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1. INTRODUCCION

Durante la elaboraclén de quesos la coagulacién de.la leche por la
accitn’ del cuajo representa una etapa :fundamental, El cuajo se '
obtiene dell abomaso de terneros antes del destete y su actlvidad
coagulante se debe especlalments a una enzima' }Hlamada. quimosina o
renina, la cual ecataliza la hidrélisis del -enlace peptidico
Phems-h(e!‘% de la k-casefna; como resultado de esta acglvid;d
enzimdtica se desestabilizan las micelas de casefna,  las- cuales

precipitan con la ayuda de lones ca"

La disponibilidad de la quimosina se ha visto seriamente limitada
por el creciente consumo de quesos y el aumento en la_ demanda

de carne de res (co e, reduccién de los terneros

sacrificados para la obtencién de cuajo), por lo que desde hace
varlas décadas se vienen buscando fuentes de proteasas que tengan
la especificidad de Ja quimosina y puedan sustituirla en la

elaberaclén de quesos.

Se han encontrade numerosas proteasas extrafdas de plantas,
animales y microorganismos que producen la coagulacién de la
teche, pero la mayorfa de ellas son muy poco especificas para el

enlace l’hems-Met y poseen una actlvidad proteolitica excesiva,
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produciendo quesos con pobre textura, sabores amargos, y/o bajos
rendimientos. Las proteasas que més se acercan a la especificidad
de la quimosina son algunas de origen microblane y sélo las

obtenldas de tres especies de hongos (Endothla parasitica,



r 0 A 8 Al ivfa { ferfa - penédtica, -~ a’ :partir ] dci
;Aspe’rg‘ll'lus niger, Kluyt‘eromyées lactls y Escherichia coll. Estos
productos, junto con nuevas preparaciones de renina bovina
purificada mediante téenicas cromatograficas, amplian la oferta de
la quimosina y entran a competir con las‘ren|nas obtenidas de
hongos filamentosos. En México las reninas fungicas poseen 1la
ventaja de que ya son preferidas por los productores de quesos
frescos (estos gquesos constituyen aproximadamente un 70% del
mercado de quesos en México), debldo a que posecen menor
sensibilidad que la renina de ternera a la varlabilidad en el pH
de la leche (Gutierrez, 1990). De todos mudus se espera gue el
preclo de los productos recombinantes vaya disminuyendo en los
préximos aflos y resuita importante para los productores de

© reninas fangicas ¢l disminuir costos e¢n su produccién.

El empleo de los microorganismos para la obtenciéon de productos
industriales tiene numerosas  ventajas sobre las fuentes
tradicionales en rtelacién a la disponibilidad, al control de los
procesos y estandarizacién de la calidad de los productos, y sobre
los procesos quimicos en cuanto a la inocuidad, por lo que es de
gran Interés el desarrollo de nuevas tccnologfas que hagan viable

la produccion comerc¢ial de diversos materiales a partlr de esta




< fuente. El t;aso"de |a.-renina Ilustrp'algunas -de “estas ventajas en-

la ipdustria’ all

': Un produclo con grar pal:nclal para aumentar su.demanda dentro de

“la lndusu'la de allmentos es el qul(osana. Este ‘es un polfmero de

glucasamlna 8 que 'por' U carécter 'pccuilar de pcllclcctrollto
Vl:atlbnlco natural tlene una  gran var(edad de "aplicaclones en la
induslrla def allrncntns cnmo: agente floculante, agente funcluna].
acarre;dqr dg aditives, soporte de células y enzimas, ingrediente

en alimentes y otras (Knori-, 1984),

El quitosano se obtienc actualmente a partir de la quitina que se
extrae del caparazén de crustdceas, por desacetilacién de ésta
medlante procesos qufmicos, Como materia prima se emplean los
desperdicios de la Industria de mariscos, existiendo la
problemitica de la limitacién en su disponibilidad y las
variaclones en las propiedades de la quitina extrafda segin la
estacion del ao y la degradaclén que va ocurriendo en ésta
durante el almacenamlento de los desperdicios. Estos factores

dilicultan la uniformidad d= calidad en los productos.

Se han sugeride otras posibles fuentes para la produccién de la

quitina y el guitosane, come al di. ¥ la bl que se

descarta de algunos procesos industriales que emplean hongos, pero
el poco crecimiento en la primera y la dificultad de la separacién
de la quitina en la segunda, hacen poco viable su aplicacién. La
opcidén mas viable para la obtencién del quitosano es el uso de

algin honge de la subdivisién Zygomycotina, ya que en especies de



este grupo, y en especial de la -familla Mucoraceae, .el  esqueleto

de 1a pared celular se encuentra constltuldd prlnc[palmcnte por. .

. quitosano comeo tal y en menor proporclén pnr qultlna.‘ La ESpccle ;

que ha-sido méds estudiada con’ esle prupéslto es, Mu or rouxll

debldo 'a st allo contenldo de qultosana en’la pa’ d (Berkeley -y

1979; White 'y col; 1979)

- Rhlzarﬁﬁc’ar‘ﬁnl:hyet “tiene “muchas - caracter (sticas’.en comdn  con 13

”especies
“clasificaba.’

