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RESUMEN

Este proyecto se realizd con el objetivo de llevar a cabo la desacetilacion via
enzimatica de la quitina para su conversibn a quitosan, debido a que el
proceso vigente es quimico y altamente contaminante lo cual se atribuye al

uso de acido clorhidrico.

La enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) puede ser obtenida de distintos
hongos, tales como; Mucor rouxii, Absidia coeruela, Aspergillus nidulans,
Colletotrichum lindemuthianum (ATCC 56676), Colletotrichum lindemuthianum
(DSM 63144), pero las caracteristicas de la enzima obtenida de estos hongos
es distinta, las condiciones bajo los que se llevd a cabo la eleccion de la
enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) fueron: la localizacion de la enzima
(intracelular o extracelular), el peso molecular, el punto isoeléctrico, el pH
optimo, la temperatura Optima y si se presentaba inhibicion con el grupo
acetato (5) . Bajo estas premisas se eligié la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) producida por el hongo Colletotrichum lindemuthianum, aunque en
cuanto a su subclasificaciéon no se fue muy estricto, debido a la dificultad de

encontrar este hongo.

Se utilizaron 4 cepas de distintos origenes de Colletotrichum lindemuthianum a
los que se llamaron 1.b aislado de la raiz de una planta de frijol que resultd
manifestar Antracnoésis, la 1.d originaria del tallo de una planta de frijol con
antracnoésis, PM3 aislado de aguacate y Colletotrichum lindemuthianum raza

467 el cual fue donado por el Dr. Raul Rodriguez Guerra del INIFAP.

La quitina se desacetilé por medio de la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) producida extracelularmente por el hongo Colletotrichum
lindemuthianum para su conversion a quitosan.

Durante la realizacion de este proyecto se manejaron distintas condiciones de
pH en unas pruebas preliminares los cuales fueron de 3.09 (pH natural del
medio de cultivo liquido con la enzima) y 8.5 (ajustado con solucion de NaOH
al 13%), después todos los experimentos se llevaron a cabo a un pH de 8.5 con

el medio de cultivo y la enzima, incubando a 50°C durante 7 dias, y por ultimo



se mantuvieron las condiciones antes mencionadas para el proceso de
desacetilacion, pero realizando un previo tratamiento a la quitina con la enzima
lisozima, ya que esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar los enlaces N-
acetamido.

Después de llevar a cabo la desacetilacion enzimatica a diversas condiciones
se obtuvo un complejo quitina-quitosan al que se le determin6 el grado de
desacetilacion por medio del método de titulacién potenciométrica y con
espectro infrarrojo, para la deteccién de cambios en la quitina original, donde
se manifiestan las modificaciones por las que pasé la quitina al ser
desacetilada con distintas condiciones, dando como resultado un %maximo de

desacetilacion de 69.52%.



INDICE GENERAL

INTRODUCCION.
JUSTIFICACION

OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES

CAPITULO I. ANTECEDENTES.
1.1. Generalidades.

1.2. Biocompuestos o polimetros biositeticos.

1.2.1. Quitina.

1.2.2. Quitosan.

1.2.3. Diferencia entre quitano y quitosan.
1.3. Aplicaciones en la industria alimentaria.
1.3.1. Aplicaciones especificas del quitosan.
1.3.1. Perspectivas futuras del quitosan.
1.4. Vias de produccion del quitosan.

1.5. Desacetilacion.

1.5.1. Proceso quimico de desacetilacion
1.5.2. Desventajas del método quimico.

1. 5.3. Proceso enzimatico de desacetilacion
1.6. Papel biologico.

1.7. Antracnésis o mielilla.

1.7.1. Condiciones que favorecen su desarrollo y medios de transmision

1.8. Generalidades de los hongos.

12

14

14
14

16
17
19
21
22
23
23
25
27
28
29
29
29
30
31
34
35
35



1.8.1. Generalidades de los hongos que producen quitina desacetilasa
1.8.2. Conidios presentados en el Colletotrichum lindemuthianum.
1.8.3. Micelio.

1.8.4. Apresorios.

1.8.5. Haustorios.

CAPITULO II. METODOLOGIA.
Cuadro Metologico.
Objetivo Particular 1.

Actividad 1.1. Origen de la sepas de Colletotrichum lindemuthianum aisladas

experimentalmente.
Actividad 1.2. Acondicionamiento de la muestras para su aislamiento.
Actividad 1.3. Siembra del material sospechoso de la antracnosis

Actividad 1.4. Identificacion del hongo Colletotrichum lindemuthianum.

Objetivo particular 2.
Actividad 2.1. Cosechas de esporas.

Actividad 2.2. Inoculacion en medio nutritivo estéril de la cepa.
Objetivo particular 3.
Actividad 3.1. Hidrolisis enzimatica con lisozima

Actividad 3.2. Desacetilacion enzimatica.

Objetivo particular 4.

Actividad 4.1. Procedimiento para llevar a cabo la desacetilasa enzimatica.

Objetivo particular 5.

Actividad 5.1. Preparacion de los geles de poliacrilamida.

Actividad 5.2. Preparacion de gel de resolucion.

36
39
40
41
41

43
44
46

46
47
a7
48

48
48
49

50

50

50

51
52

55
55

56



Actividad 5.3. Preparacién de gel de empacamiento.
Actividad 5.4. Preparacion de la muestra biologica.
Actividad 5.5. Electroforesis de proteinas en gel de archilamida

Actividad 5.6. Coloracion y visualizacion de proteinas.

CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION.

Resultados correspondientes a objetivo particular 1.
Resultados correspondientes a objetivo particular 2.
Resultados correspondientes a objetivo particular 4.
Resultados correspondientes a objetivo particular 5.

CONCLUSIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Anexo A

Anexo B

56
57
57
59

60
61
69
76
78

85
87
92
93



Ndamero

A WNPR

15

16
17

18

19
20

21
22

23
24

25
26
27
28
29

30
31

LISTA DE FIGURAS

Estructura quimica de la quitina

Estructura quimica del quitosan

Diferencia entre estructura quimica de quitano y quitosan
Estructura de la enzima quitina desacetilasa

Reaccién catalizada por la enzima quitina desacetilasa
Constitucion general del hongo Colletotrichum lindemuthianum

Vista microscopica de un frijol con antracnosis.

Forma de una hifa vista microscopicamente.

Conidios que presentan el Colletotrichum lindemuthianum visto microscopicamete
Forma general de un micelio

Vista microscopica de un apresorio de Colletotrichum lindemuthianum.

Vista microscopica de un Haustorio.

Ejemplificacion del grafico que se obtiene por medio de relacién PH vs volumen de Na
OH

Forma correcta en que se deben encontrar un sistema para electroforesis

Muestras con las que se trabajo debido a la sospecha de antracnosis en frijol y vaina.

Enfermedad provocada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum en vainas de frijol
Enfermedad provocada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum en frijol

Colletotrichum lindemuthianum en un medio de agar papa dextrosa y papa zanahoria.
Competencia del crecimiento entre los hongos Colletotrichum lindemuthianum y
Fusarium

Ceparaza 467

Cepa 1.b obtenida a partir de una herida de tallo que manifesto una planta de frijol
con actracnosis.

Cepa 1.d. obtenida de un fragmento de raiz dafiada por la actracnosis

Cepa PM3 obtenida de una herida de aguacate causada por dafio por actracnosis
Conidios y micelio del hongo Colletotrichum lindemuthianum raza 467.

Fotografias de los apresorios del hongo Colletotrichum lindemuthianum raza 467
Crecimiento y desarrollo de Colletotrichum lindemuthianum raza 467

Cepa de Colletotrichum lindemuthianum 1.b en medio liquido

Cepa de Colletotrichum lindemuthianum raza 467 en medio liquido

Cepa de Colletotrichum lindemuthianum 1.d en medio liquido

Cepa de Colletotrichum lindemuthianum PM3 en medio liquido a diferentes tiempos
de incubacion

Gel de poliacrilamida obtenido experimentalmente

Péagina

21
22
23
33

34
38

38
39
39
40
41
42

53
59

61

63
64

64

65
66

66
67

67
68

69
70
72
73
73

74
79



Namero

10

LISTA DE CUADROS

Caracteristicas del quitosan obtenido quimicamente
Caracteristicas fisicoquimicas del quitosan obtenido quimicamente
Caracteristicas de la enzima quitina desacetilasa de diferentes origenes

Composicion de la pared celular de los hongos

Seguimiento experimental del desarrollo del hongo Colletotrichum lindemuthianum en
medio de cultivo liquido

Seguimiento experimental en el medio de cultivo conteniendo tween 80 con las distintas
Cepas del hongo Colletotrichum lindemuthianum

Prueba preliminar para revisién de posibilidad de desacetilaciéon de quitina.

Porcentaje resultante de la determinacién de grado de desacetilacion en distintas
muestras de quitina-quitosan por titulacion potenciométrica.

Distancia recorrida durante la electroforésis por el marcador molecular Cat-161 Bio Rad
en un gel de poliacrilamida al 10%

Distancia recorrida durante la electroforésis en el gel de poliacrilamida al 10%, por los
extractos enziaticos de quitina desacetilasa, y su peso molecular.

Pagina
17
18
32
36
70
71
75
77
81

82



LISTA DE DIAGRAMAS
Numero Pagina
1 Vias de pr&duccién de quitosan 27
2 Cuadro Metodolégico 44
3 Obtencidn de la enzima quitina desacetilasa 48
GRAFICO
Nimero Pagina

Relacitn existente entre Ja distancia recorrida por ¢l marcador de peso molecular y el log.
1 De peso molecular . 81

10



INTRODUCCION

El laboratorio de Biotecnologia de la FESC-1 trabaja con biopolimeros, en
especial con quitina y quitosan que son polisacaridos notables debido a que
poseen propiedades fisicoquimicas y biologicas excepcionales lo cual
contribuye a diversas aplicaciones en la industria. Las fuentes comerciales
potenciales de quitina son los caparazones de jaiba, camarén, langosta, krill y
calamar, aunque es importante sefialar a la industria de la fermentacion basada

en hongos como otra fuente de quitina. © %

Este trabajo presenta las bases fundamentales para llevar a cabo la
desacetilacion de la quitina via enzimética, lo cual beneficiaria a la industria
alimentaria y médica debido a su multiple y continuo uso en el desarrollo de
nuevas tecnologias basadas en el uso de un polimero tan importante como lo

es la quitina y su forma desacetilada el quitosan. © 32

Algunos autores han estudiado la hidrdlisis enzimatica de derivados solubles de
quitinas, y han concluido sobre el uso de lisozima para hidrolizar quitina y

8)

algunos derivados ®, como en el caso de la carboximetil quitina y la

carboximetilquitosana por esta razon, se realizé un tratamiento previo con esta

enzima para proceder con la desacetilacién de la quitina via enzimatica. %

En este trabajo, se propone el uso del hongo Colletotrichum lindemuthianum
para la obtencién de la enzima quitina desacetilasa (CDA, EC. 3.5.1.41) ©®, ya
gue en este hongo la enzima se produce extracelularmente, a su estabilidad al
calor, pero sobre todo por su actividad en presencia de acetato (el cual inhibe
la actividad de varios hongos) que es un compuesto que se genera en la
desacetilacién enzimatica ’, debido a que cuando se pierde el acetilo del grupo
acetilamino, la quitina se convierte en quitosan °. Uno de los hongos mas
importantes que es inhibido por esta causa es el Mucor rouxii, el cual presenta
una actividad unicamente del 57%, contra 96% de actividad del Colletotrichum

lindemuthianum. *8 28



Es importante sefialar que para la realizacion de este proyecto durante un
lapso de 4 meses se trabajé en la busqueda del hongo Colletotricum
lindemuthianum en ceparios de la UNAM, Instituto Politécnico Nacional,
Colegio de Posgraduados, Universidad Autonoma de Chapingo, INDRE, e
INIFAP - Campo Experimental Bajio, la Ultima institucion aqui mencionada
don6 una cepa de Colletotricum lindemuthianum raza 467 ; por otra parte
durante tres meses se sembraron en medios de papa dextrosa y papa
zanahoria varios frijoles y vainas dafiadas o con indicios de antracnosis,
logrando aislar e identificar tres cepas de distintos origenes de Colletotricum
lindemuthianum; una de ellas se obtuvo de aguacate, la segunda del tallo de
una planta germinada de frijoles con antracnosis, y de la raiz de una planta de

frijol con antracnosis. %

Es importante mencionar que el hongo Colletotricum lindemuthianum es
patdogeno para las plantas de frijol, aguacate, oleaginosas y frutos, es por esta
razon que experimentalmente el frijol y aguacate son el origen del cual se aisl6

este hongo. 9

Esta tesis muestra los objetivos y las ventajas que traeria desacetilar
enzimaticamente a la quitina, y se realizd una comparacion con la
desacetilacion quimica, finalmente se concluye sobre la funcionalidad de la

desacetilacion enzimatica.



