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RESUMEN 

La fennentación de los desperdicios del camarón por S. marcescens, origina un caldo en el que 

coexisten proteasas, quitinasas, y quitobiasas. El presente trabajo concieme específicamente al empleo 

de las enzimas quitinolíticas de esta bacteria para hidrolizar la pared celular del hongo filamentoso A. 

niger, y comprendió dos aspectos: 

El primero, es la obtención de protoplastos fúngicos. El segundo, se refiere a la evaluación del 

fenómeno lltico mediante diferentes procedimientos y además al estudio de la participación de las 

proteasas en el proceso. 

Cabe destacar que las quitinasas no tienen un uso práctico establecido. Potencialmente podrian 

ser útUes en la formulación de bioinsecticidas y antimicóticos. 

En este trabajo se demuestra que después de la fennentación de los subproductos proteín­

quitinosos, los sobrenadantes contienen quitinasas capaces de digerir la pared celular de A. niger en 

presencia de KCI 0.6 M, originando una significativa producción de protoplastos en tan sólo 3 h. Estos 

pueden purifICarse por filtración y ulterior centrifugación. 

La efICiencia de conversión es función de la concentración de la enzima, y del tiempo de 

incubación. Los protoplastos siguen viables después de 24 h, Y presentan una tendencia a su fusión. 

Todo este proceso fue seguido por observación microscópica y documentada por microfotografías. 

Así mismo, las quitinasas de S. marceSC8II$ dallan la pared micelial de A. niger bajo tres fonnas 

distintas: un ataque a la zona apical, que es la más sensible a la acción Iltlca; otro sobre zonas puntuales 

de la pared, de la cual emergen protuberancias celulares; y un ataque extensivo a lo largo de toda la 

pared . 

La segunda parte del trabajo consistió en estudiar la acción IIt1ca de las quitinasas en ausencia 

de estabilizadores osmóticos, con objeto de implementar una técnica que pennitiera su evaluación 

cuantitativa y a la optimización de la lisis mlcelial. Al respecto, se ensayaron cuatro procedimientos: 

a) Disminución de la turbiedad (Asc20 "".) de suspensiones mlcellales de A. niger (método 

turbidimétrlco). b) Disminución de la masa micelial (método gravimétrico) . c) Evaluación de la N-acetil-D-
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glucosa mina liberada por la acción de las quitinasas (~ (método de Miller). d) Incremento en la 

liberación de proteínas intracelulares solubles (método de LoWl)') . 

La técnica adoptada fue la disminución de la turbiedad a 620 nm de las suspensiones miceliales, 

y con este ensayo se probaron diferentes condiciones, encontrando los valores óptimos para la lisis a 

una concentración de enzima de 40-50 UQ/ml, una concentración de sustrato de 50 mglml (peso 

húmedo), un pH de S.5, 37"C y 110 rpm. 

Por otra parte, se demostró que si las quitinasas-quitobiasas eran inhibidas por agentes 

mercuriales, las proteasas presentes en el extracto crudo eran incapaces de producir un efecto lltico, al 

menos en las 5 h que duraban los ensayos. 
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1.0. INTRODUCCION. 

1.1. DEFINICION DE PROTOPLASTO y ESFEROPLASTO. 

A lo largo de más de dos décadas, se ha generado una extensa literatura de trabajos sobre 

la liberación de protoplastos, particulannente en hongos filamentosos (58, 59, 62, 63, 68, 87, 88), 

empleando las enzimas líticas de algunos microorganismos que degradan la pared celular (5, 46, 

73,81 , 82,84,85). 

El proceso de liberación de los protoplastos, depende en gran medida de la hidrólisis de los 

polisacáridos, los cuales constituyen los principales componentes de la pared celular de los hongos 

(8). 

La acción lítica involucra una completa o parcial destrucción de la pared, permitiendo la 

salida del contenido celular, en fonna de esfera discreta cubierta por una membrana plasmática, la 

cual ha sido descrita como protoplasto o esferoplasto (63). 

La diferencia en terminología, es un reflejo de la incertidumbre acerca de la presencia o 

ausencia de residuos de la pared, asociada a la membrana plasmática. En consecuencia, el término 

"protoplasto", es normalmente usado para describir a una estructura desprovista completamente 

de pared, y que sólo consiste de una membrana celular y todos los componentes intracelulares 

íntegros; en tanto que "esferoplasto", es normalmente referido a una estructura en la que sólo se 

ha eliminado parcialmente la pared celular (16). 

Por otra parte, la adopción de una forma esférica por la pérdida de rigidez y la presencia de 

fragilidad o sensibilidad osmótica, son criterios suficientes para que, en el caso de las células 

rungicas, el resultante sea considerado como protoplasto (87) . 
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Los mismos autores (16, 87) coinciden en sei\alar que los ténninos protoplasto y 

esferoplasto, pueden ser empleados indistintamente para las células ñmgicas. Nosotros 

adoptaremos el término protoplasto. 

1.2. ENZIMAS LmCAS DE PARED Y ALGUNAS DE SUS APLICACIONES. 

El interés en este tipo de enzimas viene de hace más de 25 años, gracias a la peocupación 

de muchos microbiólogos por descubrir la naturaleza química y ultraestructura de la pared celular 

de los hongos. Estas enzimas constituyeron una herraIJÚenta que se empleó para remover los 

componentes de la pared, mediante una técnica conocida como "disección enzimática", siendo el 

punto de partida para la aplicación, en lo sucesivo, de enzimas líticas para la liberación de 

protoplastos (67). 

El primer reporte de una enzima, de origen microbiano, que atacaba a la quitina de la pared 

celular, apareció en los inicios de este siglo (1905), y años después, en 1914, fue publicada la 

primera descripción de una lisis celular (67). 

La obtención de protoplastos en hongos filamentosos, fue primeramente reportado en 

Neurospora crassa, usando una preparación de enzimas líticas del caracol de jardin He/ix pomatia 

(6, 21). Estas enzimas eran obtenidas del jugo digestivo del caracol, las cuales contenian 

numerosas carbohidrasas, incluyendo quitinasas y B-glucanasas. Así mismo, se sabe que la 

combinación de enzimas del caracol con quitinasa comercial, eleva la producción de protoplastos 

de Aspergi/lus niger y Aspergillus jumigatus (82). Otros trabajos (26, 27), también influyeron en 

el empleo de enzimas de origen microbiano, que ahora son de uso común. 

Varias especies de Streptomyces y Micromonospora, se han caracterizado también por 

producir complejos enzimáticos capaces de degradar la pared celular de numerosos hongos 

filamentosos (27, 88). 
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Cabe destacar que estas propiedades líticas, no son exclusivas de estos microorganismos, 

sino que también en ciertos hongos, son fuentes potenciales de este tipo de enzimas (42, 46, 54, 

67,89). 

Por lo general, estas enzimas son inducibles, añadiendo en el medio de crecimiento 

sustratos inductores, tales como preparaciones crudas de micelio (28), paredes celulares 

purificadas (18,89), Y algunos polisacáridos como quitina y laminarina (20,61). 

En muchas instancias, estos complejos enzimáticos han sido elaborados como productos 

comerciales (Tabla 1). Esta diversidad de enzimas, tanto de origen animal (Helix [XJmatia) como 

de microorganismos, han facilitado el desarrollo de modelos enzimáticos para la degradación de la 

pared celular de hongos, lo que ha permitido: 

a) La liberación de enzimas intracelulares de hongos de importancia médica, para la 

fonnulación de antimicóticos de uso tópico; y de importancia industrial para el combate de hongos 

fitopatógenos y en la producción de bioinsecticidas (3, 7, 19,43, 90). 

b) La preparaciones de protoplastos, los cuales son empleados en : 

i) Algunos casos de ingeniería genética como herramienta para el intercambio del material 

genético mediante la fusión (15,35,39,66). 

ii) Estudios de la regeneración y reversión de protoplastos (30, 59, 63, 64, 88). 

üi) La extracción de componentes intracelulares, como enzimas, proteinas y otros 

organelos subcelulares (47, 68). 

c) En el estudio de la sintesis y composición de la pared celular (18,65, 74). 
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TABLA 1. ALGUNAS ENZIMAS DISPONIBLES COMERCIALMENTE PARA LA 
OBTENCION DE PROTOPLASTOS. 

NOMBRE 

~-D-glucuronidasa 

Quitinasa 

GusuIasa 

Celulasa CP 

Celulasa CT 

Celulasa 

Lisozima 

Zimoliasa 

Driselasa 

Helicasa 

~-D-glucanasa 

Enzima lltica L¡ 

Novozym234 

Cercflo 200L 

Datos tomados de las refs. 33, 67. 

INDUSTRIA PROVEEDORA 

Sigma London Cbemical Company Ud. , Poole. 

Sigma Loodon Cbemical Company LId., Poole. 

EneJo Laboratories, New York. 

John y E. Sturge Ltd., Selby, UK. 

John y E. Sturge LId., Selby, UK. 

Merck, Dannstadt, Alemania. 

Kirin Brewerics Co. Ud. , Takasaki, Japón. 

Kyowa Hallo Kogyo Co. Ud., Tokio, Japón. 

L ' Industrie Biologique, Gramevilliers, Francia. 

BDH CbemicaI Ud., PooIe. 

BDH Cbcmical Ud., PooIe. 

Novo Enzymc Product Ud., Windsor. 

NoYo Enzyme Product LId., W.tIor. 
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1.3. GENERALIDADES SOBRE LA PARED CELULAR DE HONGOS. 

1.3.1. FUNCIONES. 

La pared detennina la forma de las células, ya que si se elimina mediante la aplicación de 

enzimas, los protoplastos resultante siempre serán esféricos. Actúa también como una interfase 

entre el hongo y su medio: protege a la célula de la lisis osmótica y posiblemente de los 

metabolitos de otros organismos (24). El modo de crecimiento (como hifa o como levadura) y de 

sus distintas estructuras direrenciadas que puede producir, son consecuencia directa de los 

componentes de la pared y de la forma en que éstos se ordenan durante su crecimiento (65, 74). 

En muchos casos, sirve como una fuente de resecva de carbolúdratos, los cuales pueden ser 

reutilizados bajo condiciones limitadas o en ciertos estadíos del ciclo celular (24). 

1.3.2. COMPOSICION QUIMICA. 

La variada funcionalidad de la pared es, sin duda alguna, un reflejo de su composición 

química y de la organización espacial de sus componentes (25). Al respecto, la información 

existente sobre esta temática es notable (8, 23, 24, 25, 74). En uno de estos trabajos, predomina la 

afirmación de que la composición química de la pared celular, difiere tanto cualitativa como 

cuantitativamente en los distintos grupos de hongos, correlacionándose estrechamente en su 

clasificación taxonómica (8). 

Generalmente hablando, las paredes celulares de los hongos están compuestas de horno y 

heteropolisacáridos, proteínas, complejos proteín-polisacáridos y cantidades variables de 

constituyentes menores como lipidos y melaninas (8, 23). 

En muchos hongos, los polisacáridos representan el 80 a 9QO!O de la materia seca de sus 

paredes celulares (23). De acuerdo con su función, son clasificados en dos grupos: polisacáridos 
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esqueléticos o fibrilares y polisacáridos amorfos o matriciales. Los polímeros lineales de N-acetil­

D-glucosamina y glucosa, constituyen los elementos químicos básicos de la quitina, celulosa, no 

celulósicos p-glucanas y a-glucanas. Son polisacáridos insolubles, de alta cristalinidad, cuya 

función es dar sostén a la pared manteniendo la forma. Los polisacáridos de la matriz, son 

generalmente amorfos, o insignificantemente cristalino., conformados por otros azúcares en forma 

de horno- y heteropolímeros, incluyendo galactosa, polímeros de galactosarnina y polímeros de 

manosa (mananas); además de glucanas (polímeros de glucosa) con frecuencia asociados 

químicamente con proteínas, formando complejos protein-polisacáridos, que rellenan los espacios 

entre los polisacáridos fibrilares, sirviendo como substancias cementantes (24). Comúnmente se 

distinguen dos tipos de glucanas: R-glucanas, compuestas de unidades D-glucosa eslabonados 

entre sí por cadenas ramificadas con enlaces glicosídicos p-(I, 3), y algunos enlaces p-(I, 6). Son 

insolubles en álcali, comprendiendo un 20 o 300!. de los polisacáridos esqueléticos típicos de la 

pared; y las S-g1ucanas, en forma de microfibrillas irregulares y gruesas, solubles en álcali, 

comprendiendo 15 a 20010 de los polisacáridos fibrilares de la pared, compuestas por unidades de 

D-glucosa con enlaces a-(I, 3) (25). 