7 diferencias ‘como

termoffiico, . se cres” el }Rhtzomucor paru reclasificar;:

algunas especies (Doms:h ¥ col.. 1980]

Partlendo Cie la experiencia que se tiene en nuestr; IaBora!oxllo en’
el manejo de especies de la familla Mucoraceae y viendo, por un
lado, 1a = necesidad existente de hacer viable 'técnlca ¥y
econémicamente la obtencidon de quitosano a partir de hongos, y por
otro lado, la impertancia de reducir costos en la produccién de
reninas fungicas, nos planteamos que serfa interesante probar si
en uhs fermentaclén mixta entre una especie productera de resins y
una con alto contenido de quitosano en su pared, se pudieran
desarroliar ambas cepas de modo que se obtenga, con el filtrado
una actividad de renina y con la blomasa una preduccién de
quitosano que resulten comparables a los obtenides en los cultivos
puros de las especles correspondientes. De este modo, con la
produccién simultdnea de renina y quitosano se estarfa zhorrando

costos en equipes, energia y mano de obra, que beneficiarian a la



lnduslrla de! reninas fun’lcas y se cslarfa abrlendo un camlno para

hacer :viable la prnducclﬂn dc quh.usano a. parur de hangus.

mlehel y Mur:or rouxl( por

s produclr la pr[mera una pruteasa con espcclﬁ:ldad ccrcana a:la de

la renlna de tcrncra.' fpor ser la- segunda [ mﬁs estudiada para )

a produ:clbn de qultnsunu debide a su alto .contenido. en.ia pared.

R mlche( es de cardcter termol’ﬂlco, reportandose temperaturas de
rermcntaclé)n para la producclén de renln‘a prlncipélmenle entre 30
y .40°C, mientras que Af. rouxi! es un hongo meséfilo, para el que
-se emplea comunmente la temperatura de 28°C.” Consecuentemente, la
temperatura es un factor que tiene gran influencia en el
comportamiento del crecimiento y produccién de metabolitos en un
cultivo mixto entre ambas especies. Esto hace tamblén que se
puedan presentar importantes cambios en el la produccién de
ciertos metabolitos que beneficien o perjudiquen 1a produccion de
renina y de quitosano en el cultivo mixte, segun la temperatura
empleada, Se decidié estudiar el cfecto de] cultive mixto y de la
temperatura en el crecimiento y la produccién de renina y de

quitosano.



11. ANTECEDENTES

1.1 RENINA

Uno de los alimentos  que se dcstm:an " por. sus . gualidades

organoiépticas y su vnlor nutrlllvo cdya demanda va

cont e en to  es el queso. -Este - derivado . lacteo

probablemente empezd a éoynrsun'\l'rs'e pc;'r'fei'rﬁcht;c:tén‘n'ailur'al de la
leche, con la produccién de Acidos organicos, ccnfo el ‘lactico, que
provocaban la - cajda del pH hasta el phhin Isoeléctricd ‘de la
caselna, produciéndose un coégula del quc faciimente se separa el

suerno. Luego, con el uso del cun_lu ublenldo del abomaso del

becerro, se comepnzé a produclr el quaso, de ‘una forma  mas

controlada, por -accién cnzimﬂtlca y sln modlflcacldn dct pH de la
leche.

El origen del uso de 'la renina éh la ié de quesos no ‘esta

esclarecido, - Existe un rel'n.o que.. sug(cr: que
primeramente descubierto “por in’ m:f'cader__érabg, "el‘cual' en el
iniclo de un viaje colocé su provisién de leche’ en"lina'bolsa hecha
con estémago de. oveja; duranle ol vla_le pur el d:slerw, el calor
del sol promovié la accién enzimitica de la renlna con':enma en el
revestimiento  del estémago, lo que ocasiond la formacién de
codgules y suero; en la noche, el viajero noté que el suerc le

agradaba para calmar s sed y que el codgulo servfa muy bien como

alimento. (Sardlnas, 1976).



Hoy en dia, la tecnologia para la produccitén de "qucsus' es muy rica
y ~emplea diversos recursos para a ohrlernclén de -muy varlados
sabores, aromas, cnl;:res y texturas. Ea ;:s(us procesos, el papel
de la renina en la coagulacién de la leéhe se’ ha estudiado con
mucho detalle. La leche coaguia ~en dos etapas consecutivas:
primero, una etapa enzimética, en la cual la remina rompe un
enlace peptidico en la k-casefna, ocasionando la desestabilizacién
de las micelas de caseina. En una segunda ctapa, las micelas
desestabilizadas comienzan. a agregarse, -con la .cor\lrlbuclén de los

fones Ca”" y precipitan formando ¢l codgulo,

iL.1.1. Renina’de ternera.