JUSTIFICACION

Mediante este proyecto se plantea la desacetilacion enzimética de la quitina
para la obtencion de quitosan, la importancia de este proyecto radica en que
ofrece una propuesta novedosa que no produce contaminacion para el medio

ambiente.

OBJETIVO GENERAL

Obtener, semipurificar y caracterizar la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) del hongo Colletotrichum lindemuthianum obtenida de diversas
fuentes vegetales, para la conversion de quitina a quitosan y su comparacion

con la desacetilacion quimica.

OBJETIVOS PARTICULARES

OBJETIVO PARTICULAR 1

Aislar e identificar el hongo Colletotrichum lindemuthianum de diferentes
fuentes vegetales (de distintos tipos de frijoles, vainas de frijoles y fragmentos
de cascara aguacate con sospechas de antracndésis) como fuente de obtencion

de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41).
OBJETIVO PARTICULAR 2
Extraer y semipurificar la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) a partir

del cultivo del hongo Colletotrichum lindemuthianum en medio liquido, para

separarla y concentrarla mediante una filtracion con Amberlita.



OBJETIVO PARTICULAR 3

Establecer las condiciones experimentales de la enzima quitina desacetilasa
(EC. 3.5.1.41) para la desacetilacién de quitina.

OBJETIVO PARTICULAR 4

Evaluar el grado de desacetilacién de la quitina, por medio de titulacion
potenciométrica e infrarrojo usando la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum para concluir

sobre el grado de desacetilacién que se produce por via enzimatica.

OBJETIVO PARTICULAR 5

Determinar el peso molecular de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41)
obtenida, mediante electroforesis para proteinas con la finalidad de confirmar
en base a la expresion de bandas en el gel de poliacrilamida que se trabajé con

la enzima quitina-desacetilasa.



CAPITULO I

ANTECEDENTES




CAPITULO I: Antecedentes.

1.1 GENERALIDADES

La desacetilacion de la quitina es un proceso que generalmente se lleva a cabo
mediante el uso de quimicos tales como &cido clorhidrico (HCI), produciendo la
N-desacetilacion de quitina, generando quitosan. Desafortunadamente la
desacetilacion quimica consume grandes cantidades de energia, y son muy

agresivos para el medio ambiente. ©

Por estas razones varios autores han propuesto distintos modos de
desacetilacion, ya sea por medio de desacetilacion termoalcalina homogénea y
heterogénea que son las mas comunes, la preparacién enzimatica de quitosan
partiendo del micelio del hongo Aspergillus Niger ™ y la desacetilacion
enzimatica por medio de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41)
originaria de diversos hongos, entre los cuales lo mas destacados son el Mucor
Rouxii, Absidia Coeruela, Aspergillus Nidulans, Colletotrichum lindemuthianum

y Escherichia Coli.® ® 9

Segun el articulo de la Dra. S. Patricia Miranda “Comportamiento de peliculas
de quitosan compuesto en un modelo de almacenamiento de aguacate”,

después de la desacetilacion quimica se obtiene lo siguiente:

Cuadro 1. Caracteristicas del quitosan obtenido quimicamente.

Peso molecular del Grado de desacetilacion Solubilidad en acido
guitosan acético al 1%
130,000 g/mol 85% completamente

Estos valores constituyen las bases fundamentales y punto de comparacion del

quitosan obtenido via quimica. ‘¥

17




CAPITULO I: Antecedentes.

En el articulo “Las nanoparticulas poliméricas: nuevos sistemas para mejorar la
biodisponibilidad ocular de farmacos” ®, llevé a cabo la obtencién de quitosan
a diferentes condiciones experimentales a las del trabajo de la Dra. Miranda,
las cuales se determinaron mediante la caracterizacion fisicoquimica del

quitosan. @
La caracterizacion fisicoquimica en este articulo se realizé mediante la
determinacién de:
e Grupos acetilos
e Grupos aminos
e Viscosidad intrinseca

e Masa molecular promedio de quitina y quitosan obtenidos

En base a estos parametros, se hizo un analisis de los productos que mejores
propiedades presentaron, y se encontré que las mejores condiciones de
extraccion fueron: tratamiento con HCI 3N durante 48 horas a temperatura
ambiente; tratamiento con NaOH 1N durante 36 horas a 100 grados
centigrados. Bajo estas condiciones experimentales se obtuvieron los
siguientes valores de masa molecular, grado de desacetilacion y porcentaje de

grupos amino.

Cuadro 2.- Caracteristicas fisiquimicas del quitosan obtenidas quimicamente.

Masa molecular Porcentaje de grupos Porcentaje de
promedio del quitosan amino desacetilacion
907,789 D 4.83% 54.37%

18



CAPITULO I: Antecedentes.

1.2 BIOCOMPUESTOS O POLIMEROS SEMI-SINTETICOS

La obtencion de materiales formados por la combinacion de polimeros
naturales y sintéticos, es de gran interés en diversas areas tecnoldgicas,
porque en ellos se combinan las ventajas de los polimeros de origen natural,
como asi también las ya conocidas de los polimeros sintéticos. Por lo tanto,
estos materiales, pueden ser diagramados con nuevas propiedades e

interesantes usos. ®?

Los polimeros de origen natural poseen propiedades muy importantes:
higroscopicidad, biocompatibilidad, biodegradacion, diversidad de
interacciones biolégicas y presentar grupos funcionales reactivos polares por lo
gue actualmente son utilizados para la composicion de diversos productos;
pero tienen las desventajas de que poseen pobres propiedades mecanicas y
pérdida de sus propiedades biolégicas durante el proceso de formulacion, ya
gue son sensibles a los cambios de temperatura. Por ejemplo el colageno, es
uno de los biomateriales mas populares usado para la reparacion y
reconstruccion de la piel, pero resulta dificil realizar su aplicacion y formulacion

de manera reproducible. **

Con respecto a los polimeros sintéticos, ellos tienen las siguientes ventajas:
son econdmicos, versatiles, con excelentes propiedades mecanicas y de muy
buena resistencia quimica. Estos, poseen las desventajas de ser no
compatibles, no biodegradables y ser costoso su reciclado. Debido a estas
ventajas y desventajas, es que en los ultimos afios, se ha estado trabajando
en la obtencion de materiales biocompuestos 0 semi-sintéticos, en los cuales
se reunen las ventajas de ambos tipos de polimeros y se disminuyen algunas
de las desventajas de ambos. Este tipo de materiales se benefician
fundamentalmente por tener un amplio rango de propiedades fisico-quimicas y
aceptar diversas técnicas de procesamiento aplicables a los polimeros

sintéticos. Un ejemplo clasico de este tipo de sistemas es una mezcla de un

19



CAPITULO I: Antecedentes.

poli (HEMA) con gelatina, en el cual se ha mitigado la baja adhesion del poli
(HEMA) combinandolo con una proteina multifuncional como la gelatina. Otros
ejemplos, son los materiales  compuestos de polivinilalcohol (PVA) vy
fibrinbgeno o PVA-coldgeno o la modificacion de una serie de proteinas
activas biol6gicamente con polietilenglicol (PEG), que resulta en un aumento de
la persistencia del biomaterial en el torrente sanguineo con un decrecimiento
de su inmunogenicidad y aumento de su resistencia proteolitica. Esta
combinacién facilita el desarrollo de nuevos sistemas terapéuticos mas

eficientes para aplicaciones en diversas areas, como medicina, farmacia, etc.
(12

Otro factor importante a tener en cuenta, es que los polimeros sintéticos, por
problemas de indole ecologica, estan siendo gradualmente reemplazados por
materiales biodegradables, especialmente por aquellos derivados de fuentes
naturales renovables. Dichas fuentes son principalmente provenientes de
desechos de la agricultura 0 marinos, por lo tanto, es importante que este tipo
de desarrollo sea realizado conjuntamente con centros de investigacion
cercanos a lugares en los cuales se acumulan este tipo de materiales. Esto
capitaliza la conservacion de la fuente natural y ayuda al cuidado del medio
ambiente, con la ventaja adicional de dar materiales que por accién de una
biodegradacion o desintegracion den origen a otros compuestos que pueden
actuar como fertilizantes o acondicionadores del suelo. Esto ultimo, es
particularmente interesante y atractivo para la industria del envase y en
especial para aquellos envases usados en la industria alimenticia. Algunos de
los polimeros de origen natural que cumplen con las caracteristicas
mencionadas anteriormente son el quitosan, diferentes tipos de almidones,

celulosa, alginatos, carragenanos, etc. *?
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1.2.1 QUITINA

El término quitina deriva de la palabra griega, que significa tdnica, haciendo
referencia a su dureza. La quitina es uno de los componentes principales de las
paredes celulares de los hongos, del resistente exoesqueleto que tienen la

mayoria de los insectos y otros artrépodos, y algunos otros animales.

Es un polisacarido, compuesto de unidades de N-acetilglucosamina
(exactamente, N-acetil-D-glucos-2-amina). Estas estan unidas entre si con
enlaces 3-1,4, de la misma forma que las unidades de glucosa componen la
celulosa. Asi, puede pensarse en la quitina como en celulosa con el grupo
hidroxilo de cada mondmero reemplazado por un grupo de acetilamina. Esto
permite un incremento de los enlaces de hidrogeno con los polimeros

adyacentes, dandole al material una mayor resistencia. @

Es altamente insoluble en agua y en solventes organicos debido a los enlaces
de hidrégeno que presenta la molécula. La quitina se vuelve soluble en acidos
minerales diluidos cuando pierde el acetilo del grupo acetilamino,

convirtiéndose en quitosan.

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA QUITINA

®®e, Grupo
acetilamino

Figura 1: En esta figura se muestra la estructura quimica de la quitina.

Fuente: ?¥
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1.2.2 QUITOSAN

El quitosan, el derivado mas importante de la quitina, es un biopolimero lineal
formado por unidades de 2-desoxi 2-amino glucosa, obtenido de la

desacetilacion de ésta. ©

Presenta una gran aplicabilidad comercial, debido a varios factores entre los
gue se cuentan su solubilidad en &cidos diluidos y la presencia de grupos
hidroxilos y aminos libres en la cadena polimérica, lo cual le confiere una gran
capacidad para atrapar iones metales pesados; no es toxico, es biodegradable

y biocompatible.®

ESTRUCTURA QUIMICA DEL QUITOSAN

(] .
- Grupo amino

Figura 2: En esta figura se muestra la estructura quimica del quitosan.

Fuente: ¥
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1.2.3 DIFERENCIA ENTRE QUITANO Y QUITOSAN

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble
en medio acido conocido como quitano; sin embargo, cuando la desacetilacion
del material de partida es incompleta se crea una mezcla de cadenas que
tienen distintas proporciones de unidades &(1-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-
glucosa y &(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, cuya relacion depende de las
condiciones de reaccidon y que, obviamente, genera materiales con distintas
propiedades denominados quitosanos. La diferencia en las propiedades de
estos materiales puede llegar a ser notable, como por ejemplo la distinta
solubilidad en medio acuoso que pueden llegar a tener. Las estructuras

quimicas del quitano y el quitosan se muestran a continuacion: **

Duitarnos

[T P

Ulnidad repetitiva del guitano

Quirosano GHg
O

- -
“U.?L\_‘—- 1{/’ -
=] IIJ;‘ND
CHZOH
el guitosano.,

Figura 3. Diferencia entre la estructura quimica del quitano y quitosan

Fuente: (13)

1.3 APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Debido a las propiedades que presenta la quitina y quitosan, a la composicion y
conformacién de estos polimeros se han encontrado multiples aplicaciones,

entre las mas importantes se enlistan las siguientes:
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La quitina ofrece consistencia a alimentos procesados, atrapa grasa, es
antibacterial y sirve como envoltura biodegradable, entre otros
beneficios, la quitina estd involucrada en la proteccion de varias

especies.™

Pueden servir como acarreadores no absorbibles de ingredientes
altamente concentrados (colorantes, saborizantes y nutrientes), cuya

descarga puede ser controlada por la lisozima. *°

El quitosano no es digerible por los humanos y por consiguiente, actla
como fibra dietética. Ademas, inhibe la absorcion de colesterol y otros
lipidos. @

Otras posibles aplicaciones del quitosan en alimentos para consumo
humano son como agente espesante, estabilizante, espumante, ligante,

emulsificante, quelante, humectante. ®

Como ayudante en la fabricacidén y texturizacion de proteinas solubles,
como coadyuvante en la extension de la vida de anaquel de encurtidos y

como material de empaque biodegradable. ®

Debido a sus caracteristicas funcionales y a su inocuidad se ha utilizado

en la industria de alimentos y bebidas.