En las tablas 2 y 3, se presentan ejemplos del análisis resultante de hidrolizados químicos 

de la pared celular de los hongos filamentosos A. niger y A. nidu/ans y de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae, así como de otros hongos representativos de diferentes grupos 

taxonómicos. 

Por otra parte, la arquitectura de los componentes de la pared celular, es uno de los rasgos 

más característicos de los hongos, y dando un panorama general, los constituyentes microfibrilares 

J3-g1ucana, quitina y la celulosa, están embebidos dentro de los polisacáridos amorfos y de una 

matriz de proteín-polisacáridos. La superficie externa de l. pared en muchos hongos, es 

frecuentemente lisa o ligeramente reticular, dado que los polisacáridos microfibrilares del 

esqueleto son más prominentes sobre la superficie interna de la pared. Es, sin embargo, raro 

observar límites bien definidos entre los estratos, menos aún , cuando una capa se une o se funde 

dentro de otra (25). Esta característica multiestratificada, es la causa principal de la alta resistencia 
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TABLA 2. COMPOSICION QUIMICA DE lA PARED CELULAR DE ALGUNOS HONGOS 

POR CIENTO EN BASE SECA 

COMPONENTE A. nidulans' A. nigerb S. cerevisiae" 

Glucosa 39.0 72.8 35.2 
Glucosamina 13.5 26.3 2.1 
Manosa 4.0 5.1 20.0 
Galactosa 9.0 14.4 
Galactoamina 2.3 2.0 
Proteina 3.5 2.5 15.6 
L1pido 10.2 7.0 2.7 

"Datos reportados por (24). 
b¡)atos tomados de (38, 75). 

TABLA 3. COMPOSICION DE LA PARED CELULAll DE HONGOS REPRESENTATIVOS DE 
DDERENTESGRUPOSTAXONONUCO~ 

POltCIENTO DEL PESO SECO 

COMPONENTE 

Celulosa 
Quitina 
a-(l, 3 )-glucana 
6-( 1, 3)-glucana 
L1pido 
Proteína 

PHYCOMYCETEA 

Phytophthora 
heveae 

36.0 

5-4.0 
2.5 

4.6-6.5 

ADatos tomados de (65). 
B Según (38, 80). 

ASCOMYCETEB BASIDIOMYCETEA 

Aspergilllls 
niger 

15 

42.0 
49.0 

7.0 
2.5 

Agaricvs 
btsporus 

43.0 
14.0 
27.0 

U 
16.0 



mecánica, dada la naturaleza de las uniones de los componentes. En un caso particular, han sido 

descritas la existencia de enlaces covalentes entre la quitina y glucanas en A. niger (80) . 

1.4. COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE Aspugillus ,,¡gu. 

Colocado dentro de los ascornicetos, su pared rnicelial está constituída principalmente por 

una mezcla compleja de quitina y glucanas (8, 80). 

Aún cuando una alta proporción de estos polisacáridos pueden ser 801ubilizados por 

tratamiento químico, una importante cantidad del residuo sigue insoluble. Estas pueden 

comprender más de la mitad del material de la pared celular Y que consisten de una considerable 

proporción de quitina y glucanas (38). Los resultados logrados por medio de un proceso químico 

de éstos materiales permitieron cuantificar los residuos de anhidro-N-acetil-D-glucosamina 

(quitina) y los residuos de anhldro-D-glucosa (glucana), detenninándose que la proporción de 

ambas, fue de 42.0 y 49.0, respectivamente (80). 

Por otra parte, el resultado de una hidrólisis total de la pared celular, mostró mediante 

cromatografía en papel, la presencia de varios azúcares, entre ellos galactosa, manosa, 

galactosamina, glucosa y glucosamina, siendo éstos dos últimos, los azúcares presentes en mayor 

proporción (38, 75). demostrándose lo complejo de tales componentes (Tablas 2 y 3). 

Similares características han sido reportadas también en A. nidu/ans (92) . 

1.5. LA QUITINA, SU ESTRUCTURA Y POSIBLES USOS. 

La quitina es un material blanco en su forma pura, insoluble en agua, ácidos y álcalis 

diluídos, y disolventes orgánicos; soluble sólo en ácidos c1orhidrico, sulfürico, nítrico y fórmico 

anhídro, así como en soluciones concentradas de cloruro de litio y tiocianato de calcio (20). 
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Excepto en algunas diatomeas, la quitina no se encuentra pura en la Naturaleza, sino que 

esta asociada con proteínas, carbohídratos, carotenos y sales diversas, formando materiales de 

muy diversa textura y coloración, según la proporción de estas sustancias. Es componente 

estructural del exoesqueleto de invertebrados marinos, insectos, y desde luego, de hongos (37, 

58). 

Su molécula presenta una configuración lineal. que se asemeja a la celulosa en muchas 

formas, excepto que está constituída por N-acetil-D-g1ucosamina (NAG) en lugar de glucosa, 

unida por enlaces glicosídicos P-(1 , 4), como muestra la fig. 1. 

H 
H 

""""" 0 o 
HO 

0 -

o 

H H H 

o= c 
\ 

cH) 

Fig. l . Estructura del disacárido quitobiosa, la unidad mínima de repetición de la quitina. 

En la quitina, el enlace g1icosídico produce una alternancia en la posición de sus radicales 

de la NAG, de manera que la unidad mínima de repetición no es este aminoazúcar, sino su 

disacárido quitobiosa (10). 
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Cabe señalar que la quitina es, después de la celulosa, el compuesto orgánico más 

abundante en la Naturaleza (57), constituyendo un recurso renovable que debe ser aprovechado. 

En los años cincuenta a sesentas, se vivió un notable auge sobre el estudio de los 

materiales lignocelulósicos, empleándo procedimientos por vía microbiana o enzimática. Sin 

embargo, el interés en su aprovechamiento decayó rápidamente al no encontrar procedimientos 

económicos para eliminar a la lignina (un material que dificulta el ataque microbiano-enzimático 

sobre la celulosa). En consecuencia, se incrementó sorprendentemente la necesidad de investigar 

los materiales de naturaleza quitinosa, a tal grado que se han publicado una gran cantidad de libros 

y artículos, que proponen una diversidad de usos para la quitina y sus derivados (quitosana, N­

acetil-D-glucosamina, y glucosamina), según se enlistan en la tabla 4. 

Es de aclararse, que esta aplicaciones son sólo propuestas surgidaS de trabajos, a escala de 

laboratorio, en las que se han empleado procesos quimicos y fisicoquimicos para la obtención y/o 

modificación, tanto de la quitina como de sus derivados, siendo pocos los estudios con en enfoque 

microbiológico. Al respecto, desde mediados de la década de los setentas, se han realizado en el 

Laboratorio de Enzimas Microbianas, investigaciones para la búsqueda de aplicaciones prácticas 

de los desechos protein-quitinosos, aspecto que será abordado más adelante. 

1.6. DEGRADACION MICROBIANA-ENZIMATICA DE SUSBPRODUCTOS SOLIDOS 

INSOLUBLES. EL CASO DE LA QUITINA. 

La biodegradación de sustratos sólidos insolubles, como la quitina, se realiza generalmente 

por un conjunto microorganismos. Por sus tamaño y complejidad molecular, estos sustratos no 

son degradados dentro de la célula, sino que los microorganismos recurren a la secreción de 

enzimas especificas que los hidrolizan fuera de ella. Al degradarse se forman compuestos de bajo 

peso molecular que pueden ser incorporados por las células para servir de acuerdo a su 

composición, como fuente de nitrógeno, carbono y energia (20). 

En tomo a esto, y a grandes rasgos, la degradación enzimática de la quitina puede llevarse 
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TABLA ~ ALGUNAS APLICACIONES PROPUESTAS PARA LA QUITINA Y 
SUS DERIVADOS 

SUSTANCIA AREA POSIBLES USOS 

QUlTINA MEDICINA: Polvo cicatrizante, gasa algodón, esponjas vendas 
e hil06 para cirugía. Anticoagulante, y para la 
fabricación de membranas. Tratamiento de pelo y 
piel. 

CROMATOGRAFIA: Como soporte y para la inmovilización de enzimas. 
FARMACIA: Excipiente y transportador de drogas. 

INMUNOLOGIA: Adyuvante. 
AGRICULTURA: Mejoramiento de suelos y para despertar respuestas 

antivirales en plantas. 
INDUSTRIAS VARIAS: Fabricación de nuevas telas nuevos adhesiv06 

sucedáneos de vidrio, nuevos tip05 de papel, etc. 

QUITOSANA MEDICINA: Disminución de colesterol en sangre. Acelera 
cicatrización de heridas Y estimula el sislema 
inmune. Despliega la actividad antitumoral e inhibe 
el crecimiento bacteriano. 

CROMA TOGRAFIA: Soporte de intercambio catiónico. Para inmovilizar 
enzimas. 

FARMACIA: Excipiente. 
ALIMENTOS: Clarificación de vinos y jug06. Cubiertas protectoras 

de frutas. 
TRATAMIENTO DE EFLUENTES: Quelantes de ióncs de metales pesados. Clarificante 

y precipitante. 
AGRICULTURA: Rccubrimieato de semillas, aditivo de insecticidas. 

ACUACUL TURA y BIOTECNOLOGIA: Para flocular cultivos. 
QUIMICA: Purificación de biológicos. 

N-ACETIL-D-GLUCOSAMINA MEDICINA: En el tratamiento de enteritis y colitis. Antiviral y 
YIO SUS DERIVADOS antitumoral. 
ALQUILADOS ALIMENI'ACION 

GLUCOSAMINA YIO SUS 
DERIVADOSALQunADOS 
y SALES 

F~: 2, 11,34, 56, 86. 

INFANTIL: Para modificar la flora inte5tinal y lograr 
mc::tabnlizar lactosa. 

MEDICINA: Alltitumoral (citot.óxica) Y antiviral. Para combatir 
0Ilc0artritis, hiperuofia cardiaca y disfunciones 
lllUiCUlares 
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a cabo por dos caminos. En uno, se requiere inicialmente de la desaceti1ación de la quitina, para 

transfonnarse en quito sana. Este y el segundo camino se asemejan, ya que tanto la quitina como la 

quitosana, son degradados por endodespolimerasas (endoquitinasas y endoquitoaanuas) a 

oligosacáridos de diferente tamaño. Debido a que la acción de tales enzimas produce una 

disminución en la viscosidad de las suspensiones de los polisacáridos iniciales, se les conoce como 

del tipo "licuefactiva". 

Los oligosacáridos resultantes, son despúes hidro1izados por oligosacaridasas 

(quitobiasas), para formar exclusivamente NAG cuando el polisacárido inicial es la quitina, en 

tanto que si el polisacárido inicial es la quitosana, se forma una mezcla de NAG y glucosarnina. 

Este esquema se complementa con la intervención de exopolisacáridasas que pueden 

atacar, según su especificidad, a la quitina ó a la quitosana por un extremo, separando 

paulatinamente mono ó disacáridos. A esta acción enzimática se le 1larna "sacarificante". 

Estas genera1izaciones pueden comprenderse mejor si se examinan las figs. 2A Y 2B, que 

muestran deta1ladamente las vías existentes para la degradación de la quitina. 

1.7. DEGRADACION MlCROBIOLOGICA DE LOS DESECHOS PROTEIN­
QUITINOSOS, POSIBLES USOS DE LOS PRODUcrOS DE LA 
FERMENTACION. 

Desde 1976, en el Laboratorio de Enzimas Microbianas de la ENCB, se han llevado a cabo 

investigaciones acerca del aproveclwniento integral de los desechos proteín-quitinosos por vía 

microbiana, tomando como modelo de trabajo los desperdicios de camarón (carapacho). 