En el abomaso. de rﬁmlamcs Javenes 'serencuenlra un zimégeno
(pro-renina o pro-quimosinal, el cual‘ tiene la capacidad de
coagular -la leche. En condiciones dcidas se desprende un péptido
de la pro-renina,  quedando la renina o quimosina, la cual tlene
mayor actividad que el 2imbgeno. Esta enzima rompe el enlace
Phems‘Me"ma de la k-caseina, liberindose un glucomacropéptido ¥y
p-x-caselna. La activacién de la pro-renina se realiza por ruptura
cerca de la parte N-terminal, con reduccién del pese molecular de

36,000 a  3],000.

La - renina . estd compuesta por tres fracciones. activas,  con
actividad relativa de 125, 100 y S5-60 con respecto a la segunda.
El punto Isocléclrlcc; es dc 4.5. Al aumentar el pH de 6.3 a la
neutralidad,” la actividad de la enzima se destruye con mayor

rapidez; en camblo, la pro-renina es estable a pHs alcalinos



(generalmente es estable en un rango de pH de 5.3 a 9.0}.

En ‘los_extractos de renina de ternera se encuentra presepte’adei

la pepsina , en concentracién'de 3-l57-. cun‘ v:

de ' pepsina bovina.. En l‘ormq
contenido de- sal (14-20%). ¥y po

benzoato de sodic - y propllenglicol

por acidificacién de extractes nctivados: o sat

ambos (Webb ¥ col.,’ 1974);

En 1983 se aprobO -el status GIiAS como

!ngredlenle

renina  bovipa, considerada - como el

adultes de las especies anteriores (FDA, 1983, &

11.1.2. Proteasas con caracterfsticas de renina.

Con el continuo aumento en el consumo_de- quesos 'y la. dl in‘nu’clbn_

de la disponibilidad de "ternercs _débl_clo' una “mayor: dedicaelén a

la produccién de carne, el uze de renina anlmal s
limitado y crece la necesidad- de empleér_lrsusﬂlhcs ;;e éstat'rz;.jnlnn'

para la elaboracién de quesos.

Sardinas (1976) enumera * los requerlmighgus que debCri:_ sep

satisfechos por un substituto de renina:




a) coagulacion efectiva. de la ‘Iren:hc':‘ sin . hidrelisis ““Indebida del

codgulo ._ .

b) desarrollo. de sabor, -Euerpqy iéxiur;: adec!

&) Vida de. almacenami

§e tlenen rehurleg _de la bbtenélén de' renina de otros animales
diferentes del becerro “camo: oveja, ‘conejo, bufalo, peilo 'y cabra.
Estas” preparaciones no son ampllamente usadas, pero. en algunos o
pafses llegan a emplearse, como en el caso de la renina ex(ré{da
del proventriculo del pollo. que se usa en Jsrael para la

produccién de sus quesos (Sardinas, 1976). -Estos extractos

enzimdticos contienen varias pr i de la »
como son pepsina, quimotripsina y tripsina. La pepsina no tiene
una actividad proteclitica muy alta con respecto a su capacidad de
coagulacién de la leche, mientras cue las dos ultimas son muy
proteolfticas, por lo que resultan muy pobres como sustitutos de

la quimosina.

L.a pepsina no es recomendable para ser usada sola en la
preparaclén de quesos, pero en combinacién con la quimosina o
algunas reninas mierobianas puede producir yuesos de calidad
razonable. De hecho, como esto representa una disminucién en

costos, Su uso e¢s comun por muches productures.



Se ha probado el uso de proteasas provenientes de plantas en la
el‘ab‘ora:ion de ‘quesos. Algunos reportan la aplicacién exlmsa,‘dck
estas proteasas, pero en general han resultade ser lnaaécuadas
“para tal "uso, - puesto que poseen muy alta actlvidad prmeol{tlca.
resultante en quesos con sabores amargos y pobre textura. Se ha

intentado su empleo P el pr

de elaboracion - del

queso o modificando la actividad de la enzima, pero hasta ahora no

hay ninguna aplicacion exitosa que se haya introducide al mercado.

Entre este grupo de proteasas estdn: bromelina (de -la - pifia), .

papaina (de la papaya), fleina (del higo), y una variedad de

enzimas extraidas de soya, calabaza, hierba lechera, ete.

Como alternatlva a las fuentes animales -y veéeialés,

investigado mucho sobre la obtencién de'suslitu(qs'd\

origen microbiano.

cereus, B. mesentericus, B. palymyxa y B. sub!(lls (Sardmds.

1976). - - e

ias proteasas microbianas que poseen las mejores propledades para
la ‘coagulacién de “la Jeche 'son ‘de origen fungico. En numerosas

especies s¢ han encontrado p de 8! 1a leche,

como: Physar;lurn polycepkalum, Penlcilllum cltrinum, Absldla.

ramosa, Mucor lamprosporus, Mucor mucedo y Mucor renninus, pero



solamente tres especies han logrado tener éxito comerclal en la
produccién de renina: Endothla parasitica, Rhizomucor pusilius y

Rhlzomucor miehel.