Una de sus mas prometedoras aplicaciones podria ser como plastico
biodegradable. ¥
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1.3.1 APLICACIONES ESPECIFICAS DEL QUITOSAN

La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano
uno de los materiales mas versétiles que se estudian desde hace ya algun
tiempo, por la posibilidad de realizar una amplia variedad de modificaciones,
tales como la reacciones de anclaje de enzimas, reacciones de injerto,
obtenciéon de peliculas entrecruzadas, etc.,, de las cuales se obtienen
materiales con propiedades adecuadas para aplicaciones inmediatas y futuras
en biotecnologia, biomedicina, agricultura, etc. *¥

El quitosan es soluble en agua acidificada. Esta solubilidad y su viscosidad
(que puede hacerse mas espesa 0 mas ligera, segun se requiera) son
caracteristicas que lo hacen aplicable a usos variados, asi como su accion de
"Iman bioquimico"”, capaz de detectar sustancias nocivas. Por ejemplo, en el
estbmago humano, atrapa grasas como el colesterol y los triglicéridos, a los
gue conduce por el intestino capturados hasta evacuarlos. Asi que una
aplicacion farmacéutica lo utiliza como regulador del peso corporal, mientras
gue también sirve como regulador de la presion arterial, consecuente a la

disminucién de grasas.

Dado el gran numero de trabajos que existen sobre este versatil material es
conveniente realizar una clasificacion por area sobre las aplicaciones que se le
han ido dando. A continuacion se presentan algunas de ellas, aunque la lista no

pretende ser exhaustiva.

a) Quimica analitica

Aplicaciones cromatograficas, intercambiadores de iones, absorcion de iones
de metales pesados y absorcion de acidos, fabricacion de electrodos

especificos para metales, etc. **

b) Biomedicina
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Membrana de hemodidlisis, suturas biodegradables, sustituyentes artificiales
de la piel, agente cicatrizante en quemaduras, sistemas liberadores de
farmacos, liberacion de insulina, transporte de agentes anticancerigenos,

tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA, etc. *°
c) Agriculturay ganaderia

Recubrimiento de semillas para su conservacion durante el almacenamiento,
sistemas liberadores de fertilizantes, aditivo para alimento de animales, en

formulacion de pesticidas, etc.

d) Cosmeéticos

Espumas de afeitar, cremas para la piel y el cuerpo. ™
e) Dietéticos

Adelgazantes, existe una amplia variedad de productos comerciales que

ofrecen el polimero como atrapador de grasas en el estomago.

f) Industria cosmética y papelera

En la industria ha jugado varios papeles importantes y diversos como los que

se menciona a continuacion:

En la industria de los cosmeéticos, el quitosan se introduce en cremas
humectantes, pues es una molécula que absorbe el agua. Algunos fabricantes
de shampoo lo utilizan como ingrediente, ya que desarrolla una pelicula que da

proteccion y brillo al cabello.

En la industria papelera, donde el principal insumo es la celulosa, el quitosan
sirve para fijar y dar resistencia al papel, mientras que una de sus mas
prometedoras aplicaciones podria ser como plastico biodegradable,

sustituyendo al plastico tradicional derivado del petréleo, uno de los materiales

26



CAPITULO I: Antecedentes.

mas utilizados en el mundo y més dificiles de degradarse, lo que genera mucha

contaminacioén. ®®

g) Tratamiento de agua

El quitosan es utlizado como agente floculante, agente coagulante,
tratamientos de flotaciéon para la remocién de aceite de pescado en agua,
agentes filtrantes para piscinas y spas, remocion de metales, remocion de

surfactantes, etc.
h) Biotecnologia

En Biotecnologia el quitosan se utiliza como material plastico alternativo, se

desarrollé una especie de celofan a partir de esta sustancia natural.

Las suspensiones coloidales de nanoparticulas poliméricas son, sin duda, los
sistemas que muestran en la actualidad un mayor grado de innovacion y
versatilidad. Estos sistemas se pueden presentar en forma de nanoparticulas
soélidas elaboradas a partir de un polimero biodegradable o bien, en forma de
nanocapsulas consistentes en nanogoticulas de aceite envueltas de una
cubierta polimérica. Precisamente, en virtud a esa distinta composicion interna,
estos sistemas coloidales permiten incluir en su estructura farmacos con
caracteristicas fisicoquimicas bien diferenciadas, desde moléculas altamente
hidrofilicas y polares como son los antibiéticos aminoglucdsidos hasta farmacos

muy hidrofébicos, como es la ciclosporina A.

1.3.2 PERSPECTIVAS FUTURAS DEL QUITOSAN

A pesar del gran namero de aplicaciones potenciales existentes y el
considerable progreso realizado en la investigacion de quitina y quitosan, es
necesario potencializar su utilizacion en diversos sectores industriales que, con
excepcion del campo de la salud humana, se han mostrado hasta ahora con
ciertas reservas. Ello ha sido debido por un lado a la falta de confianza en la
capacidad de las industrias proveedoras para suministrar materia prima, y por
otro lado al papel negativo que han jugado las patentes ralentizando el

desarrollo del mercado. En la actualidad, la tendencia del mercado de los
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productos de quitina y quitosano se dirige a su aplicacion dietética y biomédica
pero en un futuro proximo deberiamos considerar la posibilidad de su utilizacion
para el empaquetado de alimentos y otros productos reduciendo de esta
manera el volumen de desechos procedentes de envoltorios y favoreciendo la
proteccién de la vida salvaje. Dentro de la dindAmica actual de reutilizacion y
minimizacion de residuos la obtencién de compuestos de alto valor como la
quitina y quitosano a partir de desechos de crustdceos representa una

interesante oportunidad.

1.4 VIAS DE PRODUCCION DE QUITOSAN

Diagrama 1. En este diagrama de bloques se presentan las vias de produccion

de quitosan (via quimica y via enzimatica).

DESMINERALIZACI(')N
CON ACIDO
DILUIDO DE CAPARAZONES.

DESPROTI;INIZACI()N
EN SOLUCION CALIENTE
I

QUITINA

DESACETILACION EN SOLUCION
I CONENTRADA DE NaOH

DESPROTEINIZACION

ENZIMATICA
Y DESACETILACION

QUITOSAN QUITOSAN
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1.5 DESACETILACION
1.5.1 PROCESO QUIMICO DE DESACETILACION.

Primero los camarones son desproteinizados bajo condiciones alcalinas, el
carbonato de calcio (CaCO3) es removido por &cido clorhidrico (HCI), la
concentracion a utilizar de este acido depende del peso molecular del producto
final que se quiera, y asi se produce la quitina pura. La N-desacetilacion de
quitina de una de las formas de obtenerla heterogénea y homogéneamente. ©2

En el método heterogéneo, la quitina es tratada con altas temperaturas (aprox.
502C), solucién concentrada de NaOH y el quitosan producido es un
precipitado insoluble; el quitosan preparado por este método es 85-95%
desacetilado.

De acuerdo al método homogéneo la quitina ademas de ser tratada con NaOH,
es tratada bajo condiciones mas suaves. Este método propicia que el quitosan

sea soluble en agua con un grado de desacetilacién entre 48 y 55 % ©?

1.5.2 DESVENTAJAS DEL METODO QUIMICO EN SU FORMA
HOMOGENEA O HETEROGENEA:

1.- La desacetilacion quimica consume considerables cantidades de energia.

2.- Estos métodos desperdician la solucion concentrada alcalina, resultando un

incremento en el nivel de la contaminacién al medio ambiente.

3.- Estos guian los productos con un ancho rango de peso molecular y

heteromaterial exento de desacetilacion.
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1.5.3 PROCESO ENZIMATICO DE DESACETILACION CON LA ENZIMA
QUITINA DESACETILASA (CDA, EC. 3.5.1.41).

La quitina desacetilasa (CDA, EC. 3.5.1.41) es una enzima que ha sido
identificada en diversos hongos e insectos; estas enzimas catalizan la hidrdlisis
del grupo N-acetamido vinculado con la quitina, convirtiéndola en quitosan.
Cuando el quitosan ha sido producido por un proceso termoquimico complejo,
tiene diversas aplicaciones en areas semejantes tales como la biomedicina,

ingredientes alimenticios, cosméticos y productos farmacéuticos. ®?

El uso de quitina desacetilasa en la conversidon de quitina en quitosan en
contraste con los quimicos utilizables en este proceso, ofrece la posibilidad de
controlar un proceso no degradable, resultando una nueva produccion bien

definida de quitosan, oligémeros y polimeros. ©?

La quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) a sido encontrada caracterizada y
purificada en varios hongos, tales como el Mucor rouxii, Absidia coruela,

Aspergillus nidulans y dos tipos de Colletotrichum lindemuthianum.

Estas enzimas tienen una temperatura Optima de 50°C y exigen una
especificidad al enlace  B-(1,4)- unido con N-acetyl-D-glucosamine de
polimeros en solucion acuosa; sin embargo estas varian en gran medida en
cuanto a su peso molecular y contenido de carbohidratos, y se diferencian

también en cuanto a su ph 6ptimo.®?

Una propiedad interesante con una aplicacion biotecnolégicamente potencial
por la enzima obtenida de C. lindemuthianum y A. nidulans, que son estables a
cambios térmicos, esto no es inhibido por el acetato un producto de la reaccion

de polimerizacion. ©?
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Similarmente los oligdbmeros de quitosan son preparados por hidrdlisis acida
de polimeros de quitosadn. Un método quimo- enzimatico utiliza lisozima y tri-
N-acetilquitobiosa derivada de sustratos reportados en la preparacion
especifica de oligdmeros de quitosan. De cualquier modo el resultado en
cuanto a los productos de los dos métodos y sus mezclas hechas al azar

desacetilaron oligémeros de quitosan con varios grados de polimerizacion. ©?

El uso de quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) para la preparacion de polimeros
de quitosan y sus oligdbmeros ofrece la posibilidad de desarrollar un proceso

enzimatico que puede superar potencialmente al quimico.®?
1.6 PAPEL BIOLOGICO

Se ha revelado que en el caso del M. rouxii la sintesis de quitina con quitina
desacetilasa (EC. 3.5.1.41) se lleva a cabo por polimerizacion de N-acetil-D-
glucosamina (UDPGIcNaC), e hidrdlisis de quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41),
el lazo N- acetamida en cadenas de quitina, actia mas eficientemente con
quitina micro fibrilar. Resultados similares donde ademas los productos
obtenidos por medio del hongo Absidia coeruela, donde se ha encontrado que
CDA sea localizado cerca de la cara interior de la pared celular (region
periplasmica). Este arreglo espacial de CDA es donde se encontrd la
presencia de actividad de quitina sintetasa y biosintesis de quitina en la
fraccion de membrana plasmatica del hongo. Un papel biolégico similar a sido
reportado para dos CDAs (CDA 1y y CDA 2p) para S. Cerevisiae. Esto fue
llevado a cabo por enzimas requeridas para las correctas condiciones para su

formacion.®

Colletotrichum lindemuthianum es considerado un hongo patégeno Unicamente
para la planta de frijol 0 aguacate, la produccion de su enzima es extracelular y

actua sobre oligdbmeros de quitina.
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Cuadro 3: Caracteristicas de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de

diferentes origenes.

ORIGEN [Mucor Absidia Aspergillus |Colletotrich |Colletotrich
rouxii coeruela nidulans Iu n

Lindemuthi JLinden i
lanum anum (DSN\
(ATCC 63144)
|5667 i

Localizacion |Periplasma |Periplasma [Medio delMedio delMedic de

cultivo Jltive |cL tiv

Peso 75 75 27 2 |150

molecular |

(kDa)

Punto 3 NA 2.75 N )3-m

isoélctrico

pH 6ptimol4.5 5 7

°T Optimal50 50 50

(°C)

Inhibicion |Si Si No

de acetato

Min. DP 3 3 2 2 2

Abreviaciones: Min. DP, minima degradacion de polimerizacién en oligbmeros

de quitina que requieren catalisis, NA, no util.

En este cuadro se muestran las caracteristicas de la enzima quitina
desacetilasa (CDA, EC. 3.5.1.41) obtenida de distintas especies de hongos,
mostrando las principales ventajas y desventajas de cada enzima. Para

empezar con el analisis de esta informacion se nota que dos hongos de la
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especie Colletotrichum y un Aspergillus son capaces de producir esta enzima
extracelularmente, por lo que es mas sencilla su posterior separacion; por otra
parte también es importante contemplar si se inactivan en presencia de
acetato, debido a que si esto sucede serian de baja utilidad debido a que este
componente es el que define la transformacion de quitina a quitosan, por lo
tanto el Colletotrichum lindemuthianum,es la mejor opcién para la obtencion de
la quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41), descartando a la enzima producida por

el M. rouxii por su inactivacién en presencia de acetato.®?

Todas las enzimas aqui analizadas son glucoproteinas las cuales poseen
diferentes caracteristicas entre unas y otras y se localizan dentro de la regién
del periplasma o dentro del medio de cultivo.