Dentro de esta linea de invetigación, se han considerado tres objetivos: 

1) Conocer las enzimas responsables de la biodegradación de los materiales protein­

quitinosos. Sus mecanismos de inducción y regulación; su purificación y caracterización. 
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• e le le '. '. • QUITINA CRIST AUNA 
O POLI-/~-(l, 4)-N-

I , • , , " ACETILGLUCOSAÑITNA • • •• •• 
j HIDRO LISIS 

ENDOQUITINASA 
(LICUEFACTIVA) 

T- ----- - -------
EXOQUITINASA 

(SACARIFICANTE) 

.. 
: --EXO:Ñ:Ñ:DiACEirr.~ -: 
: QUlTOBIOHIDROLASA : 
.:._----- --- - --- -- ------, 

- -- - --- -- -- ------ - , IIJ\ EXO-N-ACETIL- , 
GLUCOSAMINIDASA : 

j 

, 

N-ACETILGLUCOSAMINIDASAS 
(N, N' -DIACETILQUlTOBIASA) 

j 
.. ---- - -- - -- -- ----~ NAG 

Ir~\ 

Fig. 2A. Biodegradación del polimero Integro mediante exoquitinasas y oligosacaridasas. 

Las flechas continuas indican actividades enzimáticas demostradas. Las punteadas se 

refieren a enzima.5 hipotéticas. 

N-acetil-D-glucosarnina=NAG (---). (17). 
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EXOQUITOSANASA 
(SACARIFICANTE) 

.. ' .' .' .. .. 

. . . . . . • • • • • 
QUITINA CRIST AUNA 

1 DESACETILACION 

• • • • 
• • • QUITOSANA • 

ENDOQUlTOBIOHIDROLASA ¡ 
~ICUEFACTTVA) : , 

---- -------------- - --- ---- -

• 
e EX(g,LUCOSAMINIDAsA -¡ L _________ _ __________ __ ..2 

I QUITOBIASA I 

J 
- GA--

+ 4- - -- -- -- ------...! 

---- NAG 

----
Fig. 2B. Degradación de la quitina mediante desacetilación previa para transformar la quitina en 

quitosana. 

Las flechas continuas indican actividades enzimáticas demostradas. Las punteadas se 

refieren a enzimas hipotéticas. 

N-acetil-D-glucosarnina=NAG (-A..); GllICX)sarnina=GA (-); Gpo. acetilo=(. ).(17). 
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2) Establecer cualitativa y cuantitativamente los productos de la fermentación . 

3) Buscar usos prácticos para estos productos. 

En relación con el primer objetivo, los estudios han comprendido aspectos relacionados 

con la biosíntesis y regulación del complejo quitinasas-quitobiasas, usando medios de diversa 

composición , conteniendo distintos sustratos quitinosos, tanto en cultivos en crecimiento y no 

proliferantes (1, 13, 14, 50). También se ha abordado la purificación parcial y caracterización de 

estas enzimas en su forma cruda (4, 13, 14, 76, 77). 

Del segundo objetivo, se sabe que de la fermentación de los desperdicios proteín­

quitinosos suspendidos en agua de la llave (fig. 3), se producen quitinasas, quitobiasas, proteasas, 

aminoazúcares (NAG), un sólido remanente y biomasa bacteriana. El balance de materiales ha sido 

establecido en cultivos por lote a nivel de matraz empleando tanto a Se"alia marcescens WF (45), 

como a Bacillus thuringiensis (79) . 

En tomo al tercer objetivo, se resúmen a continuación algunos estudios encaminados a la 

búsqueda de usos prácticos para los productos de la fermentación . 

a) La N-acetil-D-glucosamina (NAG), es el producto final de la degradación microbiana de 

la quitina. Este arninoazúcar es parcialmente comsumido por el microorganismo y el restante se 

acumula en el caldo de la fermentación. No tiene usos comerciales eatablecidos, pero se ha 

propuesto su empleo como aditivo en alimentos lácteos especiales para personas con intolerancia a 

la lactosa, dada su capacidad para modificar la flora intestinal, permitiendo la implantación de 

Lactobacillus bifidus y otros microorganismos afines, quienes producen ¡3-galactosidasa que 

rompe la molécula de lactosa en glucosa y galactosa, las cuales pueden entonces ser absorbidas 

por la mucosa intestinal (29,41). 
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N-ACETll-D­
GlUCOSAMINA 
2 mg/ml. 

I BIOMASA BACTERIANA 

j 
4 .. Del SUSTRATO 
SOLIDO INICIAL . 

~ P i QUITINASAS l 
~ r;===========¡¡ / 135 Ulml 

FERMENTACION DEL CARA 76 U/mg p. I 
PACHO DEL CAMARON POR 

r-__________ ~~~s=e=rr=a=ti=a==m=a~re=e=a~ce=n~a~W~f=.~~ 

SOLIDO REMA- ~ r-----~ 
NENTE ~ QUITOBIASAS 
60 .. DEL SOll- 7 U/mi 
DO INICIAL. PROTEASAS 15 U/mg p . 55 U/mi 

110 U/mg p. 

p=protd ••. 

Fig. 3. Balance de materiales de la fennent.aciÓD del carapacho de camarón por Serratia 

marcescens WF. Condiciones: sustrato al6%, 48 h, 28°C Y cultivo agitado por lote. (45). 
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Otro enfoque ha sido utilizar la NAG como sustrato de fermentación para producir 

momasa levadura (69), cuyas propiedades bromatológicas han sido investigadas recientemente 

(datos no publicados). 

También se han hecho estudios para establecer un proceso enzi.mático que permita obtener 

altos rendimientos de NAG a partir de sustratos como quitina y carapacho de camarón, empleando 

preparaciones crudas de quitinasas (12, 33). 

b) Respecto a la biomasa bacteriana, como otro producto de la fermentación, cabe 

mencionar que en la mayoria de las investigaciones se han hecho con S. marcescens, una bacteria 

altamente quitinolíti<:a y proteo lítica, pero también patógena oportunista, por lo que se ha buscado 

sustituirla por otra bacteria que siendo igualmente hidrolítica, pueda proporcionar una biomasa 

potencialmente útil. En ese sentido, se hao hecho investigaciones con B. thuringiensis, cuya 

biomasa puede ser usada en la formulaci6n de insecticidas biológicos (22). 

Dado que B. thuringiensis es una bacteria mala productora de quitinasa, se ha buscado 

incrementar la producción de esta enzima mediante mutación, y además, se han buscado otros 

microorganismos alternativos del género Bacillus (datos no publicados). 

c) El sólido insoluble, remanente al término de la fermentaci6n, es una excelente opción 

para obtener quitina y quitosana (45). 

d) Para la degradación de los materiales proteín-quitinosos, los microorganismos secretan 

no sólo quitinasas, síno también proteasas extrace1ulares que pueden tener diversas aplicaciones. 

En la fermentación de los desperdicios de camarón se ha empleado a S. marcescens y a B. 

thuringiensis, encontrándose que las proteasas de ambos microorganismos pueden hidrolizar 

sustratos cárnicos tanto de pescados grasos y magros (31, 70), así como de harinas de origen 

piscícola y de otras procedencias (72). Este campo, es particularmente promisorio pues puede 

permitir la obtención de productos de alto nivel agregado a partir de sustratos proteícos poco 

atractivos. 
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e) Las enzimas del complejo quitinasas-quitobiasas, que también proceden de la 

fermentación de los desechos proteín- quitinosos, son de particular importancia por la estrecha 

relación que tienen con el tema que se aborda en la presente tesis, motivo por el cual se ha 

colocado como un rubro aparte. 

1.8. LAS QUITINASAS DE SerrralÜl1tUl1'CeSCDU. 

Las enzimas de esta bacteria fueron estudiadas principalmente por Monreal y Reese (49), 

quienes llegaron a dos conclusiones importantes. Primero, que S. marcescens, resultó ser el 

microorganismos más quitinolítico de 100 estudiados, entre ellos otras bacterias, hongos y 

actinomicetos. Segundo, que su sistema quitinolítico es extracelular, con actividades de 

endoquitinasas, N-acetil-D-g1ucosaminidasa, de quitobiasa y de un factor descristalinizante 

semejante al "CH¡" (factor prehidrolítico) de los sistemas celulósicos. 

Por otra parte, Young (91), menciona la existencia de sólo dos actividades. Una 

endoquitinasa que hidroliza la quitina insoluble, originando directamente el dimero de NAG: la 

quitobiosa; y una quitobiasa que rompe el dímero en dos moléculas de NAG. El proceso es muy 

eficiente y por lo mismo es dificil detectar el dímero durante la hidrólisis, sugiriendo que la 

velocidad de degradación total de la quitina está dada por una enzima limitante, la quitobiasa. 

Los trabajos previos sobre la purificación y caracterización parcial de las quitinasas y 

quitobiasas (4, 13, 14, 76), indican que ambas enzimas, anivel de extracto crudo, son estables 

durante meses a temperatura de refrigeración. Sin embargo, a medida que se intenta su 

purificación aumenta su inestabilidad. Se sabe también que estas enzimas son ficilmente 

inactivadas por mercuriales como el HgCh y p-cloromercunDenzoato (pCMB). Los agentes 

reductores como el ~-mercaptoetanol y ditiotreito~ tienen un efecto activador. Las sales de 

metaIes divalentes como znCh, FeSO" CoCh, y MnCh, inhiben hasta en un 60% su actividad. 

Concluyeron que ambas enzimas son SH-dependientes. Pueden concentrarse por uItrafiItración sin 

una apreciable inactivación (recuperación del 9()I1e). Una medida aceptable para evitar en lo 
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posible su inactivación, es añadir sustancias reductoras (j3-mercaptoetanol y ditiotreitol). Los 

agentes quelantes (EDTA) ejercen una ligera activación. 

Aún cuando resulta dificultosa la caracterización, se han logrado averiguar otras 

propiedades, las cuales se resumen en la tabla 5. Estos datos sugieren que si se desea dar un uso 

práctico a quitinasas y quitobiasas, es preferible hacerlo a nivel de extracto crudo. 

Dado que no existe un uso biotecnológico establecido para estas enzimas, en el presente 

trabajo se propone la alternativa de aprovechar la acción hidrolitica de las quitinasas, ya que se 

sabe pueden atacar a quitina contenida en la pared celular de algunos hongos (5). 

En relación a esto, existen antecedentes del empleo de quitinasas que lisaron el micelio de 

50 ascomicetos filamentosos (9), de Fusarium roseum (51), A. nidulans (71), A. niger y A. 

fumigatus (81, 82) Y de Rhizopus (84), lo que sugiere la posibilidad de obtener protoplastos, 

previa lisis de la pared celular de A. niger, usando las quitinasas de S. marcescens (obtenida por 

fermentación del carapacho de camarón) lo cual es el propósito fundamental del presente trabajo. 

Por otra parte, cabe decir que en este laboratorio, se realizó un trabajo relacionado (78) en 

el que se obtuvieron protoplastos de Soccharomyces cerevisiae empleando las enzimas Iiticas del 

jugo digestivo del caracol de jardín He/ix aspersa y preparaciones comerciales. 

Retomando el tema de la obtención de protop1astos de hongos filamentosos, es pertinente 

decir que existe información en la que !le ha empleado como modelo de trabajo a A. niger, 

planteándose tipo. y componentes del medio de cultivo para su crecimiento y obtención del 

micelio (52, 53, 55), as( como la selección y manejo de direfentes enzimas, su. con centraciones, 

procedimientos y de otros factores que influyen en el aislamiento de protoplastos (18, 30, 32, 40, 

54,55, 83). 

1.9. CONDICIONES PARA LA OBTENCION DE PROTOPLASTOS. 
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TABLA 5. ALGUNAS CARACTERISTICAS DE LAS ~NZIMAS QUITINOLrnCAS D~ S. 
1tUUcescen.r A NIVEL DE EXTRACTO CltUDO·. 

CARACTERISTICA QUlTINASA QUlTOBIASA 

Inducible + + 

Represión por Glucosa y NAG + + 

pHóptimo 6.5 7.0 

pH de máxima estabilidad 6.5 7.0 
(Buena ~ 6 Y 7) (Muy marcado) 

Temperatura óptima SO·C ~C 
(Muy definida) 

Estabilidad a la temp. BucDa entre 5-3rc Bucaa eatre 5-3 rc 
Luego decae rápido Luego decae rápido 

Estabilidad a s·e Varios meses Varios meses 

NAG (10-1 - lO's M) Sin efecto Hasta 40% de inhibo 

M&Ol (10's - 10.2 M) Hasta 50% de inhibo Sin c:fecto 

CoC~ (10's - 10-2 M) Hasta 70% de iahib. Sin efecto 

MaC~ (10's - 10.2 M) Hasta lU ___ de inhibo Poco efecto 

ZnCh (10-s - 10-2 M) Hasta 90% de inhibo Hasta 25% de inhibo 

FeSO. (10-s - 10-2 M) Hasta 110% de inhibo Has&a 40% de inhib. 