La renina obtenida de Endothla parasitica tiene un peso molecular
entre 34000 y 39000, da con un punto isoeléctrico de 5.5 y se
destruye a 60°C en 5 min, Tiene preferencla por grupos arométicos
o hidrofébicos a ambos lados del enlace peptidico objetivo, 'y
llega a romper el enlace Phcms-M"mb de la x-casefna. La
actividad proteolitica es mayor que la de la renina de ternero o
de Rhizomucor y tlende a estar asociada con la produccién de
codgulos amatgos cuando el contenido de humedad es alto. Sin
embargo, se han preparado con éxite diferentes tipos de quesos.
como: Brie, Camembert, Cheddar fresco, Colby, Mozzarella, Suizo,
etc. La renina de E. parasitica es vendida por Pfizer Ltd. bajo

los nombres de Sure curd y Suparen.

El extracto enzimitico de Rhizomucor pustlius tiene actividad
principalmente sobre aminodcidos aromaticos y su  actividad
proteclitica es menor, con respecto a su capacidad de coagulacién
de la leche, que la del extracto de E. parasltica. La enzima tlene
- un ‘peso molecular entre 29000 y 10600 y da con un punto
isoeléctrico entre 3.5 y 3.8. La actividad de coagulacién de la
leche es elevada por los iones Ca'’ en mayor proporcién que en el
caso de la quimesina. Su uso en combinacién con la renina animal
disminuye la liberacién de grasa hacia el sucro que ogurre cuando
es empleada sola, y ademds se observa un efecto slnergistico en

la coagulacién de la leche, lo que sugiere que actian por



mecanismos . diferentes. Entre los quesos . que se‘han préparaﬁo con
éxito uéando est:‘: enzima se cncucmrfm: Brlck" Cé_memb‘grt, Chedda‘f,
Colti{g;:; Edam, Gouda, variedades italianas, et La }'.cnlnb Vde‘ R~
pus([ln;s es producida por las cnmr:uahias V[té;t Meilo Sangyn‘,’
Dalryiand Food 'y Miles Lab., con los nombres comerclilesr dt.; Nourr'y,

h(clio; Emporasa y Novade! respectivamente (Sardinas, 1976). - .

La proteasa de Rhizomucor mlchel es la que tiene me‘nor a;:t(yl;iajd'
- proteol(tica y especificidad més cercana a la-de la qulr;\nslna,
entre 1a reninas fungicas mencionadas. Esta es ﬁna‘rgll::'nﬁn.-b.tel'h;
encontrada en numerosas cepas de R. miehel, con un peso mélcculaf
entre 38000 y 41800. Se han separade por lo menos tres fl;at:‘cionas
: activas. Su punto Isceléctrico es de 4,2 y se dﬁ:s(r;x);e répldam:nle

a 70°C.

Como es comin en las proteasas &écidas, ésta posee una preferencia
por romper enlaces pepildicos en amincacidos hidrofébicos. La
hidrélisis de esta enzima sobre la cadena B de fa Insulina oxidada
prc;enla un patrén de ruptura de enlaces parccido al producido pa‘r
la quimesina. Sternberg (1972) encontré que el glicopéptl;in

liberado en ia ruptura de la x-caseina por ia renina de R. michel

- es .muy semejante al literado por la quimesina, lo que suglere que

el punto de ruptura es el mismo,

La renina de R. mlehel se ha empleado con muy buenos resultadas
para diferentes tipos de quesos como: Camembert, Gouda, Cheddar, wit
Domiati, Butter, Edam, Tollenser, etc. Las compafifas que prodﬁcen i

esta renina y los nombres comerciales usados son los kslgulcmes::

12




Chr. Hansens Lab.(Hannilasa), Novo Industries Ltd. (ch]las;ﬂ.

Wallerstein Co. (Fromasa, Miki) y Miles Laboratories (Marzyme).

Se han empleado muy dilerentes unidades de actividad de
coagulacién de la leche y de actividad proteolitica, segin los
métodos de andlisis. El coclente actividad de coagulacién de la
leche 7/ actividad proteolftica se emplea como indicador de Ia
calidad de una proteasa para su uso en la elaboracién de quesos, A
continuacién se reportan estos cocientes para diversas proteasas,
pudiéndose notar la cercania a la quimosina de las reninas de R,

pusillus (Tablas 1 y 2) y R. miehel (Tabla 2).