Figura 4.-Estructura de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41).®)

El modo en que actua la quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de M. Rouxii en
oligosacaridos de quitina ha sido estudiada; la secuencia de oligbmeros de
quitina siguen la desacetilacién enzimatica que ha sido identificada como una
alternativa en el uso de dos exoglicosidasas especificas en conjunto con altas
presiones de liquido cromatogréafico (HPLC) y los resultados donde se verifica

el futuro uso de H-NMR espectroscopico.®
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Oligosacéridos de quitina han sido usados en el modelo de sustrato en el
estudio del modo de accion de CDA d C. lindemuthianum. Utilizando HPLC y
bombardeando atomos de masa espectroscométicamente (FAB-MS), se ha
encontrado un modo similar al de la enzima de M. Rouxii, y la de C.

lindemuthianum. @

chitin H20 chitosan

Quitina amidohidrolasa

Quitina + n H20 <=> Quitosan + n Acetato

Figura 5.- Reaccién catalizada por la enzima quitina desacetilasa. ©%

1.7 ANTRACNOSIS O MIELILLA (Colletotrichum lindemuthianum)

La Antracndsis en una enfermedad causada por el hongo Colletotrichum
lindemuthianum, patogénico Unicamente para el fruto portador de esta
enfermedad, la cual se presenta en duraznos, uvas, frijol y aguacate, aunque
se han encontrado indicios de esta en otras oleaginosas Yy frutos, los sintomas
de esta enfermedad aparecen inicialmente en el envés de las hojas y las
lesiones son de un color que varia desde rojo hasta negro, y se localizan a lo

largo de las venas y venillas de las hojas.
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Estas lesiones también pueden mostrase en las ramas, tallos y vainas.
Generalmente la infeccidn en las vainas aparece en forma de manchas rosadas
con borde negro, dando el aspecto como si hubiesen sido quemadas con un
cigarrillo y aqui es donde alcanzan a infectarse las semillas en formacion. Las
vainas son las partes de la planta donde es mas notoria esta enfermedad y

donde causa los dafios mas graves, ya que disminuye la calidad del grano. ©¢?

1.7.1 Condiciones que favorecen su desarrollo y medios de transmisién.

e Temperatura de 13 °C a 22 °C y humedad relativa mayor al 85 %.

e Etapa de desarrollo del cultivo (1er. Hoja trifoliada).

e Siembra en terrenos con antecedentes de dafio por la enfermedad.

e Semilla es la principal fuente de diseminacion ademas de las lluvias y
viento.

e Sobrevive de uno afio a otro en residuos de cosecha y en plantas fuera

de tiempo y en semilla.

1.8 GENERALIDADES DE LOS HONGOS

La pared celular de los hongos posee diferentes constituyentes quimicos como:

e Polisacaridos
e Proteinas

e Lipidos y otras sustancias.

La constitucion varia entre las diferentes especies. También varia con la edad
del hongo, ya que sustancias que pueden estar presentes en las hifas jovenes,
desaparecen en las mas viejas o depositar otros materiales y enmascarar la
presencia de constituyentes iniciales, también la composicién del medio, el pH

y la temperatura, influyen en la composicién de las paredes de los hongos. &
23)
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Cuadro 4. Composicion de la pared celular de los hongos.

Tipo de pared celular

Grupo

taxonémico

Géneros representativos

Celulosa-glucoégeno

Acrasiomicetes

Polysphondylium, Dictyostelium

_ a Phytophthora, Pythium,
Celulosa-Glucana Oomicetes _
Saprolegnia
- Hifoquitridiomicet o
Celulosa-quitina Rhizidiomyces
es
Mucor, Phycomyces,

Quitina-Quitosana

Zygomicetes

Migorhynchus

Quitina -Glucana

Quitridiomicetes,
Ascomycetes,
Deuteromicetes y

Basidiomicetes

Allomyces, Blastocladiella
Neurospora, Ajellomyces
Aspergillus

Schizophyllum, Fomes,

Polyporus

Manana -Glucana

Ascomicetes

Saccharomyces®, Candida

Quitina-Glucana

Basidiomicetes

Sporobolomyces, Rhodotorula

Galactosamina-

Polimeros de galactosa

tricomicetes

Amoebidium

1.8.1 GENERALIDADES DE LOS PRINCIPALES HONGOS QUE PRODUCEN
LA ENZIMA QUITINA DESACETILASA (CDA, EC. 3.5.1.41)

Mucor rouxii y Colletotrichum lindemuthianum.
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Pertenece a la Familia Mucoraceae, el género Mucor se caracteriza por no
formar estolones ni rizoides, por estos motivos, sus especies invaden
lentamente los medios de cultivo. ®

Hidroliza el almidon y posteriormente fermenta los azucares formados en la
hidrdlisis anterior produciendo etanol en forma lenta, por lo cual es conveniente
sembrar una levadura a las 24 horas de desarrollo de Mucor para facilitar la
fermentacion alcohdlica. Esto es en sintesis lo que se conoce con el nombre de

proceso amilo. La forma tipica se emplea para la fabricacién de amilasas. *©

La actividad de la enzima de M. rouxii ha sido fuertemente inhibida en
presencia de acetato (57% inhibida por 20 mM acetato), industrialmente es una
limitante esta inhibicion. Por esta razén Gauss y Bauch han purificado
parcialmente la quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de Colletotrichum

Lindemuthianum. @

Esta enzima difiere de la de M. rouxii en algunos aspectos pero el mas
significante es que la enzima de C. lindemuthianum tiene mayor actividad en
presencia de acetato (96% de actividad que permanece en presencia de

100mM de acetato de sodio. ?°

La quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de Colletotrichum lindemuthianum puede
desacetilar residuos de amino azucares libres dentro de formas N-acetiladas en
presencia de 3.0 M acetato de sodio. El resultado ha sido analizado utilizando a
B-n-acetyl-hexosaminidasa uniendo el sistema con p-nitrofenil 2-amino-deoxi-
B-d-glucopyranosyl- (14)-2-acetamido-2-deoxi- [(-d-glucopiranosido es el
sustrato y la liberacién de p-nitrofenol ha sido observada a consecuencia de N-
acetilacion enzimatica de glucosalina residual que no reduce el final del

sustrato.
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Figura 6. Constitucién general del hongo Colletotrichum lindemuthianum. ©?

Las estructuras que aqui se muestran son especificas de la especie

Deuteromicete, y mas especificamente del Colletotrichum lindemuthianum
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Figura 7. Vista microscopica de un frijol con Antracnosis provocada por el

hongo Colletotrichum lindemuthianum.

Las estructuras que se muestran en la figura 8 son especificas de la especie

Deuteromicete, y mas especificamente del Colletotrichum lindemuthianum
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En la siguiente figura se muestra con claridad como se veria un frijol con
antracnosis seccionado lateralmente, en microscopio, mostrando las
estructuras caracteristicas que forma el hongo C. lindemuthianum, y la

manifestacion de la enfermedad propiciada por el mismo: Antracnosis.

Tubo de

Vista superior L,
: ) Hifa Germinacion
Apresorio

DIPIW DIGY)

Tejido celular
Vista lateralmente del frijol

\

Figura 8. Forma de una hifa vista microscopicamente parte superior y lateral,

apresorio y tubo de germinacion en conjunto.
1.8.2 CONIDIOS PRESENTADOS EN EL Colletotrichum lindemuthianum.

Como se muestra en esta fotografia los conidios son estructuras en forma
ovalada para el Colletotrichum lindemuthianum, con las cuales se identifico
este hongo, un conidio es una espora asexual inmévil formada directamente a
partir de una hifa o célula conidibgena o0 esporégena. Aparecen en
Ascomycotina, Deuteromycotina y algunos Basidiomycotina; cabe mencionar
gue el Colletotrichum pertenece al género Deuteromycotina, y por lo tanto

presenta esta estructura.

Figura 9. Conidios que presenta el Colletotrichum lindemuthianum, vistos

microscépicamente.
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Fuente: http://www.inta.gov.ar/imyzal/info/gal/colletotrichum conidios.htm

1.8.3 MICELIO

El tipo unicelular es tipico de las levaduras. Pero algunos hongos,
especialmente algunos patdégenos de animales, pueden existir tanto como

filamentosos o como unicelulares.

Estos filamentos vegetativos de los hongos son denominados hifas y el
conjunto de hifas se llama micelio. El micelio esta constituido por una masa de
hifas y que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo. Dependiendo de su
crecimiento se clasifican en reproductores (aéreos) o vegetativos. Los micelios
reproductores crecen hacia la superficie externa del medio y son los
encargados de formar los organélos reproductores (endosporios) para la
formacion de nuevos micelios. Los micelios vegetativos se encargan de la

absorcion de nutrientes, crecen hacia abajo, para cumplir su funcion.

Figura 10. Forma general de un Micelio.

Fuente: http://fai.unne.edu.ar/biologia/fungi/fungi.htm
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1.8.4 APRESORIOS

Los apresorios son de las estructuras mas importantes para la identificacion
del Colletotrichum lindemuthianum, porque son dOrganos de fijacion, hifas
unicelulares laterales cortas y especializadas que se caracterizan porque
parten de los tubos germinativos o hifas més largas, se adhieren a la cuticula
del hospedante, tras la formacién de apresorios sigue la perforacion de la
cuticula e infeccibn mediante una hifa infectante que puede formar un

haustorio.

© Myco-UAL

Figura 11. Vista microscopica de un apresorio de Colletotrichum

lindemuthianum.

Fuente: http://www.inta.gov.ar/imyzal/info/gal/colletotrichum

1. 8.5 HAUSTORIOS

Son estructuras que los hongos biétrofos introducen en las células de sus
hospedantes para alimentarse, las cuales realizan esta actividad sin romper la

membrana plasmatica.
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Pared celular hosp.

Micelio del hongo

Citoplasma hosp.

Figura 12. Vista microscopica de un haustorio Colletotrichum lindemuthianum.

Fuente: http://fai.unne.edu.ar/biologia/fungi/fungi.htm
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CAPITULO II:

METODOLOGIA
EXPERIMENTAL
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Cuadro Metodolégico
El cuadro Metodolégico se encuentra dividido en cinco secciones de

acuerdo a las actividades planeadas para la realizacion de los cinco

objetivos particulares de este proyecto.
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=‘ OBJETIVO PARTICULAR 1 )=‘ OBJETIVO PARTICULAR 2 )=‘ OBJETIVO PARTICULAR 3

Diagrama 2: Cuadro Metodolégico
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OBJETIVO PARTICULAR 1

Aislar e identificar el hongo Colletotrichum lindemuthianum de diferentes
fuentes vegetales (de distintos tipos de frijoles, vainas de frijoles y fragmentos
de cascara aguacate con sospechas de antracndsis como fuente de obtencién
de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41).

METODOLOGIA PARA LLEVAR A CABO EL AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DEL HONGO Colletotrichum lindemuthianum.

A continuacién se presenta la metodologia para llevar a cabo el aislamiento e
identificacion del hongo Colletotrichum lindemuthianum y las condiciones bajo

las que se llevo a cabo esta etapa experimental.

Actividad 1.1.
ORIGEN DE LAS CEPAS DE Colletotrichum lindemuthianum AISLADAS
EXPERIMENTALMENTE.

Se sembraron en Agar papa dextrosa (PDA) y Agar papa zanahoria (PZA),
fracciones de cascara de aguacate con indicios de Antracnosis, semillas
dafadas recabadas del mercado del Carmen ubicado en Cuautitlan Izcalli, Edo.
de México, y semillas de un cultivo que se encuentra en Villa del Carbdn, en
donde los duefios suponian que esa cosecha no se habia logrado debido a

problemas con hongos, las cuales se incubaron a 26 °C, de 5 a 10 dias.

Por otra parte se experimentd con una cepa de Colletotrichum
lindemuthianum raza 467 que doné el Dr. Raul Rodriguez Guerra del INIFAP

Campo Experimental Bajio.
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Actividad 1.2.
ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA SU AISLAMIENTO.

Es importante que las semillas con indicios de Antracndsis se desinfecten de
bacterias durante un minuto en una solucién de cloro al 6 %. En el caso de las
vainas, se cortan con un bisturi estéril las partes donde se notan las heridas
causadas por el hongo Colletotrichum lindemuthianum, mismas que se

desinfectan con cloro al 6%.

Actividad 1.3.

SIEMBRA DEL MATERIAL SOSPECHOSO DE ANTRACNOSIS EN UN
MEDIO DE CULTIVO DE AGAR DE PAPA DEXTROSA (PDA) Y AGAR DE
PAPA ZANAHORIA (PZA)

Una vez llevada a cabo la desinfeccion superficial, se secan las semillas de
frijol y trozos de vaina con papel estéril bajo una campana de flujo laminar,
donde se procede a sembrar los trozos infectados de la vaina, las semillas y la
cascara de aguacate en PDA y PZA, con el fin de que el hongo se desarrolle y
crezca, esto se realiza en condiciones asépticas entre dos mecheros y con

pinzas estériles.

GERMINACION DE LAS SEMILLAS DE FRIJOL POR MEDIO DE SIEMBRA
EN PAPEL ANCHOR.