HgCh (10's - 1O~ M) 80 - 100% de inhibo 110 - 100% de inhibo 

PCMB (10's -10~ M) 60 - 110% de inhibo 60 - . 110% de inhib. 

EDT A (10-s - 10.3 M) Hasta 120"/. de act Hasta l~ de acto 

Reactivación con 6-
mercap4oetanol y OTI·· + + 

·Oatol tomados de (22). 

··Datos tomados de (77). 
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El arreglo y composición de la pared ejercen un marcado efecto sobre la eficiencia de las 

enzimas líticas empleadas para la producción de protoplastos en varias especies y cepas (62). A 

continuación se resumen algunos aspectos relevantes que deben ser considerados en la producción 

de protoplastos. 

1.9.1. LA ENZIMA LITlCA. 

En muchos casos, las enzimas usadas para la producción de protoplastos de hongos 

filamentosos están disponibles comercialmente ó se obtienen de microorganismos. Por ejemplo, un 

complejo enzimático derivado de Penicil/ium purpurogenum crecido en un medio con micelio de 

A. niger, presentó actividad de quitinasa, celulasa, amilasa, proteasa y lipasa, efectivas para para 

producir protoplastos de A. niger (54); el complejo enzimático tuvo la misma actividad mostrada 

por las enzimas digestivas del caracol de jardín He/ix pomatia. 

1.9.2. EL ESTABILIZADOR OSMOTlCO. 

El estabi1izador es esencial, ya que proveé el soporte osmótico para los protoplastos en su 

paulatina salida a través de la pared celular del hongo. 

Existe un buen número de estabilizadores osmóticos que son empleados para este 

propósito. Entre ellos, las sales inorgánicas, azúcares y alcoholes derivados de azúcares (polioles) 

son los más comúnes (63). El tipo y la concentración del estabilizador, pueden influir tanto en la 

producción como en la estabilidad de los protoplastos, dependiendo también del tipo de 

organismo, debido a que no existe un estabi1izador "universal" para todos los hongos (16). 

1.9.3. EL MICELIO. 
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Dos aspectos del crecimiento lIÚCelial son importantes: la naturaleza del medio de cultivo y 

la fase de desarrollo (horas de crecilIÚento) dellIÚce1io a la cual debe ser cosechado (63), ya que 

estas características influyen notablemente en el número de protop1astos que se pueden producir. 

Como consecuencia de lo anteríor, se plantearon los siguientes objetivos. 

1.10. OBJETIVOS. 

1.10.1. Demostrar microsc6picarnente el efecto de las quitioasas de S. morcescens sobre la pared 

celulardeA. niger. 

1. 10.2. Explorar el uso de las quitinasas para la obtención de protoplastos de A. niger. 

1.10.3. Estudiar diversos procedimientos como: cambios en la absorbancia, liberación de 

N-aceti-D-glucosamina, incremento de proteina soluble y disminución de la masa micelial, para 

evaluar cuantitativamente el efecto fungolítico . 

1.11. METAS. 

1.11 .1. Cultivar a S. marcescens en medios conteniendo subproductos quitinosos 

(carapacho de camarón), para la producción de enzimas quitinolíticas extracelulares. 

1.11.2. Obtención del extracto crudo de quitinasas y quitobiasas libre de células. 

1.11.3. Cultivar a A. niger para usarse como blanco en la lisis mice1ial. 

1.11.4. Demostrar mediante observación lIÚcrosc6pica y microfotográfica la acción 

fungolítica. 
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1.l1.5. Evaluar el efecto lítico por técnicas fotométricas, turbidimétricas y gravimétricas 

Seleccionar el mejor método. 

1.11.6. Adoptado el método, establecer las condiciones óptimas para la lisis de la pared 

füngica (temperatura, pH, concentración de sustrato, concentración de enzima y agitación). 

1.11. 7. Estudiar la participación de Iaa proteasas (presentes en la preparación enzimática 

cruda) en la acción fungolítica 

1.11 .8. Explorar el uso de las quitinasas y quitobiasas para la producción de protoplastos, 

mediante técnicas de fotografía microscópica de contraste de fases. 
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2.0. MATERIALES y METODOS. 

2.1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS Y SU CONSERVAOON. 

2.1.1. Se"atia marcescens WF, la cual es una mutante apigmentada, altamente productora 

de quitinasas, donada al Laboratorio de Enzimas Microbianas, por el Dr. R. P. Williams, del 

Baylor College of Medicine, Houston, Tx., en 1973 . La cepa se conservó por resiembras 

mensuales en placa, y tubo inclinado con quitina coloidal y agar nutritivo, incubado durante 48 h a 

28°C. Posteriormente se mantuvo en refrigeración (5°C). 

2.1.2. Aspergillus niger, hongo filamentoso usado como blanco para el ataque de las 

quitinasas y para la obtención de protopIastos. Esta cepa es productora de algunas enzimas 

intracelulares para uso industrial como la g1ucosa-oxidasa, y fue donada en 1992 por el 

Laboratorio de Fermentaciones de la ENCB. Se conservó en forma esporulada en tubo inclinado 

en medio de papa dextrosa agar (PDA) bajo condiciones de refrigeración. 

2.2. MEDIOS DE CULTIVO. 

2.2.1. Medio mineral de sales-nitrato-g1ucosa (36) para el crecimiento de A. niger y 

obtención de micelio, el cual estuvo conformado por: NaNÜ). 6.00 gil; KH;J>O •. l.OO gil; 

MgS04.7H20, 0.52 gil; KCI, 0.52 gil; FeSO •. 7H~, 0.01 gil; ZnSO •. 7H20,0.OI gil; extracto de 

levadura (Difco) al 0.5% Y casaminoácidos (Difco) al 0.2%. 

Se ajustó el pH a 6.5 y se esterilizó a 15 lb durante 20 mm. Se añadió glucosa 

asépticamente, previamente esterilizada por filtración, a una concentraci6n fina1 de 10 gil. 

2.2.2. Para S. marcescens WF, se empleó un medio basal (14) constituído por: Citrato 

diam6nico, 0.625 g; KH2PO •. 0.375 g; Na2CÜ], 0.375 g; NaC~ 0.250 g; MgSO •. 7H20, 0.275, y 

Glicerol, 6.25 mi. 

32 



Para IODO mI de agua destilada, ajustando el pH a 6.5. 

El empleo de este medio, complementado con agar bacteriológico al 2.3% Y quitina 

coloidal (peso húmedo) al 14%, sirve para la conservación de la cepa. Si a este medio se le 

excluye la fuente de carbono (citrato de amonio y glicerol), y en su lugar se agrega quitina 

comercial (Sigma) al 15%, más extracto de levadura (Difco) al 0.05%, sirve para la producción 

de quitinasas. 

2.2.3. PREPARACION DEL CARAPACHO DE CAMARON COMO 
INGREDIENTE PARA MEDIO DE CULTIVO. 

El carapacho de camarón se lavó con agua de la llave, luego se dejó secar al sol. 

Posteriormente, se trituró finamente en un molino Willey, usando un malla 20 y después una 40, 

antes de adicionarlo a los medios de cultivo. 

2.2.4. PREPARACION DEL MICELIO DE A. niger COMO INGREDIENTE 
PARA MEDIO DE CULTIVO. 

En matraces Erlenmeyer de 500 mi conteniendo 100 mi de medio YPG, se inocularon 

esporas recogidas de un tubo de ensaye inclinado con cultivo de A. niger en PDA. Se dejó que 

germinaran durante 48 h a 28°C y con 180 rpm. El micelio producido se esterilizó a 15 lb durante 

30 min, para después ser recogido por filtración uando papel filtro convencional. Se lavó con agua 

corriente y se secó, para finalmente ser molido con un molino Willey (mallas 20 y 40). 

2.2.5. MEDIOS CONTENIENDO SUBPRODUCTOS PROTEIN-QUITINOSOS 
PARA LA PRODUCCION DE QUITINASAS. 

Procedimiento para la preparación del inóculo: en un matraz Erlenmeyer de 125 mI 

conteniendo 25 mi del medio líquido, se siembra por azada la cepa de trabajo S. marcescens WF, 

procedente de un vial liofilizado, o de un cultivo conservado en medio de quitina coloidal, se 

incubó a 28°C durante 24-48 h en condición estacionaria. Después se hicieron 3 o 4 pases 
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consecutivos en el mismo medio cada 24 h, mentenidos a 2SoC y con agitación de 180 rpm, en una 

agitadora-incubadora (New Brunswick Scientific). Luego del último pase, se tomaron alícuotas 

convenientes para transferirlos a matraces de 250 mi, conteniendo 50 mI del mismo medio. Estos 

se mantuvieron en las mismas condiciones durante 120 h, recogiendo pequeñas muestras cada 24 h 

para la determinación de la actividad quitinolitica. 

2.4. OBTENCION DE LA PREPARACION CRUDA DE QUITINASAS. 

Después de 120 h de fermentación (tiempo necesario para alcanzar una concentración 

mínima de 30 UQ/mI), se retiraron los matraces de la agitadora-incubadora. Las células y material 

insoluble se separaron por centrifugación a 15000 rpm durante 20 min a 5·C, con una centrifuga 

refrigerada Sorvall RC-5B. El sobrenadante (extracto crudo) se esterilizó por filtración sobre 

membranas Millipore con tamaño de poro de 0.45 ¡lm primero y luego de 0.22 ¡lm. Se comprobó 

su condición estéril sembrando una muestra en un medio sólido rico. La enzima se repartió en 

porciones de 20 mi en botellas de plástico, y como precaución se le añadió ázida de sodio al 

0.02% para evitar su contaminación, En seguida se guardó en congelación, ó a 5·C, hasta su uso. 

Su reactivación se realizó descongelando a temperatura ambiente o en bai\o de agua de la llave. 

2.5. PREPARACION DEL REGULADOR DE FOSFATOS 0.2 M, pH 6.5 (12). 

De acuerdo a la necesidades del experimento, se preparó una cantidad conveniente del 

regulador de la siguiente manera: en un vaso de precipitados, colocado sobre una base magnética, 

se agregó un volúmen adecuado de fosfato dibásico de potasio 0.2 M, se introdujo un agitador 

magnético y luego el electrodo de un potenciómetro (Bioelec Mod PHDOI) previamente 

calibrado. Con una pipeta Pasteur se fue adicionando gota a gota, una solución de fosfato 

monobásico de potasio 0.2 M, hasta obtener el pH deseado. 
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2.6. PREPARACION DEL ACIDO 3, S-DINITROSALIClLICO (48). 

La solución del ácido 3, 5-dinitrosalicílico (DNS) se realizó pesando 5 g de DNS, los 

cuajes se suspendieron en 100 mi de NaOH 2 N. Se agregaron 150 g de tartrato de sodio y potasio 

en 200 mi de agua destilada. La solución obtenida se aforó a 500 mi de agua destilada, y luego se 

guardó en frascos ámbar a temperatura ambiente hasta su uso. 

2.7. PREPARACION DE SUSTRATOS ENZIMATICOS. 

2.7.1. QUITINA COLOIDAL PARA LA DETERMINACION DE QUITINASAS (49). 

En un vaso de precipitados de 1000 mi se mezclaron con agitación manual, 10 g de quitina 

comercial (Sigma) con 100 mi de H~04 al 85%. Se guardó en refrigeración por 24 h. Al cabo de 

este tiempo, se agregó agua de la llave en exceso, se filtró a través de gasa, y se continuó lavando 

hasta eliminar totalmente el ácido. 

Posteriormente, 10 g de quitina coloidal (peso húmedo) resultante, fueron suspendidos en 

100 mi de regulador de fosfatos 0.2 M, pH 6.5. Luego se esterilizó, y se guardó en refrigeración 

hasta su uso . Al momento de usarse, se preincubó a 50°C durante unos 5 rnin, agitando 

manualmente. 