Tabla 1. Cociente de actividad de coagulaqlén ‘de' lailec

‘sobre -activldad proteoiftica de var.'la

Proteasa '

Quimosina -
‘Renind de'M. pustllus

Renina de E. 'bﬁiaslllca

Pépafné' - Has
Trl;;;ina o :
Molsina
Ficina

Blodiastasa

* tomado de - Ar “,"‘-é y col



uiacion

ltalrenina -

Cocf'cnte )
~Act.Coag./
Act.Prot.

l;c.fllrl_arsn ) 3.9
Renu;;;' e '66‘0000/g 5.2
Renir‘nri@' Noury ;ébooowg 4.5
Sire ‘curd.” “'169000/g 1.6
Ren'fna Melto polve " 662000/g 3.4
Ren lnnfde Han;;:n ‘R 'Vl;hel ; Vpc‘;'i'vo 363500/g 13.2
Ren ina de ter‘nera terncrazruf - l‘fIII..Ilda 9600/ml  12.8

s tomado de: Thafcur y col., 1990

Reclentemente se ha comenzade a producic quimesina por la técnica

de DNA recombinante, tratando de combipar las ventajas de la

Jucibilidad

produccién  microblana  de b {repr altos

r 0s, condicl controlabl ete.), con la

especificidad y el wuwso tradicional de la proteasa de origen
animal. Loffler (1986}, hace mencion de tres trabajos en los que
se logra expresar la quimosina cn E. coli y en S. cerevisiae,
manteniendo las ventajas de dicha enzima. Mis rcecientemente,
Genencorr Inc., de San Francisco, E.EILU., solicité cn 1989 la

designacién de la enzima obtenida psr DNA recombinante en



Aspergtllus niger var, awamort con ¢l status GRAS, poi- parte de fa
FDA' (Zelko, 1989). En 1991 hay ya .en el mercado . tres . quimosinas

e

r. binantes: una prod

por Plizer en -E. ;eall, otra producida
por Gist~Brocades en- Kiuyveromyces tactis -¥y..1a producida por
Genecor en A. nlger var. alvamdrt; no,nhslantc,-éps precios son atn

muy_elevados,
11.1.3. Sintesis de renina de Rhizomucor miehel.

Se han empleado dl\;crsas cepas de R. mlehel para la sintesis de
renina, slendo la mas comun la NRRL 3420. Feldman (1981} coempard
fa” actividad de renina producida por las cepas NRRL 3169, NRRL
A7772, NRRL A13042, NRRL. A13131 Y NRRL A6588, empleando un medlo
de cultivo compuesto por suero de leche, almidén de maflz
degradado, levadura de cerveza y glucosa, resultando como mas
productoras las cepas 3169 y AT772, seguidas por las AI313t y

A13042,

Lasure (1980) estudié las condiciones que favorecen ¥ que reprimen
la produccién de la enzima por R. mtehel en un medio definido. Se
encontré que para la produccién de la renina es necesaria la
presencia de una protefna, y no fue suficiente la presencia de
aminodcidos libres. No se tieme claro si se trata de un proceso de
induccién de sintesls protéica o si se trata de la liberacién de
la enzima desde la pared celular o la membrana, pero la inhibicién
de la actividad enzimatica por cicloheximida sugiere que se
requiere de la sintesis de Ja enzima. La actividad auments al

limitar el nitrégenc y el azufre Inorganicos en presencia de



casefna. En camblq. pérece habe;”repr’esién. “de _ia actvi(vldad‘par"
altos . niveles devglucosa {162), (5?-{&@ fii;y“ar;\ohlu y . sulfato’ de
magnesio. ) e e 3

Mashaly y col. (1983) en;:;)nlr‘aron que al usar. pep!;)ﬁa como fuente
de  nitrégeno se prodﬁjo mayar Vactivldad de renina. que cuando
emplearon fuentes no prctélc:\s como  (NH4)2S04, urea y NH«NO3; la
adicion de casefna, albimina bovina sérica o hemoglobina, aumentd

la actlvidad, con el mayor efecto obtenido con la casefna al 2%.

Charles y col. (1970) reallzz;ron fermentaciones a  varlas
temperaturas entre 30 y 50°C por 2-7 dfas y obtuvieron mayor
produccién de renina entre 35 y 40 °C. Por su parte, Mashaly ¥y
col. (1983), al emplear el medio con peptona, en f{ermentaciones de
7 dfas a 30°C, encontraron un rango de pH adecuado de 5.3-6.8, con

un 6timo de S.8.

11.2 QUITOSANO

El quitosang es un polimero de D-glucosamina que, junto con la
quitlna, constituyen los unicos polimeros catiénicos naturales, lo
que los hace de gran interés para diversas dreas industriales.
‘Actualmente, el quitosano que se’ produce comercialmente - es
obtenido a partir de la quitina extraida de invertebrades marinos,

pero existen otras fuentes que es convenlente estudiar.



La . estructura’ de - estos : polisaciridos  es 'tsé‘mc‘lange ailai‘de 1al

celulosa, - con - énlices unidad’s_ que" ‘al

quitosano’ es’la

~7R'='COCH3 ~-> QUITINA

R = H--+-> QUITOSANO
En’ forma natural,” el qﬁitonno slempre se presenta con un bajo
porc:htaje de grupos acetilados, mientras que la quitina presenta

altos grados de - acetilacién. El polimero se considera como

quitosano cuando es soluble en dcidos orgdnicos.