Para lograr el desarrollo de una planta bajo condiciones controladas de las
semillas con indicios de Antracnoésis, éstas se siembran en papel tipo Anchor,
a 3 cm. de distancia entre semilla y semilla. En las orillas del papel se hacen
dos dobleces y se envuelve en forma de rollo, este rollo se riega
continuamente con agua destilada durante 10 dias a una temperatura de 25
°C. Durante este tiempo, la planta germina y conforme pasan los dias, a la
planta se le manifestaran dafios causados por el hongo Colletotrichum
lindemuthianum. Las lesiones pueden ser aisladas para obtener al hongo de

acuerdo a lo descrito anteriormente.
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Actividad 1.4.
IDENTIFICACION DEL HONGO Colletotrichum lindemuthianum

El hongo Colletotrichum lindemuthianum desarrollados en medios ordinarios
(PDA y PZA) son pardo doradas, y cuentan con estructuras especificas tales
como sus conidios y apresorios, con las cuales por medio de la forma que

estos adoptan se puede distinguir e identificar en microscopio.

Primero se toma una muestra del cultivo y se coloca en un portaobjetos el cual
ya contiene una gota de fuscina ethel para tefiir al hongo y posteriormente se
coloca encima un cubreobjetos.

Se observa la preparacion al microscopio y se fotografian las estructuras.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Extraer y semipurificar la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) a partir del
cultivo del hongo Colletotrichum lindemuthianum en medio liquido, para

separarla y concentrarla mediante una filtracion con Amberlita.

Actividad 2.1.
COSECHA DE ESPORAS.

Una vez identificada la cepa de Colletotrichum lindemuthianum, el hongo se
separ6 del agar de PDA y PZA con una solucion de tween 80 en
concentraciones de 0.01 y 5% con la ayuda de una espatula y se vertio
directamente en un matraz conteniendo medio de cultivo enriquecido para el
crecimiento del hongo y produccion de la enzima. Posteriormente se incubd en
un matraz a 30°C y 150 rpm. por 5 dias en una incubadora rotatoria marca

New Brunswick.
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Actividad 2.2.
INOCULACION EN MEDIO NUTRITIVO ESTERIL DE LA CEPA

Transcurridos los 5 dias de incubacion, se llevd a cabo la separacién del
micelio del hongo del medio de cultivo y la enzima que se produjo

extracelularmente.

Esta separacion se hizo por medio de filtracion con un embudo de succién.
Posteriormente el filtrado se sometié a una segunda filtracion en una columna
de Amberlita CG-80 preparada con Buffer de fosfato 20mM a pH 7 (34).
Finalmente se obtuvo un extracto enzimatico el cual se utilizé para llevar a cabo

electroforésis para proteinas

Diagrama 3. Obtencion de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41).

Cepa de Colletotrichum
lindemuthianum

Separar el hongo con 200ml. de tween 80 al (.01%
0 5%)

Agregar 50 ml. de médio de cultivo liquido enriquecido
estéril * (4

Incubadora rotatoria a 30 ° Cy 150 rpm
por 5 dias.

Separacion del micelio y enzima
extracelular a través de filtracion con un
emhiidn de sliceidn

Llevar a cabo la separacion entre el
medio de cultivo liquido y la enzima
quitina desacetilasa por medio de una
columna de Amberlia CG-80 con Buffer

Extracto enzimatico.

*NOTA: El médio de cultivo enriquecido estéril consta de los siguientes
elementos (Win N. N, 2001): 1.5 % de glucosa,66% de acido glutamico, 0.1%
de K;HPO,, 0.05% de MgSO, . 7H;0, 0.18% ZnSO,. 7H,0, 0.1% FeS0,4.7H,0,
0.03% MnSO4.H,0, 0.04% Cu SO,4.5H,0, 0.1% de tiamina, 0.1% de &cido

49



CAPITULO II: Metodologia

nicotinico; en agua destilada; en el apéndice A se presentan las proporciones

de estas sustancias en el medio de cultivo ¢4 .
OBJETIVO PARTICULAR 3

Establecer las condiciones experimentales de la enzima quitina desacetilasa

(EC. 3.5.1.41) para la desacetilacién de quitina.

Para llevar acabo el cumplimiento de este objetivo fue necesario establecer
algunas condiciones para trabajar con la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41), asi como el estudio y analisis de las diversas metodologias de

desacetilacion.
DESACETILACION VIiA ENZIMATICA

En contraste con la metodologia experimental que comunmente propone Win
N.N 2001, Jun Cai 2006 y Tokuyasu Ken 1999, en esta etapa experimental se
realizd el proceso de desacetilacion enzimatica partiendo de una quitina
obtenida de desperdicios de camaron mediante una técnica patentada sin
desacetilar ™ y bajo una metodologia similar a la bibliogréfica, pero con el uso
de las enzimas lisozima debido a que esta hidroliza a la quitina ” y quitina

desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de Colletotrichum lindemuthianum.

Actividad 3.1.

HIDROLISIS ENZIMATICA CON LISOZIMA.

Se trabajé experimentalmente con 1gr. De quitina de camaron al cual se le
agreg6 100 ml. de buffer de acetato con un pH=4.8, ademas de 0.01 g. de
NaN3, 1ml. de lisozima (1mg/ml) para llevar a cabo la hidrélisis enzimética
incubando durante 24 hrs. a 37°C y 50 RPM. Pasado este lapso de tiempo se
llevé a cabo una filtracion, donde los sdlidos se utilizaron para la siguiente

etapa que fue la desacetilacion.
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Actividad 3.2.

DESACETILACION ENZIMATICA

A la quitina hidrolizada enzimaticamente se le agregd el extracto enzimético
obtenido previamente (mediante la actividad 2.4), se realizO un mezclado
durante 5 min. a 50 RPM vy se incub6 a 50°C en un lapso de 5 dias. Después
de este proceso se llevé a cabo una filtracion. A la fase liquida se le agrego
hidréxido de sodio hasta llegar a un pH de 6.5 con la finalidad de precipitar el

guitosan.

La fase solida se le disolvio en una solucién de acido acético al 1% con
agitacion vigorosa durante 30 minutos, lo cual se realiz6 con un agitador
magnético. Posteriormente se filtro y a la fase liquida se le agrego hidroxido de
sodio hasta llegar a un pH de 6.5 con la finalidad de precipitar el quitosan, el

sélido era quitina que no se desacetild.

OBJETIVO PARTICULAR 4

Evaluar el grado de desacetilacion de la quitina, por medio de titulacion
potenciométrica e infrarrojo usando la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum para concluir

sobre el grado de desacetilacion que se produce por via enzimatica.

DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION

Debido a que muchas del las propiedades fisico-quimicas del quitosan, asi
como sus aplicaciones estan estrechamente relacionadas al grado de

desacetilacion, es fundamental determinar este parametro de forma precisa.

Existen varios métodos para determinar el contenido de N-acetilo. Algunos de

ellos son:

e Por espectroscopia UV
e Espectroscopia IR

e Espectroscopia de masa
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e Titulacion potenciométrica.

De los métodos antes presentados uno de los mas sencillos y funcionales de
obtener el grado de desacetilacion es por medio de una titulacién
potenciométrica, por lo que se propone la realizacion de esta prueba por medio
de este método.

FUNDAMENTO DE LA TITULACION POTENCIOMETRICA

En la determinacién lo que ocurre es la titulacién acido-base de los grupos -
N*Hs de el quitosan disuelto en un exceso conocido de acido (medicién de pH),
utilizando como acido el HCI de concentracion 0.2 N y como base NaOH 0.1 N
y a través de un potenciométro determinar el cambio de pH que ocurre en la
muestra. Se puede obtener un grafico potenciométrico, del cual, se sacan los
datos necesarios para determinar el grado de desacetilacion y por medio de

expresiones matematicas, se puede llegar a obtener resultados confiables.® *°
y 20)

Actividad 4.1.
PROCEDIMIENTO PARA LLEVAR A CABO LA DESACETILACION
ENZIMATICA.

Se pesa aproximadamente 0.3 g de quitosan secado a 105°C, se ponen en un
vaso de precipitado y se agrega 45 ml de HCI 0.2N dejando en agitacion

magnética hasta disolucién del quitosan.

Se calibra el potenciometro y en la bureta se pone la solucion de NaOH 0.1N

para valorar potenciométricamente la solucion de quitosan.

Se agregan volumenes pequefios de la solucion de NaOH 0.1IN (1mL)
anotando los valores de pH de cada volumen agregado, se titula hasta pH 11y

los datos se grafican (pH vs V) para encontrar los puntos de equivalencia y
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posteriormente se realizan los célculos para determinar el grado de

desacetilacion & 1°Y 29,

Para llevar a cabo la prueba de grado de desacetilacién es necesario el uso de
un potenciémetro WIW pH 531 con electrodo de vidrio combinado, segun
Patricia Miranda " El porcentaje de desacetilacién se determina por titulacién
potenciométrica. Normalmente los estudios de caracterizacion del quitosan se

centran en la determinacién de su grado de desacetilacion. 2

En la figura 13 se muestra el tipo de grafico que resulta de la relacion pH vs.

Volumen de hidréxido de sodio 0.1 N gastado.

Determinacion del grado de desacetilacion por
titulacion potenciométrica

12

10

pH
(@)] (0]
'H\!

4 1
2
0 . .
0 50 100 150

Vol. de NaOH (ml)

Figura 13. Ejemplificacion del grafico que se obtiene por medio de la relacion
pH vs. Volumen de Hidréxido de Sodio 0.1 N para la obtencion del grado de

desacetilacion por titulacion potenciométrica.
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En esta figura se muestra de donde se obtienen los puntos de inflexion (1 y 2),
estos puntos se obtienen justo en el valor critico anterior a los cambios notorios
de pH; es importante mencionar que los valores tomados como puntos de

inflexion corresponden al volumen de Hidréxido de Sodio 0.1N en mililitros.

En ocasiones es necesario prolongar las lineas para obtener los puntos de
inflexién de la forma mas precisa posible; después de obtener los puntos de
inflexibn es necesario el uso de ecuaciones para poder determinar el

porcentaje de grado de desacetilacion. - 10Y 29

Las expresiones matematicas utilizadas para determinar el porcentaje de grado

de desacetilacion se presentan a continuacion:

V, (mL) -V, (mL)

V(L) =
) 1000

En donde:
V1: Volumen de base utilizado para titular el HCI en la muestra.
V,: Volumen de base utilizado para titular el NHs" en la muestra.

V (L): Volumen final en litros.

veq - (@)
C(N)*V (L)

En donde:

M: Gramos de quitina pesados (peso total-peso del vidrio de reloj).
C: Concentracion de la base utilizada

V: Volumen final en litros.

Meq: Masa de quitina en equivalentes.

%desac = ﬂ x100

Meq + 42

En donde:
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% desac: Porcentaje o grado de desacetilacion.

Meq: Masa de quitina en equivalentes.

Se compar6 el porcentaje de desacetilacidn que resultdé con el uso de cada
una de las muestras de quitinas desacetiladas obtenidas contra el método

guimico para concluir sobre la funcionalidad de la desacetilacion enzimatica.

OBJETIVO PARTICULAR 5

Determinar el peso molecular de la enzima quitina desacetilasa obtenida,
mediante electroforesis para proteinas con la finalidad de confirmar en base a
la expresion de bandas en el gel de poliacrilamida que se trabajé con la enzima

quitina-desacetilasa.

Actividad 5.1.
PREPARACION DE LOS GELES DE POLIACRILAMIDA

La electroforesis de proteinas aqui descrito es discontinuo porque esta
conformado por dos geles de poliacrilamida de resolucion y empacamiento que
presentan diferente concentracion, composicion y pH. Ambos geles se
encuentran unidos pero limitados por una fase de separacion visible al trasluz.
Debido a que en estado liquido ambos geles pueden mezclarse facilmente,
deben ser preparados por separado esperando la total polimerizacion del
primero para continuar con la polimerizacion del otro. El gel de empacamiento
generalmente se localiza en la parte superior del sistema formando los pocillos
donde se depositaran las muestras. El gel de resolucion por su parte forma el

cuerpo del gel por donde migraran y se separaran las proteinas. ®

Actividad 5.2.
PREPARACION DEL GEL DE RESOLUCION

Fundamento tedrico
El gel de resolucion es la matriz de poliacrilamida donde las moléculas de

proteinas, van a migrar generando un perfil de bandas o patron electroforético.
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Dicho patron varia de acuerdo al peso molecular de cada una de las moléculas

y a la concentracion del gel mismo.

Procedimiento

Para llevar a cabo la preparacion y manejo de las soluciones para
electroforesis de proteinas, se usaron guantes durante la manipulacion de las
soluciones, posteriormente se marcé el limite hasta donde la matriz de
acrilamida sera vertida, trazando una linea horizontal en el vidrio con un
marcador indeleble. Para saber la ubicacion exacta de la linea, se colocé el
peine entre ambos vidrios y se midi6 entre uno y cinco centimetros
(dependiendo del tamafio de la camara) por debajo de los dientes del peine.