2.7.2. SUSTRATO PARA QUITOBIASAS (14). 

Se usó p-nitrofenil-I3-N-acetil-D-glucosamina (Sigma) 10 f,lM en regulador de fosfatos 0.2 

M, pH 7.0. Se conservó en congelación en porciones de 2 mi en tubos de plástico herméticamente 

cerrados y cubiertos con papel aluminio para proteger el sustrato de la luz. 
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2.8. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS. 

2.8.1. ACTIVIDAD DE QUITINASAS (49). 

Está basada en la reducción que sufre el ácido 3, 5-dinitrosalicílico (DNS), por la acción de 

la N-acetil-D-g1ucosamina, producto de la hidrólisis enzimática de la quitina, misma que puede 

medirse por absorbancia a 53 S nm, gracias al color desarrollado en la reacción. 

Procedimiento: en tubos de ensaye, se mezclaron 1 mi de sobrenadante (diIuído o no) con 

1 mi de sustrato, los cuales se incubaron a 50°C durante 1 h en un baño metabólico (Grant) con 

ajuste de temperatura. Después, la reacción se detuvo con 1 mi de NaOH al 1%, luego se 

centrifugó a 5000 rpm durante S min para separar la quitina remanente. Del sobrenadante, se tomó 

1 mi para detenninar azúcares reductores, mezclándolo con 1 mI de DNS. Se ebulló 5 min en baño 

maría para desarrollar..?>lor. Se enfrió y se diluyó con 2 mI de agua destilada. Se midió la 

absorbancia a 535 nm con un espectrofotómetro (Perkin-Elmer, Coleman 55). 

Los testigos se prepararon mezclando 1 mI del sobrenadante, más l mI de NaOH al 1 % Y 1 

mI de quitina coloidal. Se incubó a 50°C durante 1 h Y luego se siguieron los mismos pasos 

indicados para los problemas. 

Sus valores de absorbancia se interpolaron en una curva tipo de N-acetil-D-glucosamina de 

concentración conocida (0-10 JlMlml) para determinar las unidades de quitinasas, considerándose 

que una de éstas es la cantidad de enzima necesaria para producir 1 J.1M de NAG en 1 h, bajo las 

condiciones experimentales mencionadas. 

2.8.2. ACTIVIDAD DE QUITOBIASAS (14). 
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Se basa en la medición de la absorbancia a 410 nm del color desarrollado por la liberación 

del p-nitrofenol al ser hidrolizado el sustrato p-nitrofenil-13--N-acetil-D-glucosamina por la acción 

de las quitobiasas. 

Procedimiento: se mezclaron 50 ¡il de agua, 100 ¡il de la muestra enzimática (diluída o sin 

diluir), 200 ¡il de regulador de fosfatos 0.2 M pH 7.0 Y 50 ¡il de sustrato (10 ¡iM). Se incubó a 

50°C midiendo con exactitud el tiempo hasta la aparición de un color amarillo debido a la 

liberación del p-nitrofenol. La reacción se detuvo con 100 ¡il de ZnSO. al 5%, 100 ¡il de Ba(OHh 

al 7.5% Y 400 ¡il Na2CÜJ 0.2 M. Se centrifugó a 3000 rpm durante 5 min Y el sobrenadante se 

leyó a 410 nm, interpolando la lectura en una curva tipo de p-nitrofenol leída a la misma longitud 

de onda. Una unidad de quitobiasa es la cantidad de enzima que libera 1 ¡iM de p-nitrofenol en un 

mino 

1.9. OTRAS DETERMINACIONES. 

Se determinó la proteina soluble liberada durante la lisis de la pared celular de A. niger por 

el método de Lowry (44). 

1.10. CONDIOONES DEL CRECIMIENTO FUNGICO, PREPARACION DEL 
SUSTRATO MICELIAL Y USIS DE SU PARED. 

Una azada de esporas de A. niger, procedente de un cultivo en PDA en tubo inclinado, fue 

inoculada en un matraz Erlenmeyer, que contenía 50 mi de un medio mineral de sales-nitrato­

glucosa, para dejar germinar durante 48 h a 28°C con agitación de 180 rpm. De este cultivo se 

tomaron fragmentos del micelio para resembrarlos en varios matraces, con 50 mi cada uno del 

mismo medio mineral, a 28°C sin agitación durante 18-20 h. En condiciones estériles y con sumo 

cuidado, se colectó la masa micelial por filtración, usando papel filtro convencional. Se lavó 

cuidadosamente con regulador de fosfatos 0.2 M pH 6.5. Esta masa mice1ial se recuperó por 

centrifugación a 5000 rpm/lOmin, quitando el exceso de ragulador. 
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2.10.1. PROCEDIMIENTO PARA EVALUAR LA LISIS MICELIAL (5). 

Se preparon dos series de tubos de ensaye, conteniendo 50 mglmI de micelio (peso 

húmedo) en regulador de fosfatos 0.2 M pH 6.5 Y 5 mi de quitinasas (40-50 UQ/mI) para los 

problemas, ó 5 mi de regulador de fosfatos para los testigos. Se dejó luego en incubación en un 

baño metabólico a 37"C. Se recogieron un problema y un testigo al inicio, y después cada hora, 

hasta completar 5 h, Y con ellos se midió el efecto lítico, mediante las siguientes técnicas: 

2. 10.1.1 . Observación microscópica directa de la mueatra micelial, al natural o terudas 

previamente con azúl de algodón, auxiliándose de un microscopio binocular de contraste de fases 

(Reichert-Jung POL YV AR) con cánw"a fotográfica. 

2.10.1.2. Medida fotométrica de la acción lítica evaluada por la diferencia de la turbiedad a 

620 nm, entre problemas y testigos en un espectrofotómetro digital (perkin Elmer, Coleman 55). 

2.10.1.3 . Estimación de la diferencia del peso micelial húmedo y seco entre problemas y 

testigos, empleando un procedimiento gravimétrico usando filtros Millipore de peso conocido y un 

tamaño de poro de 0.45 ,-,m. 

2.10.1.4. Diferencia entre problemas y testigos en cuanto a la liberación de N-acetil-D­

glucosamina por la acción lítica de las quitinasas sobre la pared ñmgica. Los valores de 

absorbancia se interpolaron en una curva tipo de NAG de concentración conocida (10 ,-,MlmI). 

2.10.1.5 . Evaluación del efecto fungolítico estudiando el incremento de la liberación de 

proteinas solubles intracelulares. 

2.10.2. PARTICIPACION DE LAS PROTEASAS EN LA LISIS MICELIAL. 
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Dado que en la preparación enzimática cruda utilizada contiene quitinasas, quitobiasas y 

algunas proteasas, todas de caracter hidrolíticas, fue necesario establecer si la lisis era un proceso 

concertado en el que participaban todas las enzimas presentes, ó sólo las de tipo quitinolítico. Por 

lo tanto, se hicieron experimentos en los que las quitinasas y quitobiasas, presentes en el extracto 

crudo, fueron inactivadas con p-c1oromercuribenzoato (pCMB) 10"3 M (4, 14), verificando que las 

proteasas no fueran afectadas. Entonces, los extractos crudos de proteasas libres de quitinasas­

quitobiasas (inhibidas) y la preparación cruda sin tratamiento inhibitorio (testigo), fueron 

ensayadas frente a muestras miceliales de A. niger por las técnicas previamente establecidas. 

2.11. FORMACION DE PROTOPLASTOS. 

El micelio fue cosechado por filtración en la fase exponencial de crecimiento (18-20 h) Y 

lavado dos veces con KCI 0.6 M en regulador de fosfatos 0.2 M pH 6.5, el cual fue usado como 

estabilizador osmótico. 

La técnica empleada para la obtención de protoplastos, fue básicamente la descrita por 

Muzilková y Fenc1 (52) e Isaac y Peberdy (36), con algunas modificaciones, según las necesidades 

del experimento. El método comprendió los siguientes pasos: 

a) Se resuspendió el micelio lavado (50 mglml, peso húmedo) en KCI 0.6 M con regulador 

de fosfatos 0.2 M pH 6.5, más 5 mi de quitinasas (40-50 UQ/m1). 

b) Incubación de la suspensión en un baño metabólico a 3'fC con agitación ligera (110 

rpm) hasta 5 h. 

c) La formación de protoplastos se siguió por observación microscópica de contraste de 

fases . La autenticidad de ellos se realizó comprobando su sensibilidad osmótica al bajar la 

concentración salina del medio o por su permeabilidad al colorante azúl de algodón. 
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d) Los protoplastos fueron separados de los fragmentos de micelio por filtración, en 

membranas de vidrio poroso grado C (Coarse). 

e) Se recuperaron del filtrado por centrifugación a 2000 rpml5min, para ser lavados con el 

estabilizador osmótico. 

f) Los protoplastos fueron resuspendidos en un pequeí'lo volúmen del estabilizador 

osmótico para las microfotograflas. 

1.12. ESTIMAOON DE LAS CONDIOONES OPTIMAS PARA LA LISIS 
MICELIAL 

Una vez que se determinó que la medición de la turbiedad a 620 nm, fue el mejor método 

para evaluar la acción lítica, se procedió a realizar experimentos para establecer las condiciones 

óptimas, como temperatura (S, 25, 30, 37 Y 45°C); el pH, utilizando regulador de fosfatos 0.2 M, 

con pHs desde 5.0 a 8.0; la concentración de sustrato desde 20 a 100 mglmI (micelio, peso 

húmedo); la concentración más favorable de enrima, variando límites desde 20 a SO UQ/mI; así 

corno la influencia de la agitación y reposo. 
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2.0. RESULTADOS Y DISCUSION. 

3.1. EVIDENCIA MICROSCOPICA DE LA ACCION LITICA DE LAS 
QUITINASAS DE S. morcescens SOBRE LA PARED CELULAR DE A. 
niger. 

Dentro de las observaciones microscópicas, es pertinente decir. ante¡ que otra cosa, que 

las preparaciones miceliales fueron rastreadas y fotografiadas a imnersión ( lOOOX) mediante un 

microscopio binocular de contraste de fases empleando filtro rojo. Así mismo, cabe mencionar que 

algunas tornas fueron amplificadas fotográficamente, con el fin de apreciar con más detalle los 

cambios morfológicos ocasionados por las enzimas quitinoliticas, como consta en las figuras 

siguientes, en las que se presentan las microfotografias tomadas. 

En la figura 4, se muestra la hifa del hongo filamentoso A. niger usado como blanco en los 

ensayos, correspondiendo a preparaciones frescas de 18-20 h de crecimiento (Fig 4A), 

apreciándose un micelio bien estructurado con septos bien defuúdos. 

En 4B Y 4C, se observan las hifas de A. niger en preparaciones testigos, suspendidas sólo 

en regulador de fosfatos e incubados a 37"C durante 1 y 3 h. respectivamente, DO habiendo 

cambios aparentes en su morfología. 

Antes de continuar con la descripción, es conveniente indicar que en las obsavaciones de 

las preparaciones miceliales bajo el ataque enzimatico, se detectaron al menos tres posibles modos 

de acción lítica sobre la pared celular de A. niger. En uno de eDos (Fig. 5). le da una degradación 

notoria en la parte apical de las hifas. Otro, (Fig. 6) es una acción extensa sobre la parte central y 

periférica de la hifa; y el tercero (Fig. 7), es un efecto fungolitico sobre puntos particulares de las 

hifas. 



Fig . 4. Microfotografia que muestra el micelio de A. niger, de 18 h de crecimiento, usado como 

control, sin tratamiento enzimático, incubado en regulador de fosfatos a 37°C. (A) micelio a O h; después de 

una l h de incubación (B) y luego de 3 h de incubación (C) . 1000X. 
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Las microfotografias de la figura 5, presentan los sucesos producidos en la parte tenninal o 

apical de la hifa por la acción de las quitinasas, incubadas a 37"C. En 5A, se observa el efecto 

originado después de 1 h de tratamiento enzimático, hay indicios de una degradación parcial en el 

entorno de la pared, que consiste en un adelgazamiento de la misma. En 5B, el daño se hace más 

evidente tras 3 h de lisis micelial, apreciándose un daño drástico en toda la periferia de la pared, 

particularmente en la parte apical de la hifa. Se nota también que ha ocurido la salida de material 

intracelular. La microfotografla 5C, es una amplificación fotográfica de SB, realzando con más 

detalle el efecto lítico. Cabe decir que, este tipo de daño, es el más comúnmente observado, ya que 

se sabe que en la fase exponencial de crecimiento, en los extremos apiea1es de las hifas, se está 

realizando apenas la sintesis de nuevo material en la pared y por lo mismo su ataque enzimático es 

más susceptible (8). Es posible que al adicionar el agente degradante, se impida la incorporación 

de nuevos polisacáridos, haciendo que sea más frágil esa región de la hifa (84). 