La quitina ocupa el segundo lugar, después de la celulosa, como el
compuesto organico de mayor abundancia en la naturaleza. Se
encuentra come componente de la pared celular en planuas,
reemplazando a la celulosa o junto con ésta, y en las estructuras
animales generalmente forma parte de una cutfcula en una
superficie del epitelio. En la mayor parte de los casos, la
quitina se encuentra unida a proteinas, formande un armazén
fibroso que es reforzado y modificado por una matriz de proteinas
(Knorr,1984), En coptraste, para algas se reporta la presencia de

quitina pura, homogéneamente cristalina, en dos diatomeas marinas:



Thallassiosira fli.w!atl].ls ¥y _Cyciuteun;,cryp!'l'ca (Berkeléy y col.,

'1919), %

La quitina - se -encuentra formando parte del exoesqueleto de los

d il

artrap do en f a constitulr un 807 de la

cuticula. En clertos protozoarios se encuentra en pequefas
‘cantidades, por ejemplo en los rizépodos Allogromia ovimorfis y
Plaglopxis sp., en los que constituye, respectivamente, el 0.3 y
1.6 % del peso seco. Como ya se menclond, se encuentra en algunas
diatomeas, siendo su proporcion en éstas de un 10 a 1S 7 del peso
seco. La gran mayor{a de fos hongos, incluyende los miembros de
Ascomycotina, Basidiomycotina, Deuteromycotina y Mastigomycotina
contienen en su pared celular quitina y glucanos o© mananos,
mientras que los de Zypomycotina contienen quitina y quitesano; la
Tabla 3 muestra algunos cjemplos (Berkeley y col., 1979). Como se
puede apreciar en esta tabla, el contenido de quitcsano de M,
rouxii, puede variar con e} ciclo de vida, La varlacion es muy
notable éntre diferentes cepas de una misma especie. Berkely y
col., (1979} citan los sigulentes valores en la pared celular dé )
cepas de Asperglllus niger: -

h CMI 17454 ...l T

1AM 2020......... 247

QM B6OL..........427%



1.2.1 Prupledéde: ¥ usos pot:ﬁclalu_”de pol'frnerps‘de,qukhln'

El quitesano y la quitina ticnen pesos moleculares apréxlmédos de

12 x 105y 1.04 x 10° daltons respectivamente.

E! quitosano es soluble en HCl dil. o en dcidos organicos, come el
acétice o el férmico. Ademds, es saluble en HNO3 dil.,
parcialmente soluble en HiPQs al 0,5 7 e Insoluble en HSOs a

cualquier concentraclén a temperatura ambiente.



Knorr {1982) estudié las propiedades de rcl‘cncléq dé: agui; y .de

iipldos de quitesane, quitina, quitina. mlcroeristalina; ¥ .celulosa

microcristalina, encontrando -que ‘el quf!nsano" tuvo 5 la’ niaym*
retenclén de agua (4402), mientras que la celu]ésa microcristalina
tuvo la menor {2307). La capacidad de retencién ‘de grasi fue menor

para- el quitosano (1707) y mayor para la qultina {2157).

El mismo grupo Investigé la capacidad del qultosanc y de la
quitina para enlazar al colorante FD&C Rojo No.40, encontrindose
e;\ ambos una correlaclén entre la concentracién de colorante y la
capacidad de su retencién por parte de los polimeros (esto para un
intervalo de 0.2 a 1.6 mg colorante / g polimero). La capacidad de
retencién fue constante para el quitosano entre valores de pH de
5.5 y 7.0, mientras que para la quitina lo fue entre 2.0 y 7.0.
Con estos resultados se sugiere el uso del quitesano y la quitina
como acarreadores de aditivos alimentarfos, aprovechando la
ventaja de que no son absorbides en el organismo. También se ha
sugeride €l uso dec estos polfmeros para la liberacién controlada
de nutrientes y medicamentos, ya que son degradados por la

lisozima en productos no téxices (Knorr, 1983},

Se han estudiado las propiedades del quitosano relacionadas co}r la
formaclén de pelfculas para fabricacion de empaques,
consiguléndose una mejor calidad como barrera para el oxfigenn,
pero con menor resistencla a la tenslén que pelfculas de empaque
sintéticas como el mytar y el polipropileno; este ultimo

inconvenl se luet al entrecruzar el quitosano con

epiclorhidrina (Knorr, 1991},
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El caracter de policlectrolito del quitesano suglere su uso como
uh agente coagulante en el tratamiento de desperdicios, ya que
puede unir a ¢l numerosas moléculas mediante interaccion lénica y
preclpltar junto con ellas. Bough y Landes (1978) ofrecen un
listado de la composicién aproximada de los sélidos recuperados
por coagulaclén con quitosano a partir de varios desperdiclos de
procesos en la industria de alimentos (ver Tabla 4). Se
desprende que el quitosano estd entre los mejores agentes
coagulantes y que su princlpal ventaja sobre los polfmeros
sintéticos es que podria ser aprobado por la FDA como Ingrediente
en alimentos para animales, Ffacilitando e! uso alimentario de

derivados provenientes de desperdicios industriales.