Se realizé la preparacion del gel de resolucion a una concentracion de 6, 10 y
15% debido a que el peso molecular tedrico de la enzima quitina desacetilasa

(EC. 3.5.1.41) puede ser de 150 KDa y 24 KDa, segun sea su subclasificacion.
(35)

Actividad 5.3.
PREPARACION DEL GEL DE EMPACAMIENTO

Fundamento teorico

El gel de empacamiento es la matriz de poliacrilamida que tiene como
caracteristica retener a las proteinas manteniéndolas uniformes antes que ellas
migren hacia el gel de resolucion. Este proceso permite mejorar la resolucion

de las proteinas en la electroforesis.

Procedimiento
Para llevar a cabo la preparacién del gel de empacamiento se mezclaron todas

las sustancias indicadas en el ANEXO B.

Una vez finalizada la preparacion de la solucion, se agit6 moderadamente sin
hacer burbujas a fin de asegurar que la Tetrametiletiliendiamina [TEMED
(CH3)2NCH,CH;N(CH3),] y la Adenosin 5" fosfosulfato (APS) se distribuyeran
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uniformemente en todo el volumen de la solucidon. Agregar la poliacrilamida
entre los vidrios de la camara y sobre el gel de resolucion ya polimerizado.
Inmediatamente después, se colocé el peine entre ambos vidrios secando con
papel toalla los restos de poliacrilamida que llegaron a derramarse. Se dejé
polimerizar la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 a 30 minutos
usando como control de la polimerizacion la solucién de poliacrilamida que
quedd remanente en el tubo. Una vez formado el gel, se retir6 el peine

cuidadosamente. ¢

Actividad 5.4.
PREPARACION DE LA MUESTRA BIOLOGICA

Principio del procedimiento

La preparacion de la proteina consiste en un proceso quimico, en el cual se
desnaturaliza sin afectar la estructura primaria (no se rompen enlaces
peptidicos, se rompen los puentes disulfuro), mediante la accién de
detergentes idnicos, reactivos reductores y altas temperaturas, los que en

conjunto consiguen desnaturalizar la proteina hasta su estructura primaria.

Procedimiento

Se mezcld el extracto de la enzima quitina desacetilada obtenida
experimentalmente con el buffer de la muestra en proporcion 3:1(tres partes de
la muestra y una de buffer), después se sometio la muestra a una temperatura
de 100° C durante 5 minutos. Finalizado el procedimiento, se retiraron los tubos
del vaso de precipitacién y fueron centrifugarlos por diez segundos a 12 000

rpm.
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Actividad 5.5.
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE ACRILAMIDA

Principio del procedimiento
En el proceso de la electroforesis se realiza la separacién de las proteinas a
analizar, de acuerdo a su peso molecular. Dicha distribucién dependera de la

concentracion del gel de resolucion con el que se esté trabajando.

Procedimiento

Se sumergio el sistema con los geles polimerizados en un tanque conteniendo
buffer de electroforesis o de resolucion para proteinas 1X. Mediante el uso de
puntas de hasta 20 pL y 30 pL de capacidad proceder a depositar
cuidadosamente la muestra de quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) con el buffer
de la muestra en los pocillos evitando la contaminacion del pocillo contiguo, fue
de suma importancia considerar el uso de un marcador estandar de proteinas
para la medicion del peso molecular de la muestra, en este experimento se
utilizé el “Cat 161-0318-Bio Rad”, dicho marcador fue sometido a los mismos
tratamientos de la enzima, una vez finalizada la colocacién de las proteinas en
cada pocito del gel, se cubrié el tanque con la tapa y se conectaron los cables
correspondientes de los electrodos en la fuente de poder trabajando a 30
miliamperios. Se realizO la electroforesis hasta que el frente de corrida
(visualizado como una linea azul por el colorante del buffer) llegé a los limites

de la parte inferior del gel. ©®
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CATODO — i ANODO
£ o E a- &
- ~ -
- | : , ' : ’ ’ 1]
F Y
4 i ':‘ Buffer de
| | e L) _ rasolucdn
+ — | [+ — Gal da
b d ST CaTaEs
 H—
]
-
. - Gel de
- = rascluadn
i i, E A FY o, Al
Huffar da
v =11 rascluddn
L e - e e e e
- ow ff «L v w if
—

Figura 14. Forma correcta en que se debe encontrar un sistema para

electroforesis.

Actividad 5.6.
COLORACION Y VISUALIZACION DE LAS PROTEINAS USANDO AZUL
BRILLANTE DE COOMASIE

Principio del procedimiento

El proceso de coloraciéon se basa en la atraccion electrostatica del enlace
peptidico de las proteinas sobre grupos de acido sulfonico que son los que
tifen la proteina de color azul. Asimismo, las fuerzas de Van Der Waals y las
interacciones hidrofébicas participan en este proceso de unidon mecanica. Este

paso permite la visualizacion de proteinas en un rango de sensibilidad entre 0,5

ugy 2 pg.

Procedimiento
Se sumergié el gel de poliacrilamida en una charola plastica, conteniendo

solucion de trabajo de azul brillante de coomasie en un volumen que permitio
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cubrir completamente el gel. Se dej6 incubando con un suave movimiento

rotatorio de 20 a 30 minutos. ©®

Secado manual de geles de poliacrilamida

Se remoj6 el gel tefiido en el reactivo glicerol-metanol por 2 horas con un
movimiento de rotacion suave, posteriormente se remojé una lamina de celofan
de aproximadamente 15 x 15 cm en agua y se colocé encima de un bastidor
cuyo tamafio era un poco mas grande que el del gel. Seguidamente, se coloco
el gel sobre el celofan y se observé que no se formaran burbujas, y se cubri6 el
gel con un segundo celofan previamente remojado en agua y se presiono el
sistema tipo "sandwich" con grapas en todos los lados. Se dejé secar por 2
dias.
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Resultados correspondientes a la actividad 1.1.

Aislamiento e identificacion del hongo Colletotrichum lindemuthianum.

En la figura 15 se muestra el tipo de frijoles recolectados para la busqueda del
hongo Colletotricum lindemuthianum manifestando algunos sintomas fisicos de

Antracnosis.

Figura 15. Muestras con las que se trabajo debido a la sospecha de
Antracnésis en frijol y vainas (se sefialan con flecha los principios de

antracnosis).
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Muchas de estas muestras se desecharon por la alta contaminacion de
Rizophus, de las muestras escogidas se realizaron las preparaciones
correspondientes con fucsina ethel para llevar a cabo la identificacion de
hongos, en busqueda del Colletotrichum lindemuthianum.

Después de cinco dias de cultivo en PDA 'y PZA a temperatura de 28 °C, se

identificaron los siguientes hongos:

e Alternaria
e Rizoctonia
e Fusarium

e Rizophus

Por esta razon se continuo con la busqueda del hongo C. lindemuthianum, a lo
largo de tres meses se utilizaron frijoles de distintos tipos, tales como bayos,
negros, flor de mayo, flor de junio, star light, peruano, sus respectivas vainas;
para el aislamiento e identificacion del hogo Colletotrichum lindemuthianum en
aguacate, se separd un fragmento de un aguacate que a simple vista se nota
flacido, y con hendiduras café pardo, el cual fue sembrado directamente en
Agar de Papa Dextrosa (PDA).

Finalmente se logro identificar el hongo Colletotrichum lindemuthianum en tres
cepas: la denominada 1.b., este hongo fue aislado de la raiz dafiada de una
planta de frijol, la cepa denominada 1.d fue aislada del tallo de una planta de
frijol dafiada con antracnosis, y la cepa PM3 tiene como origen aguacate
dafado por antracnosis. Por otro lado el INIFAP dond dos cepas de C.
lindemuthianum raza 467, por lo que a continuacion se presentan los

resultados obtenidos para esta etapa experimental.

Resultados correspondientes a la actividad 1.3.

Aislamiento del hongo Colletotrichum lindemuthianum.
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La mejor forma de aislamiento del hongo fue por medio de la germinacion de
las semillas de frijol a través de la siembra en papel Anchor, el inconveniente
es que esta forma necesit6 mas tiempo, control de temperatura para el
desarrollo de la planta.

Una vez desarrollada la planta, la enfermedad Antracnosis provocada por el
Colletotricum lindemuthianum, se manifesté por medio de unas llagas en forma
ovalada en tonos cafés. Cuando las muestras de frijol y trozos de vaina fueron
sembradas en PDA y PZA tardaron de 10 a 14 dias en desarrollarse a una

temperatura de 26°C.

El hongo Colletotrichum lindemuthianum crecié mejor en medio de PDA que el
PZA, bibliograficamente se sefala que el medio PZA permite visualizar mejor
los apresorios, pero experimentalmente esto no resulté asi.
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Figura 16. Enfermedad provocada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum

en vainas de frijol.

Figura 17. Enfermedad provocada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum

en frijol.

Como se nota en las fotografias la enfermedad llamada Antracnosis se notan
manchas que aparentan una quemadura que propician coloraciones que van
de negro a café en el frijol y la vaina. El Colletotricum lindemuthianum ademas
de propiciar esta enfermedad puede expandirla y causar la pérdida de un
cultivo por completo; cabe mencionar que este hongo es de campo y no es

caracteristico en el almacenamiento del frijol cosechado.

(A) PDA (B) PZA
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Figura 18. Colletotrichum lindemuthianum en un medio de agar de papa

dextrosa (PDA), y agar de papa- zanahoria (PZA).

En la figura 18 se observa la diferencia del crecimiento del hongo
Colletotrichum lindemuthianum. En la imagen de la izquierda (A) se observa el
desarrollo y crecimiento del Colletotricum lindemuthianum raza 467 en un
periodo de diez dias a una temperatura de 27°C, en medio de Agar de Papa
Dextrosa (PDA), en el lado derecho (B) se observa el crecimiento y desarrollo
del mismo hongo a las mismas condiciones de tiempo y temperatura pero en

medio de Agar de Papa Zanahoria (PZA).

Es de suma importancia sefialar que el hongo Colletotricum lindemuthianum
fue de lento crecimiento debido a que éste varié entre 5y 10 dias una vez
sembrados en PDA, y generalmente este hongo se encontr6 mezclado en la
misma caja de agar con otros hongos, e incluso bacterias, los cuales eran de
rapido crecimiento y esto propicié la dificultad de su aislamiento.

Colletotrichum
Lindemuthianum

Fusarium

Figura 19. Competencia del crecimiento entre los hongos Colletotrichum

lindemuthianum y Fusarium en agar de PDA.

Como se observa en la figura 22, el hongo Fusarium predominé en el medio de
PDA lo cual constituyd una desventaja pues para fines experimentales resulta

ser una contaminacion dificil de aislar, por lo que el cultivo realmente se pierde.
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A continuacion se presenta la forma en que se observaron las distintas cepas

de Colletotrichum lindemuthianum.

Figura 20. Cepa raza 467.

En la figura 20 se muestra la cepa de la raza 467, y después de cuatro
semanas desarrollé un halo naranja en su contorno, a condiciones controladas
de temperatura (27°C), en medio de Agar de Papa Dextrosa (PDA).
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Figura 21. Cepa 1.b obtenida a partir de una herida del tallo que manifesté una

planta joven de frijol con antracnadsis.

Como se nota al igual que la cepa de Colletotricum lindemuthianum. Raza 467,
presentd un halo naranja después de cuatro semanas a las mismas

condiciones mencionadas con anterioridad.

Figura 22. Cepa 1.d obtenida de un fragmento de la raiz dafiada por
antracnosis.

Esta cepa se manifesté con halos en tonalidades arena, negras y grises
después de treinta dias de haber sido sembradas a las mismas condiciones de

los otros experimentos.

Figura 23. Cepa PM3 obtenida de una herida de aguacate causada por dafio

con Antracnoésis.
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Esta cepa fue la que mostr6 mayor diferencia de crecimiento a las
anteriormente presentadas, esto posiblemente se debe a su origen (aguacate);
se ve como un tipo de algodoncillo de color verde militar con blanco, pero
microscépicamente se puede observar la estructura caracteristica del

Colletotricum lindemuthianum que son los apresorios en forma ovalada.

Resultados correspondientes a la actividad 1.4.
Identificacién del hongo Colletotrichum lindemuthianum

Para llevar acabo la identificacion de este hongo fue necesario conocer las
estructuras de las cuales se conforma, entre las mas importantes se
encuentran los conidios y apresorios debido a su forma especifica, y por lo

tanto por medio de ellas se diferencio el tipo lindemuthianum.

En la figura 24 se muestran las estructuras que presentaron las cepas del
hongo Colletotricum lindemuthianum vistas a través de microscopio

compuesto.

Micelio Conidios

Figura 24. Conidios y el micelio del hongo Colletotrichum lindemuthianum raza
467.
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Apresorios

Figura 25. Fotografias de los apresorios del hongo Colletotrichum

lindemuthianum raza 467 identificadas experimentalmente.

Estas estructuras caracteristicas la presentaron tres cepas aisladas de
diferentes origenes; (PM3), (1.b), (1.d) y la cuarta cepa correspondiente a la
raza 467.