Cuando se prepararon protoplastos de A. niger (53) se demostró que se obtenian mayor 

número de ellos en las partes más jóvenes de la hifa (Tabla 6), particularmente en la parte apical, la 

que fue lisada más rápidamente que las partes más distales y viejas de la pared, las cuales 

resultaron ser más resistentes al efecto de las enzimas liticas. 

En la figura 6, se muestra otro tipo de ataque quitinolítico sobre la porción central de las 

hifas, en que puede apreciarse claramente el adelgazamiento y ruptura de la pared, originando 

zonas vacías o "fantasmas", como consecuencia de la salida de material intracelular. 

Por otra parte, la figura 7, sirve para mostrar otro posible modo de ataque hidrolitico sobre 

puntos particulares de la pared celular del hongo, en donde se observa la presencia de varias 

protuberancias y cuerpos esféricos. Este aspecto marcó la pauta para suponer que era posible 

liberar el contenido celular, y lograr su consiguiente transformación a protoplasto mediante la 
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Fig. 5. Microfntografia que muestra el daño quitinolítico de S. marcescens WF en la región apical 

del micelio de A. niger, incubado a 37°C hasta 5 h. (A) micelio de l h de acción lítica. B) micelio 

después de 3 h. (Cl amplificación fotográfica de B. IOOOX . 



TABLA 6. RELACION ENTRE LA EDAD DE LAS HIlAS DE A. ~ Y LA CANTIDAD DE 
PROTOPLASTOS OBTENIDOS POR ACClON ENZIMA TICA*. 

Edad de la hifa en h 

15 

18 

24 

40 

Datos tomados de la ro. 53. 

Número de protoplastos X 10' por rog de 
micelio peso seco 

Incubación en h 

2 3 

14.06 32.50 35.65 

8.66 21.50 32.65 

2.27 3.05 6.58 

0.88 1.75 4.62 

* de Streptomyces, empleando KCl 0.6 M, incubado a 30"C dunmle 3 ha pH 6.0. 
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Fig . 6. Fotografia que muestra el efecto litico de las quitinasas (40-50 UQ/ml) de S marcescens 

sobre el micelio de A niger incubado a 37°( durante 3 h. Se observa el adelgazamiento y ruptura de la 

p:Hcd celu la r. 1000X 
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Fig 7 Efecto de las quitinasas (40-50 UQ/ml) de S marcescens sobre panes puntuales de la pared 

celuJ:¡r de A . nlf!cr. incubado a 37°C hasta 5 h. 1000X 
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adición de un agente estabilizador que evitara su expansión incontrolada y posterior estaJlamiento. 

Cabe destacar que en las referencias consultadas, no se encontró un caso similar sobre este 

último tipo de daño hidrolítico. Se sabe, sin embargo, que la estructura Y arreglo de la hifa, tiene 

un marcado efecto sobre su degradación y en la producción de protoplastot, como fue confirmado 

por los otros dos modos de acción hidro líticos (daño en la pared apical Y daño a lo largo de la 

pared de las células miceliales) mostrado por las evidencias fotográficas, indicando por un lado, 

que las quitinasas de S. marcescens actúan sobre la quitina contenida en la pared celular de 

solubilizándola, y que la degradación total o parcial, puede ser efectuada por la acción sinérgica 

tanto de las quitinasas como de las quitobiasas (14, 81). También es oportuno decir, que podría 

lograrse una mayor eficacia en la degradación de la pared celular de A. niger, si se adicionara 

alguna otra enzima de caracter lítico. Esto ha sido demostrado por Thomas et al (82) quien 

estudió primero el efecto inmediato de la quitinasa sobre la hidrólisis de la pared celular de A.niger 

yA. fumigatus . Sin embargo, mejores resultados se obtuvieron al enriquecer la quitinasa con una 

enzima comercial, la j3-glucuronidasa. Un caso similar fue visto también por Hamlyn et al (32), 

quien usó una preparación constituída principalmente por j3-glucuronidasa, 13-(1, 3)-glucanasa, a­

(1, 3)-glucanasa, y complementada con una pequeña cantidad de quitinasa, elevando 

considerablemente la degradación de los materiales resistentes de la pared celular, aún cuando se 

trabajó también con células viejas. 

3.1.EVIDENCIA FOTOGRAFICA DE LA FORMACION y LIBERACION DE 
PROTOPLASTOS POR LA ACCION DE LAS QUITINASAS DE S. 
nuucescens. 

La figura 8, muestra microfotografias de la secuencia de formación y hberación de 

protoplastos de A. niger bajo la acción lítica de las quitinasas (40-50 UQ/ml) de S. marcescens en 

presencia de KCl 0.6 M como estabilizador osmótico y con ligera agitación, seguido a lo largo de 

5 h de incubación a 37"C. En 8A, se observa la hifa del micelio de 18-20 h de crecimiento. La 

flecha señala un punto en que se ha efectuado un daño o ruptura de la pared celular por la acción 
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Fig. 8. Secuencia fotográfioa (IOOOX) de la formación y liberación de protoplastos al lisarse la 

pared celular de A. niger por efecto de las quitinasas de S. marcescens. Las fotografias A y B corresponden 

. a 1 h; e, D y F a 3 h de incubación, a 37°C con KCI 0.6 M. La producción de protoplastos (F) se inició 

desde las 3 h Y alcanza su mayor velocidad a las 5 h de incubación. 
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enzimática, tras 1 h de tratamiento. La microfotografia 8B es una amplificación de 8A para 

mostrar mejor el poro o ruptura. La microfotografia 8C muestra una estructura en forma de 

burbuja después de 3 h de acción enzimática. En 8D Y 8E, se observa el cuerpo emergiendo a 

través del orificio formado en la pared celular. Finalmente, 8F, muestra un protoplasto totalmente 

liberado. 

La figura 9, incluye microfotografias de protoplastos: en 9A y 9B se observa que estos 

pueden presentar diferentes tamaílos, lo cual fue común en nuestros experimentos. Tanto las 

fotografias 9C hasta 9G, asi como las mostradas en la figura 10, son amplificaciones para mostrar 

con más detalle la variabilidad no sólo de tamaílo, sino también en su aspecto interno y algunas 

características. Por ejemplo, las fotografias 9E y 9F, muestran el contenido celular terudo de azúl, 

debido a la rápida incorporación del colorante azúI de algodón como consecuencia de la ausencia 

de la pared. La fig. 9E, muestra lo que pudieran ser dos grandes vacuolas, igualmente observables 

en la fig lODo Otros protoplastos, en cambio, presentan un alto contenido de granulaciones de 

diversos tamai'ios como puede verse en 9C, IOF y lOG. Algunas de estas granulaciones aparecen 

como partículas de grasa. En otros casos, se ven estructuras adheridas al protoplasto que bien 

pudieran ser impurezas o remanentes de pared (9G, lOE Y lOH). 

Cabe mencionar, que en algunos experimentos los protoplastos fueron observados en 

fonna continua hasta por 7 h. Durante este perlodo las células se mostraron metabólicamente 

activas, algunos protoplastos mostraban organelos como mitocondrlas, los cuales tenían un 

movimiento intenso dentro del citoplasma. No fue posible, en nuestro caso, identificar con 

seguridad organelos que pudieran ser núcleos, aunque sí se observaron cuerpos obscuros, muy 

densos que posiblemente corresponden a éstos. 

La gran diversidad en forma y tamaílo de los protoplastos fiíngicos ha sido observada 

también por otros investigadores. Se sabe entonces, que los protopIastos de hongos filamentosos 

originados de un micelio multinucleado, como A. niger muestran estructuras heterogéneas con una 

variedad en el número de núcleos y de otros organelos. Esta heterogeneidad puede deberse a una 
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Fig. 9. Protoplastos de A. niger liberados por la acción de las quitinasas de S.marcescens a 37°C, 

mantenidos en KCI 0.6 M, mostrando la diversidad en tamaño y forma. 1000X. 
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Fig 10 Más protoplastos de A. niger producidos por las quitinasas de S marcescens , mantenidos 

en una solución de KCI 0 .6 M. mostrando variabilidad en fonna \' tamaño. lOOOX . 
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distribución desbalanceada o asimétrica del contenido cito plasmático en la hifa, y como resultado 

de la liberación de protoplastos de diferentes puntos de la misma (30). Al respecto, y de 

observaciones ultraestructurales en A. 1/idulans (28), se demostró que los protoplastos producidOll 

durante las primeras cuatro horas de acción lítica, se originaron de las regiones apicales y 

posteriormente de las partes más distales, caracteristicas que coinciden con nuestros resultados, ya 

que como se muestra en la figura 5, el mayor dai'lo quitinolítico se dió también en la parte apical de 

la hifa de A. niger y progresivamente en las regiones subapica1 y distal, como muestran las figuras 

6 y 7, respectivamente. Este trabajo (28) confirmó en A. nidu/ans, la producción secuencial de 

protoplastos, mostrando diferencias significativas sobre su morfología. Los protoplastos fueron 

identificados por su contenido vacuolar y vesicular, y por la organización general del citop1asma 

con los organelos. Así, se sabe que el alto contenido vesicular y densidad ribosomal de los 

protoplastos liberados durante la digestión lítica, sugieren que éstos se originaron de los ápices de 

las hifas. Los expulsados después y con un alto contenido vacuolar sugieren que se originaron de 

las partes más di~tales, caso muy similar con microfotografias presentadas en las figuras 9 y 10, en 

las que se observan portoplastos de A. niger, mostrando variaciones en su morfologia, sugiriendo 

que se originaron también de diferentes puntos del micelio. 

Estos patrones de protop1astos son influenciados también por el sistema enzima­

estabilizador empleado (63). Por lo que se sabe, la liberaci6n de los protoplastos de A. niger es 

facilitada por el uso de un estabilizador osmótico adecuado, ya que éste mantiene la forma de la 

célula liberada, y además si se afladen sustancias adecuadas, producen un efecto estimulatorio (52, 

83) de la actividad lítica. 

En el presente trabajo, y dentro de ensayos preliminares, se probaron tres tipos de 

estabilizadores, los cuales fueron en orden de efectividad, el KCL MgSO. y NH.CI, todos con una 

molaridad de 0.6. Por tanto, fue el primero el que se usó en los ensayos subsecuentes. Cuando se 

trabaj6 con el NH.CI, no se obtuv6 el éxito señalado en otros reportes (60). Al usar sulfato de 

magnesio, sólo se logró observar la formación de vacuolizaciones dentro de las hifas, similares a 

los reportados en otros trabajos (63, 89). En cambio, cuando se incorporó a la suspensi6n 

enzimática el KCI 0.6 M, los resultados fueron más satisfactorios. Similares resultados han sido 
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reportados por otros autores (32, 36) empleándo el mismo estabilizador. Sobre este contexto y de 

acuerdo a Davis (16), existen varios tipos de estabilizadores osmóticos que pueden ser empleados 

en el aislamiento de protoplastos de hongos, incluyéndose sales inosrgánicas, azúcares y azúcares 

derivados de alcoholes (polialcoholes o polioles). También cabe mencionar que, dependiendo del 

organismo, es bien sabido que el tipo y concentración del estabilizador influye notablemente en la 

producción y estabilidad de los protoplastos, además de que no existe un estabilizador único o 

ideal para todas las especies de hongos. Así mismo, se sabe que las sales inorgánicas son idóneas 

para separar protoplastos en hongos filamentosos, en tanto que para las levaduras, son más 

recomendables los azúcares y polioles (16). Nuestros resultados coinciden también con otros 

trabajos (52,53) en los que se utilizó KCl 0.6 M. 

Es pertinente decir que al inicio de este trabajo, en el primer intento por producir 

protoplastos de A. niger, se usó también como estabilizador osmótico al Sorbitol 0.8 M sólo, y en 

ocasiones acompañado de agentes reductores y/o quelantes, el cual da excelentes resultados con 

levaduras. En nuestro caso, los resultados no fueron satisfactorios. 