Se ha probado la utilidad del quitosano en la remocion de
compuestos indesecables como metales pesados, taninos y pesticidas,
en algunos sistemas alimenticios. Ademdas se han propuesto procesos
de desacidificacién de café y para la purificacién de agua. La
Agencia de Proteccién Ambiental de los E.E.U.U. ha aprobado el uso
de quitosano para la purificacién de agua potable hasta una

concentracién mdxima recomendada de 10 mgs/l (Knorr,1984),
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El quitosano-ha —;ésul{ado,s'er, i efectivo agente qlarifl;:an\e para
Jugo de manzana, reduciendo la turbidez 'a cero cuando se aplicé en
una concentracién .de 0.8 kg / m” (Soto - Peralta y col., 1989},
Imerl y Knore (1988) emplearon el quitosano para la clarificacion

de jugos de zanahoria y de manzana.
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Popper y Knorr (1990) determinaron que el quitosanc sirve no. sélo
para reduclr la turbidez sino ademds la cuenta microblana en jugo
de manzana inoculado con bacterifas grame-positivas Yy

gram-negativas,

La recuperacion de productos intraceiulares luego del rompimiento
de células bacterianas es un process que presenta muchos problemas
en el momento de la separaclén por medio de centrifugacion y
fiitracién. Recientemente, se ha intentado mejorar este proceso
incorporando una etapa de floculacién selectiva. El quitosano ha
resultado ser un buen prospecto para esta funcién, aprovechando su

propiedad de polielectrolito (Agerkvist y col,, 1990}

Se’ han realizado diversos estudios sobre los efectos del quitosano
en la dieta. En concjos y gallinas no provocd sintomas anormales
durante 239 dias con ingestas menores de 0.8 g quitosano / kg peso
corporal / dla y 1.4 g quitosano / kg peso corporal- / dia
respectivamente. En estos animalcs se observé un efecte de
reduccién de los niveles de colestero! al suplementar la dleta con
quitosano. En ratas, un 107 de quitosano en la dleta no inhibid el
crecimiento. La LD50 de quitosano en animales de laboratorio es de

16 g 7/ kg peso corporal (Knorr,1991).

El quitesano también ha sido evaluado como material de soporte én
la  elaboracion de biocatalizadores, por ejemplo, Braun y col.
(1989) han desarrollado diversos sistemas en los que la penicllina
G acilasa r"eticnc buena actividad y estabilidad con el tlempe,
inmovilizada en quitosano activado con glutaraldehido. El usoc de

membranas de quitosana pretratado con giutaraldehide ha resultado
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muy eficiente para: la “inmovilizaclén de ureasa, reteniéndose un
94% dela actividad original y aumentdndose la estabilidad a bajos
"valores “de ptl y la termoestabllidad (Krajewska y col., 1990),
Pucde resultar de gran  Interés el empleo del quitosino en la
Inmovilizacién de enzimas empleadas en la industria allmenta;ia,---
Este es usado comercialmente para inmovllizar la énzlma glucosa

isomerasa (Sandford, 1989),

El quitosano ha resultado ser un agente perlneabllizantcr para r‘las’
membranas celulares de tejldos vegetales, siendo Gtil en  la
encapsulacién de estos tejidos de modo quc'ayude a la liberacion
de metabolitos secundarios. Existe el inconveniente de que afecta
la viabilidad de las células, pero este problema sc resuelve con
el uso de sales de quitosano solubles en agua. Ademds, se ha
observado que el quitosano puede estimular la secrecidén misma de
algurnos metabolitos secundarios, como agentes antimicrobianos, lo
que puede ayudar a la prevencion de contaminacidén  microblana en

cultivos de células vegetales (Knorr y cols., 1930).

AdemA&s de sus usos en  la  industria de allmentos el quitosano
encuentra diversas aplicaciones en medicamentos, cosméticos y
agricultura. Algunos de los usos potcnciales del quitosano y la
quitina son los sigulentes: en la industria de medicamentes como
agente hemostdtico, en ungllentos para heridas, materiales
oftdlmicos y ortopédices , tratamlentos para la piel, incluse como
agentes antitumores: en cosméticos en productos para el pelo, para
la pievl y para. el cuidado oral; en el ramo agropecuarie como

fertilizante, ingrediente  alimenticio  para  ganado y  peces,



nematocid

; ei suelo, &

El qitosans se” abtiene "actualmer(t:e*’n 'par‘:lvrv, de 12 cuitina
__cme‘nlida :je»l‘rcaparazﬂn de _cr_usv_.é:eos. La mat.elfla prima 'emplex;d'a es
el d?spcrdlclu del procesamiente industrial de :csms marlscﬁs. En
Jos EE.U.U. ‘se obtiene la quitina principalmente “de cangrejb y:de
camarén, mientras que en e! Japén se emplean en especial el
camarén y el langostine (Knorr, 1991; Shimara, 1989). El contenldo
de quitina en los desperdicios de cangrejo y camarén es de 13-157

y 14-27% respectivamente (Knorr, 1991).

