0.128 31 2.7 05 19
0.395 140 100 20 3

Volumen
trabajo [L]
17
50

Ht/Dt | HI/Dt HI/Dt

3L
140L

0.24
1158

15
22

103
1.03

Proteina total (mg/mL)

Los resultados obtenidos de K a fueron de 5.97 h'ty 13.5
hl para los biorreactores a escala de 3 L y 140 L,
respectivamente. Estos valores de K, a se encuentran en
el intervalo 6ptimo reportado de 5-20 h! (4). Existid
diferencia significativa (p<0.05 Tukey-Kramer) entre las
escalas probadas en proteina total, actividad volumétrica
y actividad especifica Nhasa (Fig. 1).
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Figura 1. Produccién de proteina total (A) y actividad especifica Nhasa (B) en
biorreactores empleados para el escalamiento de 3 L a 140 L. “Una unidad
enzimatica es la cantidad de enzima que libera 1 ymol de p-nitrofenol por
minuto”(5)

En cuanto a la productividad se determin6é de
0.49 mU mg~th™! + 1.24 x 10~> para el biorreactor de 3 L
y de 043 mUmg~*h™! +1.65 x 1075 para el de 140 L en
los tiempos en que se determind la maxima actividad
enzimatica que fueron de 144 hy 120 hparaelde 3Ly
140 L, respectivamente.

Conclusiones. Este estudio mostré6 que el K,a es un
factor significativo que influye en el escalamiento de la
produccion de Nhasa de L. lecanii. Asimismo, se
determiné que el incremento en el K, a permite alcanzar
la maxima productividad Nhasa en menor tiempo de
cultivo.
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