Por otra parte, la naturaleza del medio de crecimiento y condiciones de cultivo fueron 

importantes en la lisis y obtención de protop1astos en el presente trabajo. El primero estuvo 

constituída por sales-nitrato-glucosa, y las segundas fueron a 28°C durante 18-20 h en condición 

estacionaria. Sin duda alguna, la adecuada constitución de la pared celular en esta fase de 

crecimiento es también un factor critico. Al respecto, pueden mencionarse experiencias con A. 

nidulans en las que se demostró que la producción de protoplastos es más alta cuando el micelio 

es crecido en un medio con glucosa-sales minerales, que cuando es mantenido en el mismo medio 

pero complementado con extracto de levadura (59). En otro trabajo se demostró que la 

producción de protoplastos de A. niger (53) es mayor cuando es crecido en un medio de sales 

minerales-glucosa-asparagína, no siendo así cuando es crecido en el mismo medio pero adicionado 

con extracto de malta ó sobre extracto de malta únicamente. En un estudio reciente con dos 

mutantes de A. niger (55) se demostró que las condiciones de cultivo influyen significativamente 

sobre la estructura de la pared celular, lo cual afecta el número de protoplastos liberados. Por lo 

general, la producción de protoplastos disminuye con el envejecimiento del cultivo, sin embargo, 
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también ha sido confirmado que el crecimiento de las células rniceliales en un fermentador produce 

un tipo de estrés que efecta la produccion de protoplutos (55). 

La influencia de la edad del cultivo queda de manifiesto en este trabajo, en el que se logró 

constatar que la lisis y producción de protop1astos por las quitinasas, se favorece más en la fase 

exponencial de crecimiento (18-20 h). Resultados similares fueron reportados en otros trabajos 

(53, 62). Las razones precisas de esto DO han sido confirmadas, pero tales autores enfatiun que la 

pared de la hifa es más susceptible a la lisis en esta etapa de crecimiento (expooencial), dado que 

algunos constituyentes no están del todo bien estruáurados, por ejemplo, se ha sugerido (16) que 

ciertos componentes, como la melanina. está ausente, ó pudiera estar, pero a bajas 

concentraciones, lo que permite poca resistencia a la acción enzimática. Otra alternativa para 

explicar esta susceptibilidad es que la concentración de enzimas endógenas, constructores de la 

pared durante la fase exponencial de crecimiento pudiera ter alta, y que estas pueden 

complementar el efecto de las enzimas Iiticas exógenas sobre la pared celular, facilitando asf la 

liberación de los protoplastos (8). 

Continuando con nuestros resultados sobre evidencias fotográficas, la figura 11, muestra 

una toma no esperada, vista al cabo de 5 h de incubación a 37"C, en la que se aprecia varios tipos 

de aglomeraciones al azar de protoplutos, muy similares • fotografias dadas a conocer por otros 

autores (59, 64). Esto posiblemente refleja un proceso de regeneración y reversión. Sobre este 

fenómeno, se sabe que cuando los protop!astos son suspendidos en un medio de crecimiento 

estabi1izado osmóticamente, parte de la población tienden a retomar a su forma de hifa (63), 

proceso en que hay una reconstrucción de una DUeva pared celular. Esto es comúnmente llamado 

regeneración (89), aunque otros autores (60, 88) dividen el proceso de reconstrucción en fases 

separadas al describir primero una regeneración y luego una reversión. La diferencia en 

terminología está fundamentalmente en los patrones de eventos que se suceden en ambas fases y 

son observados en diferentes hongos. Se dice entonces que el término reversión indica el 

desarrollo de una hifa completa, cuando los protoplastos son llevados y crecidos en un medio 

líquido adecuado. Cabe decir que en muchos casos, ya no presentan una conformación normal, 
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Flg. 11 . Agregación de protoplastos de A. niger que pudiera indicar una posible regeneración 

micclial , observado después de 5 h de incubación a 37°C con tratamiento enzimático \ KCI ( 1 6 \ I 1000:'\ 
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sino que se observan como tubos o rufas aberrantes (64). Se sabe también que el poder de 

regeneración y reversión de los protoplastos varía en las distintas especies de hongos, como fue 

constatado en un estudio con Schizophyllum commune (89) en el que la regeneración de pared de 

los protoplastos fue casi del 100010, pero la frecuencia de reversión fue tan sólo del 50%. En otro 

caso, con A. nidulans (36), el porcentaje de reversión fue de tan sólo lOa 30%, aún cuando fue 

crecido en un medio complejo y definido. 

Otro evento observado de manera esporádica en nuestra investigación y tampoco 

esperado, es el mostrado en la figura 12, que sugiere una fusión de protoplasto •. En 12A, se ven 

dos cuerpos esféricos, con una estructura superficial del tipo lanúnar, con una envoltura bien 

definida. No logramos determinar si el tabique intermedio desaparecla con el tiempo de 

incubación, debido a que el evento no fue estudiado posteriormente. En 12B, se da una 

amplificación fotográfica de 12A. 

En relación a estas observaciones, las cuales suponemos son consecueocia de una fusión de 

protoplastos de A. niger, no encontramos algún trabajo similar en el que se dé una fusión sin 

proporcionar las condiciones adecuadas, ya que de acuerdo con la literatura sobre este proceso, la 

fusión sólo puede ser inducida por varios agentes químicos, de los cuales el Polietilenglicol (pEG) 

es el más eficiente entre los comúnmente usados (66). La importancia de la fusión se bua 

fundamenta1mente en la posibilidad de la hibridación interespecífica de hongos (15). Al respecto, 

se han obtenido tubridos entre especies de A. nidulans y A. rugulosus. Las cepas producidas por 

este proceso permiten un nuevo estudio de su morfogénesis, y de las interrelaciones entre cepas 

emparentadas y de otros tubridos resultantes (63). 

Con esto concluye la descripción de la primera parte de esta tesis, referente al aspecto 

cualitativo del efecto fungolítico ejercido por las quitinasas de S. marcescens sobre la pared celular 

de A. niger, basada fundamentalmente en aspectos microscópicos. Lo que sigue, es un estudio 

cuantitativo del efecto lítico. 
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Fig 12 . Fotografías que muestran una posible fusión de protoplastos. después de 5 ha 37' ( \ con 

tratanllcnto cnzml:Ítico en presencia de un estabilizador osmótico. 1000A: 
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3.3. EV ALUACION CUANTITATIVA DE LA LISIS MICELIAL DE A. lligel' 
POR LAS QUlTINASAS DE S. lfUll'Cexou. 

En la parte precedente de esta tesis se dieron claras evidencias del dai\o micelial. originado 

por las quitinasas sobre la pared celular. Sin embargo, las técnicas microsc6picu tardadas y 

laboriosas, no son apropiadas para evaluar cuantitativamente y de manera rutinaria el proceso 

lítico. Por ello, en la siguiente etapa del presente trabajo se describirán los resultados obtenidos al 

aplicar diferentes métodos para la evaluación cuantitativa del fenómeno lítico. 

3.3.1. EVALUACION FOTOMETRICA (TURBIDIMETRICA) DEL EFECTO 
LITICO. 

En la figura 13, se muestra el efecto lítico a lo largo de 5 h, expresado como disminución 

en la turbiedad (As.s20 _) de las suspensiones miceliales tratadas con quitinasas (40-50 UQ/mg de 

micelio), a dos temperaturas (30 y 37"C). Los datos en todas las gráficas se refieren a la diferencia 

de lecturas entre testigos y problemas. El resultado muestra que la lisis de la pared celular, no 

obstante su complejidad, se lleva a cabo como una reacción enzimática del tipo ordinario, en la 

cualla velocidad de reacción es función del tiempo Y la temperatura. 

Pueden verse que los trazos obtenidos a las dos temperaturas son lineales y paralelos, es 

decir, muestran la misma pendiente y por lo tanto involucran la misma energía de activación, aún 

cuando los valores absolutos de absorbancia son mayores a 37 que a 30°C. En un experimento que 

será referido posteriormente, se mostrará que la temperatwa óptima para la lisis micelial es 37"C 

(Fig. 17), por esta razón se adoptó ésta, para la continuación del trabajo. 

Cabe reiterar que en esta parte de la ivestigación, el objetivo es comparar la eficacia de 

diferentes métodos para la evaluación de la fungólisis. 

59 



o 
EFECTO LITICO A 30°C 

e - 0,1 
-+- EFECTO LITICO A 37'C 

c:I 
e + 
~ - 0,2 10 

< + 
Z -0,3 
¡¡J 

~ :!-1004 - 0,4 
Q 

-0,5 
o 2 3 4 5 6 

HORAS DE INCUBACION 

Fig. 13. Evaluación turbidimétrica a 620 ron de la acción lítica de las quitinasas de S. marcescens 

(40-50 UQ/mI) sobre suspensiooes miceliales (50 rng/mI) deA.niger, incubado a 30 y 37"C. 
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Al respecto, la técnica turbidimétrica fue la que mostró mejores caracteristicas de sencillez, 

reproducibilidad y rapidez, y por ello fue adoptada en forma rutinaria para el resto de la 

investigación. 

3.3.2. EV ALUACION DEL EFEerO LITICO DE LAS QUITINASAS POR LA 
ACUMULACION DE N-ACETIL-D-GLUCOSAMINA (NAG). 

Este método se basa en la especificidad de las quitinasas, que al hidrolizar únicamente a la 

quitina presente en la pared celular, liberan al monosacárido N-acetil-D-glucosamina, el cual puede 

determinarse por la técnica de MiUer (48). Los datos obtenidos se muestran en la figura 14, e 

indican que la hidrólisis del polisacárido se efectúa rápidamente y de manera lineal. La 

acumulación del aminoazúcar en el medio de reacción, al menos a los niveles mostrados, parece no 

inhibir la actividad de las quitinasas y quitobiasas, de ahi que la velocidad de reacción se mantenga 

constante durante las cinco horas de tratamiento enzimático. Estos datos con6nnan que la lisis 

mice1ial, no obstante su complejidad, se comporta como una reacción enzimática común descrita 

en la cinética tipo Michaelis-Menten. 

Aunque esta técnica es sencilla y da evidencias claras del efecto titico, es algo más 

laboriosa que el método turbidimétrico adoptado, pues requiere centrifugar y realizar la evaluación 

espectro fotométrica mediante una reacción colorida, de los azúcares reductores liberados. 

3.3.3. METODO GRA VIMETRICO BASADOS EN LA DISMINUCION DE LA MASA 
MICELIAL POR ACCION DE LAS QUITINASAS DE S. wwrcaclDu. 

Como en los casos anteriores, se hicieron avaluaciones tanto a 30 como a 37"C. Los 

resultados obtenidos se muestran en la figura 15, en donde se expresa grificamente la disminución 

porcentual del peso húmedo de micelio (considerando como cien por ciento el peso inicial) a lo 

largo de S h de incubación. Como puede verse, los valores obtenidos tienden a sujetarse a una 

relación lineal. En términos generales, los datos son similares a 30 y 3'rC, excepto para la primera 

hora de incubación, donde son significativamente mayores a la última temperatura (37"C). 
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Fig.14. EvaluaciÓll de la acción lítica de las quitinasas de s.marcescens sobre suspeusiooea 

miceliales, expresado como liberación de N-acetil-D-g1ucosamina (NAG) proveniente de la bidrólisis de la 

quitina presente en la pared celular de A. niger, incubado a 37°C durante 5 h. 
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Fig. 15 . Evaluación gravimétrica de la acción lítica de las quitinasas (40-50 UQ/mI) de S. 

marcescens sobre suspensiones miceliales de Á. niger (50 rng/mI), reportado corno disminución en peso 

húmedo. 
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En general, el método gravimétrico empleado es laborioso, tardado y poco reproducible 

debido a la precisión que requieren las pesadas, ya que las muestras empleadas para los problemas 

y testigos, fueron de apenas 50 mg de micelio peso húmedo y los filtros (Millipore 0.45 ¡¡m) 

puestas a peso constante, con un peso promedio de tan sólo 6.0 mg. 

Más complicado resultó montar una técnica gravimétrica para evaluar la lisis micelial en 

base seca, debido a que las muestras tenían un peso aún más pequeilo, y por lo tanto se requerian 

pesadas muy precisas, lo que daba mayor variación a los resultados. 