Resultados correspondientes al Objetivo Particular 2.
Extraccion y semipurificacion de la enzima quitina desacetilasa (EC.

3.5.1.41) de Colletotrichum lindemuthianum

Para llevar a cabo este objetivo fue necesario realizar un seguimiento
experimental del hongo Colletotrichum lindemuthianum en medio de cultivo
liquido y pruebas preliminares sencillas (condiciones de PH, velocidad de
agitacion y temperatura) que nos dieran un indicio del desarrollo de este hongo,
asi como de la produccion de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) y se

basaron en lo cambios fisicos que presentaron los caldos de cultivo.
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Cuadro 5. Seguimiento experimental del desarrollo del hongo Colletotrichum

lindemuthianum en medio de cultivo liquido ®¥ sin tween 80 a condiciones de
temperatura 30°Cy 150 RPM.

Dias
Cepa 3 4 5 6 7 8 9
Cl Formacion Formacion | Desarrollo y | Diametro Se Se A parte del grumo
de un de otro | crecimiento | aprox.1.3 comenzaron | unieron reencuentran 3
raza grumo grumo de lo dos | cm., yse | a fusionar | ambos hilos del hongo
467 con un similar. grumos a | agregaron | los dos | grumos, suspendidos en el
diametro un didmetro | 50 ml. de | cimulos del | formando | medio.
aprox. De aprox. 1cm. | medio de | hongo. un grumo
-2 mm. cultivo irregular
Color porque el con un
crema. hongo lo diametro
absorbié. aprox. De
1.8cm.
C.l.
1.b A lo largo de 9 dias no se notaron visualmente cambios en los
C.l. matraces que contenian el medio de cultivo y los distintos tipos de
1d Colletotrichum lindemuthianum.
C.l.
Pm3

El hongo Colletotrichum lindemuthianum raza 467, fue el Unico que se

desarroll6 en el medio de cultivo liquido, sin la necesidad de Tween 80.
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Figura 26. Crecimiento y desarrollo del Colletotrichum lindemuthianum raza 467

después de 9 dias desde su transferencia de PDA al medio nutritivo liquido.

Cuadro 6. Seguimiento experimental en el medio de cultivo (50ml.),
conteniendo tween 80 al .01% (200ml.) con las diferentes cepas de C.
lindemuthianum.
Cepa Dia | Dia Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia | Dia | Dia | Dia
1 2 6 7 8 9
C.lraza
467
Cl 1b
Cl.1d Form6 3 | Aument6 el Hay dos
esferas numero de esferas con
con esferas. diametro de
didmetro 1.5cm.Y9
aprox. De con diametro
1 cm. clu. de 1cm.
C.l Formo Aumento el Sigue
Pm3 con muchos nimero de | aumentando el
cepadel grumos esferas ndmero de
20-03-07 circulares esferas al
con grado que son
diametro incontables a
aprox. De simple vista,
2 mm. conun
diametro
aprox. De 2
mm.
C.. Formo Se estén Hay 18

71




CAPITULO III: Resultados

Pm3 del pocas formando esferas con
30-03-07 esferas esferas diametro
con mas aprox. De .7
diametro grandes cm. Y varias
entrely?2 esferas
mm. pequefas con
un diametro de
.2cm.

En los cuadros que presentan ausencia de comentarios no se notan
visualmente cambios en los matraces que contienen el medio de cultivo y los

distintos tipos de Colletotrichum lindemuthianum.

En contraste con los resultados anteriormente obtenidos, se not6 que al utilizar
tween 80 en el medio de cultivo liquido no se desarrollé la cepa de C.
lindemuthianum raza 467, ni la cepa 1.b, cabe mencionar que esta cepa no
muestra cambio alguno de ninguna de las formas en que se llevé su cultivo; sin
embargo con este medio, se obtuvieron mayores diferencias en crecimiento en
cuanto a la cepa 1.d y PM3. Se formaron camulos (biomasa) que son la forma

de manifestacion y desarrollo del hongo C. lindemuthianum en medio liquido.

En la figura 27 se muestra la falta de crecimiento de los cimulos presentados
en los demas medios de cultivo de las cepas llamadas 1.b y Colletotrichum

lindemuthianum raza 467.
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Figura 27. Cepa de Colletotrichum lindemuthianum 1.b (origen: la raiz de una
planta de frijol con Antracndsis) en medio liquido (tween 80 y medio de cultivo
esteril).

Es importante sefalar que la cepa de Colletotrichum lindemuthianum 1.b fue la
Unica que no presentd ningun tipo de cambio fisico en el medio liquido de las

dos formas en las que se llevé a cabo esta etapa experimental.

Figura 28. Cepa de Colletotrichum lindemuthianum raza 467 en medio liquido
(tween 80 y medio de cultivo estéril).

En las Figuras 29 y 30 se muestra el desarrollo del hongo Colletotrichum
lindemuthianum en medio liquido y tween 80 bajo condiciones controladas de

tiempo (9 dias), temperatura (30°C) y rpm (150 rpm).
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Figura 29.. Cepa de Colletotrichum lindemuthianum 1.d en medio liquido.

La figura 29 es una fotografia tomada al tercer dia de incubacion, nétese la
forma de crecimiento levaduriforme (en forma de esferas); este cultivo partio de

un cultivo en caja.

Estas fotografias muestran con claridad el desarrollo de los cumulos en los que
se manifiesta en medio liquido nutritivo el hongo Colletotricum lindemuthianum,
cabe mencionar que después del noveno dia no hay modificacién notable en el

crecimiento o forma del hongo.

Figura 30. Cepa de Colletotrichum lindemuthianum PM3 en medio liquido a

diferentes tiempos de incubacion.

En la figura 30 se nota la forma de crecimiento levaduriforme (en forma de

esferas mas pequeifias), cultivo mas joven.

Estas fotografias demuestran que aun siendo la cepa del mismo origen el
tamafo y tipo de desarrollo puede variar en cuanto a la edad de la cepa de
partida; por lo que es importante llevar a cabo la experimentacion con el hongo

Colletotricum lindemuthianum.

Con el paso del tiempo el hongo Colletotrichum lindemuthianum en medio

liquido tiende a formar aglomerados cada vez mas grandes, se opaca el medio
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de cultivo liquido e incuso el hongo se empieza a tefiir en ciertas zonas de un
color azul- verdoso debido a la absorcion de los componentes presentes en el

medio de cultivo.

A partir de los caldos de cultivo de las diferentes cepas de Colletotrichum
aisladas, se llevaron a cabo las pruebas de actividad de la enzima quitina
desacetilasa (EC. 3.5.1.41).

Una vez llevada a cabo la reacciéon de desacetilacion de la quitina con los
diversos caldos de cultivo del Colletotrichum, se llevo a cabo las pruebas de
verificacion de la presencia de quitosan a través de la prueba de precipitacion
con alcali. Y la de disolucion del quitosan con acido acetico.

Cuadro 7. Prueba preliminar para revisar la posibilidad de desacetilacion de

quitina.
Al incubarse con enzimas Disolucion de la quitinaen | Presencia de precipitado al

de las cepas: acido acético agregar NaOH al 13%

1.d Parcialmente Sl

Pm3del 17 Parcialmente Sl

PM3 del 27 Parcialmente Sl

Raza 467 Parcialmente Sl

1.d Parcialmente Sl

1.b Parcialmente Sl

Esta prueba preliminar es muy sencilla, pero importante, debido a que si se
disuelve la quitina filtrada en acido acético se demostraria rapidamente que la
parte disuelta es quitosan, si se presenta un precipitado después de agregar

Hidréxido de sodio al 13%, ya que este precipitado podria ser quitosan.

Como se observa en el cuadro anterior los resultados fueron practicamente los
mismos sin importar la cepa; ahora no necesariamente porque se presento
precipitado al agregar Na OH al 13 % significa que el precipitado sea quitosan,

si no que pueden ser las sustancias contenidas en el medio nutritivo liquido.
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Debido a estas razones se replante6 el uso de Unicamente el medio nutritivo
con quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41), y se propuso el uso de otra enzima
llamada lisozima esta proteina enzimatica causa el debilitamiento de la capa de
péptidoglicano (mureina) de la pared celular bacteriana al romper los enlaces
existentes entre las moléculas del acido N-acetilmuramico y la N-acetil

glucosamina.

Resultados correspondientes al Objetivo Particular 4.
Grado de desacetilacién determinado por titulacion potenciométrica.

A los precipitados obtenidos del quitosan se les hizo la determinacion del grado
de desacetilacion.

El grado de desacetilacion por titulacion potenciométrica fue determinado tal y
como se indica en el Capitulo 2. A continuacion se muestran los valores en
porcentaje de grado de desacetilacion correspondientes a cada una de las
muestras de quitina desacetilada con la enzima CDA del hongo Colletotrichum

lindemuthianum de diferentes origenes.
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Cuadro 8. Porcentaje

resultante de

la determinacion del

grado de

desacetilacion de las distintas muestras de quitina-quitosan por titulacién

potenciométrica.

MUESTRA DE QUITINA -

TRATAMIENTO APLICADO

QUITOSAN A LA QUITINA ORIGINAL GRADO DE
DESACETILACION (%)
0 Quitina original 28,67
1 Quitina tratado con medio de cultivo 64,50
con la enzima quitina desacetilasa
PM3 a pH de 8.5
2 Quitina tratado con medio de cultivo 56,73
con la enzima quitina desacetilasa
PM3 a pH de 3.09
3 Quitina con tratamiento previo con 34.55
lisozima y posteriormente con la
enzima quitina desacetilasa PM3 27
y Buffer Tris- HCOOH
4 Quitina con tratamiento previo con 40.31
lisozima y posteriormente con la
enzima quitina desacetilasa PM3 17
y Buffer Tris- HCOOH
5 Quitina tratada unicamente con Ta 28.64
enzima quitina desacetilasa PM3 a
pH de 8.5
6 Quitina tratada unicamente con Ta 31.61
enzima quitina desacetilasa PM3 a
pH de 8.5 (2° Evento)
7 Quitina con tratamiento previo con 40.31
lisozima y posteriormente con la
enzima quitina desacetilasa de
Colletotrichum lindemuthianum raza
467 y Buffer Tris- HCOOH
8 Quitina tratada unicamente con Ta 37.45

enzima quitina desacetilasa de
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Colletotrichum Tindemuthianum raza
467 a pH de 8.5

9 Quitina tratada unicamente con Ta 40.31
enzima quitina desacetilasa 1.d a pH
de 8.5
na ftrat nicament n I
10 Quitina tratada unicamente con Ta 2563

enzima quitina desacetilasa 1.d a pH
de 8.5 (2° Evento)

uitina con tratamiento previo con

11 Q P 69.52
lisozima y posteriormente con la
enzima quitina desacetilasa 1.d y
Buffer Tris- HCOOH

Quitina tratada Gnicamente con Ta

12 fna._trat ! 28,64
enzima quitina desacetilasa 1.b a pH
de 8.5

13 Quitina tratada Gnicamente con Ta 48.68

enzima quitina desacetilasa 1.b a pH
de 8.5 (2° Evento)

Como se puede observar la cepa PM3 a diversas condiciones de trabajo, asi
como la 1d, mostraron los mayores grados de desacetilacion.

La quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de la cepa PM3 al parecer tiene un
amplio rango de trabajo porque a pH 8.5 y 3.09 se obtienen 64.5 y 56. 73
grados de desacetilacion respectivamente. La quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) de la cepa 1d aunque muestra un poco mas de grado de
desacetilacion, las condiciones de trabajo de la enzima son mas complicadas
ya que previamente se usO la enzima lisozima y posteriormente la quitina
desacetilasa (EC. 3.5.1.41) se trabajé con un Buffer Tris- HCOOH, lo que hace

mas costoso el proceso.

Resultados correspondientes al Objetivo Particular 5.
Determinacion del peso molecular de la enzima quitina desacetilasa (EC.

3.5.1.41) obtenida, mediante electroforesis para proteinas.

Se llevé acabo el proceso de electroforesis en gel de poliacrilamida para
proteinas siguiendo la metodologia mencionada en el capitulo anterior, con el
fin de identificar la presencia de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41),

y de saber el peso molecular de ésta, ya que bibliograficamente existen dos
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tipos de Colletotrichum lindemuthianum utiles para la produccion extracelular

de CDA, estas son:

e ATCC 5667 del cual se obtiene una CDA de 24 KDa
e DSM 63144 cuya CDA pesa 150 KDa

En la figura 31 se muestra un gel de poliacrilamida al 10 % donde se corrieron
los extractos enzimaticos obtenidos después del tratamiento previo con

Amberlita, antes descrito.

Figura 31. Gel de poliacrilamida al 10% obtenido.