Aún cuando hubiera sido posible incrementar técnícas gravirnétricas más confiables 

aumentando el tamailo de las muestras, esto representa mayor gasto de micelio y no reduce los 

tiempos necesarios para secar las muestras hasta peso constante. Por todo ello, este método fue 

descartado. 

3.3.4. EFECTO LITICO EVALUADO POR LA LIBERACION DE PROTEINAS 
SOLUBLES INTRACELULARES. 

Cabe mencionar que además de los métodos mencionados, también se intentó valorar la 

proteína soluble liberada. Teóricamente, ésta debería ser una de las técnícas más sencillas y 

confiables, pues se supone que al ser dailada la pared celular por la acción de las quitinasas, el 

contenido celular liberado y presente en ellisado podría determinarse tacilmente por el método de 

Lowry (44). Sin embargo, los datos (no incluídos) mostraron una gran variación, sin una tendencia 

clara. 

Una posible causa a esto, es que en la preparación enzimática contiene, además de 

quitinasas, algunas proteasas, de manera que aún cuando la lisis se efectúa liberando proteínas al 

medio, éstas son rápidamente degradadas, haciendo que no sean detectadas. Esta técnica fue 

también desechada. 
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3.4. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES PARA LA LISIS DE LA 
PARED CELULAR POR LAS QUITINASAS DE S. llUll'Cexou. 

De acuerdo a lo descrito, el método turbidimétrico por lectura de la absorbancia a 620 nm 

de la suspensiones miceliales, resultó adecuado para evaluar la fungólisis. Con esta herramienta fue 

posible estudiar el efecto de diferentes variables en el proceso, según se indican a continuación. 

3.4.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA. 

En la figura 16, se puede apreciar que la lisis no procede a 5°C. A temperaturas mayores el 

efecto lítico es claro, observándose trazos lineales en todos los casos. En orden creciente por el 

efecto observado, pueden mencionarse las temperaturas de 45,25,30, y 37"C. 

Como complemento se anexa la figura 17, que resume los datos de la figura anterior, 

correspondientes a la hora 5 de acción enzimática. El trazo resultante es el de una campana 

invertida cuyo valor más bajo ocurre a 37"C, que es la temperatura óptima del proceso. 

Cabría mencionar que las quitinasas de S. marcescens tienen una temperatura óptima de 

50·C cuando se ensayan frente a su sustrato (quitina coloidal), a pesar de que por sí solas tienen 

un caracter termolábil y se inactivan arnOa de 37"C. La quitobiasa por su parte, tienen un óptimo 

entre 50 y 60·C frente al compuesto sintético p-nitrofenil-~N-acetil-D-glucosaminidina, y también 

pierden actividad rápidamente arriba de 37"C en ausencia del mencionado sustrato. Los datos 

encontrados en nuestro trabajo sugieren que el micelio usado como sustrato, no protege a ambas 

enzimas del efecto térmico. Esto es comprensible si se considera que el micelio no es un 

compuesto puro, y seguramente ofrece espacios limitados y escasos para la integración de un 

complejo enzima-sustrato. 

3.4.2. EFECTO DEL pH. 
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Fig _ 16. Efecto de la temperatura sobre la zimólisis micelial (50 mglmI) de A. niger por la acción 

enzirnática (40-50 UQ/m1) de S. marcescens. 
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La figura 18 muestra con claridad que la lisis es influenciada por el pH del medio de 

reacción. Se ensayaron intervalos desde 5 hasta 8. Se nota que el mayor efecto y con valores 

semejantes, corresponde a los pHs 6 Y 7. Esto es congruente con datos obtenidos en otros trabajos 

previos, e indican que tanto las quitinasas como las quitobiasas tienen un pH óptimo cercano a 6.5 

(5, 14). 

Para tener una evidencia más precisa, se repitió el experimento, pero ensayando intervalos 

de pH más estrechos que fueron desde 6.1 a 6.9. Los datos obtenidos se incluyen en la figura 19, 

en la que puede verse que los trazos son lineales, y mencionándolos de menor a mayor efecto 

corresponden a los pHs 6.9, 6.7, 6.1 y 6.5. Para el pH 6.3, obtuvo un trazo no lineal, con un 

efecto evidente al inicio, aunque luego tendió a hacerse asintótico. Al final del experimento, los 

valores fueron semejantes para todos los casos. Sin embargo, adoptamos el pH 6.5 como el 

óptimo para el proceso. 

Estos datos confirman que las quitinasas y quitobiaaas son las responsables de la lisis 

micelial, pues como se mencionó, su pH óptimo es muy cercano a 6.5. Para precisar, las quitinasas 

tienen su óptimo en 6.5 y las quitobiasas en 7.0 cuando se ensayan con sus sustratos específicos 

(14). 

3.4.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO (MICELIO, PESO 

HUMEDO). 

La figura 20 muestra claramente que la velocidad de reacción (efecto fungolítico) aumenta 

a medida que se adicionan cantidades crecientes de micelio. La forma de los trazos es acampanada 

hasta las 4 h de incubación, observindose un óptimo de concentración de sustrato de 50 mg. A las 

5 h, tiende a hacerse hiperbólico. Este último comportamiento se asemeja al que se reporta 

generalmente para este tipo de estudios y se explica por la ecuación de Michaelis-Menten, 

aplicable a sistemas sencillos, donde tanto la enzima como el sustrato se encuentran en forma 

soluble. El sistema estudiado en este caso, es más complejo, ya que el sustrato es de naturaleza 
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insoluble, de composición heterogénea y una estructura molecular tan complicado como puede 

serlo la pared en células miceliales viables y metabólicarnente activas. 

Es de llamar la atención la forma de las gráficas, que van pasando poco a poco de una 

ionna acampanada a una hiperbólica conforme transcurre el tiempo de incubación, aparentemente 

I tiempos cortos se presenta un fenómeno inhibitorio si se usan más de 50 mg de micelio como 

sustrato, esta inhibición tiende a desaparecer y se mantiene a una velocidad máxima constante 

cuando el tiempo de incubación es de 5 h. 

3.4.4. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA. 

Según la cinética Michaeliana convencional, la velocidad de reacción debe aumentar 

proporcionalmente conforme se incrementa la concentración de enzima en el medio. Los datos son 

plasmados en la figura 21 , la que sugiere una tendencia a esta predicción. De cualquier modo, es 

evidente que el sistema no ha sido saturado por la enzima y que podría incrementarse la velocidad 

de reacción agregando cantidades de enzima mayores a la 40 UQ/ml, la Iimitante es obtener tales 

concentraciones de enzima, debido a que en los extractos, generalmente contienen cantidades de 

entre 30 a 40 UQ/ml. Para lograr incrementar el contenido de enzima debe recurrirse a procesos 

de ultrafiltración. Para propósitos prácticos, esto resulta inadecuado y además costoso. 

3.4.5. EFECTO DE LA AGIT ACION. 

En vista de que el micelio es un sustrato insoluble, y que con el tiempo tiende a 

sedimentarse, se propuso estudiar si una agitación favorecía de manera significativa la acción 

hidrolítica. Los resultados obtenidos se manifiestan en la figura 22 y muestran que la lisis aumenta 

ligeramente en condiciones de agitación. Sin embargo, se nota que en condiciones de reposo 

también procede. Los trazos en nuestro caso son paralelos. El poco incremento en la lisis podría 

atribuirse a que la agitación empleada, por un lado favorece la no sedimentación, pero por otro, 
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puede dificultar la adsorción de la enzima sobre el sustrato. Es posible que con agitaciones más 

moderadas, pudiesen por un lado impedir la sedimentación del micelio y por otro favorecer el 

efecto lítico. 

3.5. PARTICIPACION DE LAS PROTEASAS EN LA LISIS MICELIAL. 

Se sabe que en la pared, pero sobre todo en la membrana citoplasmática, se encuentran una 

gran diversidad de proteínas en elevada proporción, por lo tanto, no debe descartarse la 

posibilidad de que en la lisis estén actuando las tres enzimas presentes en el extracto crudo 

empleado, es decir, las proteasas, quitinasas y quitobiasas. 

En trabajos previos (13), quedó establecido que las quitinasas y quitobiasas de S. 

marcescens son tiol-dependientes, es decir, que son tacilmente inactivadas por mercuriales tales 

como el p-c\oromercuribenzoato (pCMB). Por el contrario, las proteasas, son sumamente 

resistentes a la acción de una gran diversidad de sustancias. 

Gracias a estos antecedentes, se realizó un experimento que consistió en inactivar 

previamente a las quitinasas y quitobiasas con PCMB, con una diálisis posterior para eliminar el 

exceso del inhibidor. La muestra resultante se hizo actuar sobre el micelio de A. njger, y como 

testigo se hizo actuar la misma muestra enzimática sin ningún tratamiento. 

Los datos obtenidos quedan presentadas en la figura 23, donde puede verse que cuando 

sólo actúan las proteasas casi no hay efecto lítico, dado como ~ _ hasta las 4 h de incubación, 

luego ocurre una ligera insinuación de efecto, pero que de ninguna manera tiene significancia al 

cabo de 5 h, tiempo máximo de experimentación. 
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Así mismo, se muestra que en el testigo, en el cual las enzimas están activas, la lisis ocurre 

rápidamente. Ello permite concluir que son las quitinasas y quitobiasas las pricipales responsables 

del daño lítico, al menos en las primeras 5 h de acción enzimática. 

El hecho de que las proteasas no provoquen un efecto lítico puede deberse al menos a las 

siguientes causas: las proteínas, en el caso de A. niger, se encuentren en baja proporción en su 

pared celular y/o no son importantes en el mantenimiento de la integridad estructural de la pared. 

O también puede ser que aún cuando las proteínas realicen un rol importante en la composición y 

estructuración de la pared, las proteasas de S. marcescens no las ataquen en grado significativo, al 

menos en las 5 h que dura el experimento, porque el pH del ensayo fue de 6.5 y no 10, que es el 

pH óptimo de estas proteasas. 
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4.0 CONCLUSIONES 

4. 1. De la fermentación por S. marcescens de subporductos proteín-quitinosos, tales como 

el carapacho de camarón, puede obtenerse un extracto crudo que contiene: proteasas, quitinasas y 

quitobiasas. 

4.2. Las quitinasas digieren la pared micelial de A. niger en presencia o ausencia de 

estabilizadores osmóticos. En el primer caso, pueden obtenerse protoplastos, y en el segundo, 

células lisadas. 

4.3. Las condiciones óptimas para la producción de protoplastos son: 40-50 UQ/m1; 

concentración micelial de 50 mg/m1; pH 6.5; 31'C; edad micelial 18-20 h; Y con KCI 0.6 M como 

estabilizador osmótico. Los protoplastos se forman desde las 3 h Y alcanzan su máximo al cabo de 

5 h de incubación. 

4.4. Durante la producción de protoplastos, las quitinasas actúan posiblemente en esta 

secuencia: primero, se observa un daño sobre la región apical, luego sobre zonas puntuales de la 

pared y al final un ataque lítico extensivo a lo largo del micelio. 

4.5. Los protoplastos obtenidos varían en tamaño, aspecto, y poco en forma, debido a que 

provienen de diferentes porciones de la pared celular. Esto implica, que de una sola célula micelial 

pueden formarse uno o más protoplastos, y que el contenido intracelular y organelos están 

asimétricamente distribuídos en la célula micelial . 

4.6. Los protoplastos obtenidos en el presente trabajo mostraron la clásica fragilidad 

osmótica al disminuir la concentración salina del medio, eran permeables a colorantes, mostraron 

gran actividad metabólica y permanecían viables hasta por 24 h. 
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4.7. En la lisis y producción de protoplastos no participan las proteasas presentes en el 

extracto crudo utilizado. 

4.8. El mejor método para evaluar la lisis celular producida por las quitinasas de S. 

marcescens, en ausencia de un estabilizador osmótico, es medir la disminución de la turbiedad 

micelial a 620 nro. 

4.9. Las condiciones óptimas para la lisis micelial son: temperatura de 3rC; pH de 6.5; 

concentración de sustrato de 50 mg/rnl (micelio, peso húmedo); concentración de enzima de 40-50 

UQ/rnl, con o sin agitación. 

4.10. El empleo de extractos crudos de las enzimas quitinolíticas de S. marcescens es 

adecuado porque son fáciles de obtener, baratas y más estables que si fueran preparaciones puras. 
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