En esta fotografia se observan las bandas en el gel de poliacrilamida a una
concentracion del 10%, presentandose de izquierda a derecha la enzima
obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum de aguacate PM3 (1) con
17 dias de crecimiento , la enzima obtenida del Colletotrichum lindemuthianum
raza 467 (2) con 30 dias de crecimiento del hongo en medio liquido, ), la
enzima obtenida del Colletotrichum lindemuthianum raza 467 (3) con 15 dias
de crecimiento del hongo en medio liquido, el marcador de peso molecular Cat
161-0318-Bio Rad, la enzima obtenida del hongo Colletotrichum
lindemuthianum originario del tallo de una planta de frijol con antracnosis y la

enzima obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum de aguacate PM3
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(4) con 27 dias de crecimiento, el medio de cultivo liquido concentrado de la
misma forma que las enzimas (por medio de Amberlita.(5), medio de cultivo
solo (6) y por ultimo la albumina (BSA) (7).

Es muy importante observar con detenimiento esta fotografia, debido a que en
el penultimo pocillo se corrié el medio de cultivo concentrado, para observar si
este influia en la presencia de bandas (proteinas), y el resultado es negativo, lo
cual es favorable en su totalidad, y ahora sabemos que las bandas presentadas
por las demas muestras son caracteristicas de la enzima quitina desacetilasa
(EC. 3.5.1.41).

Las bandas expresadas por el marcador de peso molecular son las siguientes

proteinas con sus respectivos pesos moleculares:

e B-Galactosidasa 124,000 Da
e BSA 80,000 Da
e Ovoalbumina 49,100 Da
e Anhidrasa carbonica 34,800 Da
e Inhibidor Tripsina de soya 28,900 Da
e Lisozima 20,600 Da
e Aprofinina 7,100 Da

Por medio de las distancias recorridas por las proteinas del marcador de peso
molecular y el logaritmo de sus pesos moleculares, se construyé un grafico el
cual sirvio para interpolar el logaritmo del peso molecular de las enzimas

quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de diferentes origenes.

A continuacion se muestran el cuadro 9 y el grafico 1 que sefiala la relacion
entre la distancia recorrida y el logaritmo del peso molecular del marcador

molecular.
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Cuadro 9. Distancia recorrida durante la electroforesis por el marcador
molecular Cat 161-0318-Bio Rad en un gel de poliacrilamida al 10 %.

Peso molecular del Log de PM (Da) Distancia
marcador (Da) recorrida(cm)

124000 5.09 0,8
80000 4,9 2,7
49100 4,69 4,85
34800 4,54 8,5
28900 4,46 9,8
20600 4,31 11,2
7100 3,85 11,9

Grafico 1. Relacidon existente entre la distancia recorrida por el marcador de

peso molecular y el logaritmo del peso molecular.

Relacion entre la distanciarecorrida por el marcador
de peso molecular y el log. del peso molecular

14
S 12 -
= 10 /.
§ E 8 /'//’
8L 4 / y=1,9732x-0,7857
% 4 / R? = 0,963
L =
0 T T T
0 2 4 6 8

Log del peso molecular (Da)
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Cuadro 10. Distancia recorrida durante la electroforesis en el gel de

poliacrilamida al 10% por las enzimas quitina desacetilasas, asi como su peso

molecular.
Distancia recorrida (cm)
M1 M2 M3 M4 M5 M6 AlbUmina
1,3 1,35 1,2 2,1 2,1 1,8
2,15 2,15 2,2
Peso molecular LOG (Da)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 Albumina
5,13 5,12 5,14 5,05 5,05 5,08
5,04 5,04 5,04

Peso molecular (Da)
M1 M2 M3 M4 M5 M6 Albumina
134896, | 131825, | 138038, | 112201, | 112201, 120226,44
28 67 42 84 84
109647, | 109647, | 109647,
81 81 81
Donde:

M1l: Es la enzima
aguacate (PM3 17)

M2: Es la enzima obtenida del Colletotrichum lindemuthianum raza 467 con 30

obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum de

dias de crecimiento del hongo en medio liquido

M3: Es la enzima obtenida del Colletotrichum lindemuthianum raza 467 con 15

dias de crecimiento del hongo en medio liquido
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M4: Es la enzima obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum originario
del tallo de una planta de frijol con antracnosis

M5: Es la enzima obtenida del hongo Colletotrichum lindemuthianum de
aguacate (PM3 27)

M6: Es el medio de cultivo liquido concentrado de la misma forma que las

enzimas (por medio de Amberlita).

En base a los pesos moleculares obtenidos, la enzima quitina desacetilasa
(EC. 3.5.1.41) que se obtuvo del hongo Colletotrichum lindemuthianum pesoé
150 000Da, lo cual significa que es de alto peso molecular segun lo sefalado

bibliograficamente.®?
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CONCLUSIONES

Se lograron aislar de diversas fuentes, al hongo Colletotrichum
lindemuthianum provenientes de lesiones en vainas de frijol, frijol y

aguacate.

Se logro identificar al hongo Colletotrichum lindemuthianum a través de
sus estructuras morfologicas, principalmente por sus conidios y

apresorios.

La mayor actividad de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) se
presentd en los caldos de cultivo de las cepas PM3y 1.d, con 17 dias de

cultivo.

Se partio de una quitina con grado de desacetilacion de 28.67% y a
través de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41) de los caldos de
cultivo, se logro obtener hasta un 69.52% de grado de desacetilacion.

A través de la electroforesis se analizaron los extractos enzimaticos
obtenidos y se encontraron dos bandas que corresponden a los pesos

moleculares de 150 kDa.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la electroforesis del gel de
poliacrilamida para proteinas, la enzima quitina desacetilasa (EC.
3.5.1.41) tiene un peso molecular similar al del hongo Colletotrichum

lindemuthianum DSM 63144 de alto peso molecular.

La conversion de quitina a quitosan, por via enzimatica propicia
numerosas ventajas tales como evitar la contaminacioén que se produce

al desacetilar quimicamente.

Desafortunadamente no se cumple la premisa de que disminuirian los
gastos para llevar a cabo la desacetilacion, lo cual se analiz6 en base a
los costos de quimicos y uso de equipos contra el uso de la lisozima y
guitina para desacetilar, por lo que es necesario pensar en otras
posibilidades para optimizar el uso de la enzima quitina desacetilasa
(EC. 3.5.1.41).



e Debido a la presencia de la enzima quitina desacetilasa (EC. 3.5.1.41)
se pudo continuar el experimento llevando a cabo la desacetilacion
enziméatica de la quitina, lo cual es un punto critico para la resolucion del

objetivo general planteado en este proyecto.
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ANEXO A

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA EL TRATAMIENTO DE LA CEPA
DEL HONGO Colletotrichum Lindemuthianum y LA ENZIMA CDA.

Medio de cultivo liquido estéril para el crecimiento del Colletotrichum
Lindemuthianum (Tsigos et. Al, 1996)

Reactivos Cantidad en gramos Concentracion (%)
Glucosa 7.5 15
Acido glutamico 3.3 0.66
K2HPO,4 0.5 0.1
MgSO, * 7 H,0O 0.25 0.5
ZnS04* 7 H,0 0.9 0.18
FeSO4* 7 H,0O 0.5 0.1
MnSO4* H,0 0.15 0.03
CuS0Os* 5 H,0O 0.2 0.04
Tiamina 0.5 0.1
Acido nicotinico 0.5 0.1

Aforar esta proporcion a 500 ml. de agua destilada y posteriormente esterilizar

Buffer de acetato a pH de 4.6

Reactivos Volumen (ml) Concentracion (M)
Acido acético 25.5 2
Acetato de sodio 24.5 2

Aforar en esta proporcién a 100 ml. de agua destilada.

Buffer Tris-HCOOH a pH de 8.5

Reactivo

Cantidad en gramos

Concentracion

Tris-HCOOH

121.14

50mM

Aforar en esta proporcién en 1 litro de agua destilada.




ANEXO B

PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE

PROTEINAS

BUFFER DE LA MUESTRA 4X PARA PROTEINAS

Reactivos Concentracién final
Tris 0,5 M, pH 6,8 2,5mL 0,125 M
SDS al 10 % 2,5mL 2.5%
2-Mercaptoetanol 25mL 25 %
Gliceral 2,5mL 25 %
Azul de bromofenol 1mg 0,1 mg/mL

Mezclar los componentes arriba mencionados.

BUFFER DE ELECTROFORESIS TRIS-GLICINA 10X PARA PROTEINAS

Reactivos Concentracion final
STris base 3,038 gr 0,25 M
Glicina 15,01 gr 2M
SDS Tar 1%

Completar con 100 mL de agua bidestilada.

Reactivos Concentracion final
STns base 3,038 gr 0,25 M
Glicina 15,01 gr 2M
SDS Tar 1%

Completar con 100 mL de agua bidestilada.




SOLUCION DE TRABAJO ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA AL 30%

Reactivos Concentracion final
Acrilamida 29,2 gr 29,2%
Bisacrilamida 0,8gr 0,8%

Mezcla total 30 gr 30%

Disolver con 100 mL de agua bidestilada. Filtrar para remover las impurezas en

papel Whatman N° 1y forrar el recipiente con papel aluminio o kraft.
BUFFER TRIS 1,5 M pH= 8,8

Pesar 181,65 g de tris base y enrasar con agua bidestilada hasta un volumen
de 1 L. Ajustar a pH= 8,8 con HCI.

BUFFER TRIS 0,5 M pH=6,8

Pesar 60,55 g de tris base y enrasar con agua bidestilada hasta un volumen de
1 L. Ajustar a pH = 6,8 con HCI.

PERSULFATO DE AMONIO (APS 10%)

Pesar 100 mg y diluir en un volumen final de 1 mL con agua tridestilada. Este
reactivo en polvo es altamente hidrofilico, por lo tanto, es importante mantener
el envase herméticamente cerrado. Esta preparacién debe ser de 1 semana de

antigiledad como maximo.
BUTANOL-AGUA

Mezclar un volumen de butanol mas un volumen de agua destilada y mezclar.

Tomar la fase superior de la mezcla. ©°



PREPARACION DE GELES POLIACRILAMIDA DE RESOLUCION DE
ACUERDO A SU CONCENTRACION Y VOLUMEN

COMPONENTES DE LA SOLUCION VOLUMEN FINAL DE LA SOLUCION
GEL AL 6 5mL 10 mL 15 mL 20 mL
Agua bidestilada 2,6 53 7.9 10,6
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1,0 2,0 3,0 4,0
Tris 1,5 m pH 8,8 1,3 2.5 3.8 50
SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2
Persulfato de amonio 10% 0,025 0,05 0,075 0,1
TEMED 0,0025 0,05 0,0075 0,01
COMPONENTES DE LA SOLUCION 5mL 10 mL 15 mL 20mL
GEL AL 8%

Agua bidestilada 2,3 4,6 6.9 9,3
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1,3 2,7 4.0 53
Tris 1,5 m pH 8,8 1,3 2.5 3.8 50
SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2
Persulfato de amonio 10% 0,025 0,05 0,075 0,1
TEMED 0,0025 0,05 0,0075 0,01
GEL AL 10%

Agua bidestilada 1,9 4,0 5,9 7.9
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1,7 3,3 5,0 6,7
Tris 1,5 m pH 8,8 1,3 2.5 3.8 50
SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2
Persulfato de amonio 10% 0,025 0,05 0,075 0,1
TEMED 0,0025 0,05 0,0075 0,01

PREPARACION DE GELES DE EMPACAMIENTO AL 5% DE ACUERDO A

SU VOLUMEN
COMPONENTES DE LA SOLUCION ImL 4 Ml 6 mL 8 mL
Agua bidestilada 1,1 2,3 3.4 46
Acrilamida/bisacrilamida 30% 25 5,0 7.5 10,0
Tris 1,5m pH 8,8 1,3 2,5 3.8 50
SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2
Persulfato de amonio 10% 0,025 0,05 0,075 0,1
TEMED 0.0025 0.05 0.0075 0.01




SOLUCION DE TRABAJO DE AZUL BRILLANTE DE COMASIE R250

Disolver 0,25 g de azul brillante de coomasie R250 en 90 mL de metanol: H20
(v/v 1:1) y 10 mL de &cido acético glacial. Filtrar la solucion a través de un
papel Whatman N[11 para eliminar los residuos extrafos. Antes de usar dejar

€n reposo por una semana en un frasco oscuro.

SOLUCION DE DECOLORACION RAPIDA

Mezclar 10 mL de &cido acético glacial con 50 mL de metanol. Llevar la
solucion a 100 mL con 40 ml. de agua destilada.

SOLUCION DE DECOLORACION LENTA

Mezclar 10 mL de &cido acético glacial con 5 mL de metanol. Llevar la solucion

a 100 mL con 85 mL de agua destilada.

SOLUCION GLICEROL METANOL

Mezclar 4 mL de glicerol con 45mL de metanol. Llevarlo a un volumen de 100

mL de agua destilada.

SDS 10%

Disolver 10 g de SDS en 80 mL de agua bidestilada, una vez disuelto se lleva a
pH 7,2 con 10 N de NaOH, finalmente se completa hasta 100 mL con agua
bidestilada.

Calentar a 68JC para disolver completamente el SDS. ©°
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