Ademds de los menclonados, existen otros mariscos = cuyos
desperdicios de procesamiento pueden ser aprovechados para la
obtencién de quitina y consiguientemente de quitosano, como son el
krill,. las almejas y ostras y el calamar. Se estima que los

desperdicios de todos eslos mariscos en el mundo son de

apr 4 1.4x10° tonelad métricas, de los que podrfan
extaerse potencialmente de 1.2x10° toncladas métricas de quitina

{ver Tabla 5), pero existe el problema de su recoleccidn..




Tabla s

El proceso cic extraccién de la quitina’ delos ‘:irespcrdlcl'ns de’ -
crusticeos consta de dos etapas principales, En ‘la pr'jim‘crab. Velr
material molldo es tratado con una solucién dil‘ufdn de NaOH para
remover la protefna. S} se desea recuperar la proteina se lleva el
pH de la solucién de proteina a aproximadamente 4 y el precipitado
se seca. La segunda ctapa comprende la separacién de minerales
como ¢l carbonato de calclo y el fosfato de calcio, por adicion de
una solucién dliufda de HCL (hasta 10%); después de lavar la
quitina, se seca para obtener el material en forma de hojuelas

(Knorr, 1984; Sandford, 1989).



FIG. 1- ‘DIAGRAMA. DE FLUJO' S IMBLIF IGADD DE LA ‘OBTENCION DE

" CRUSTACEDS

OUITINA ¥ QUITOS

. 5. QUITOSANG

* tomada de Klyoﬁr, 19‘.8-71‘“

Para producir el guitosanc - a partlr'de fa qu[vl'ina. ésta ‘se . trata
en callente con una solucién con::nirgda {40-50%) de- NaOll, para

hidrolizar el enlace N-acetilo, Luego .de ‘un “lavado, el pH . sa
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ajusta .y se seca ﬁé_r; 'obl; er.el pr"od(u:t;: en f’o:rma' de hoj’uélas, el

que puede ser molida para’ tener rinalménte “un paiva finc. El

olucion -!:lda

solubi‘c de qulmsanb o

Hasl;_ aho;a a quillnaf y el‘\qi.\’l:tos;mo u;-;ﬂ; es cn el 5:x;érc§dd 56
_ohtl:nc'n como ‘ya se especirldé-prévrlramenge. sln "erlrnbvayrigu‘ la der:nanda.
estd l‘lmltada por los altos precias que resultandc los costos de
produccion, La reproducibilidad en la colidad de los pr;adu:tos
obtenidos se ve también limitada por las variaciones en las
materias primas debidas a las diferentes - especles . usadas, la
estacion  del afio y a! deterioro que va ocurriendo en los
materiales durante el almacenamiento por la accion de enzimas que
degradan a la quitlna y al quitosanc (quitinasa y quitosapasa).
Esto ha motivado el que se exploren otras fuentes en las que se
puedan aplicar procesos de produccién  mds  controlados ¥
econémicos.

Se ha investigade la posibilidad de emplear las diatomeas
Cyclotelta cryptica y Tatlasslosira = fluviatilis como materia
prima, aprovechando que en ellas la quitina se encuentra en un
10-157 de su peso seco y en forma no asociada a otros polfmeros.
Esto facilitaria su extraccién, pero ha resultade que. sus cultivos
en procesos por lotes y continuos han side de muy lento

crecimiento, con rendimientos de quitina que no superan los 20
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mg/l. Otra opcién posible serfa la extraccion de la quitina a
partlr de la blomasa que resulta como desperdicio - en
fermentaciones [ndustrfales de algunos hongos como Asp:ergll_lusr
niger, que se emplea en la producclén de dcido cf(rlco; sin”
embargo en estas fuentes la quitina estd fuertemente asociada con

glucanos y no es ficll su separaclén (Berkeley, 1979),

Para la obtencién del quitosane, una alternativa que resulta muy

atractiva es el evitar su produccién por modificacién quimica de

la quitina y extraerlo directamente de fuentes naturales que lo

contengan como tal, La fuyente obvia seria algin hongo de la

subdlivisién Zygomycotina.

White y col., (1979) desarrollaron un proceso de obtencién de
quitosano a partir de M., rouxil, obteniendo rendimientos desde 0.4

hasta 1.1 g quitosano/iitro en fermentador de 1l litros. Hang

(1990) obtuvo 0.7 g I o /7 litro plendo Rhizop oryzae,

Mis recientemente Shimara y col. (1989) examinaron 125 cepas

corr tes a 101 ies dentro de la familia Mucoraceae y

encontraron que en cepas de! género Absidia se obtuvieron los
mayores rendimientos de quitosano, en especial A. butleri HUT
1001, con 0.8~0.9 g quitosano / litro a los dos dias y 0.9-1.0 g/I
a los cuatro dfas, empleando matraces agitados con 200 ml de

med{o.
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11.2.4, Sintesis de quno‘sanu‘ W hongos filamentosos,

na’ explicacién - detallada acerca de

Bartnlckl;Garcfa (1289) “ofrec

la " s{ntesis dé quitina y -qﬁlto; no,en'rlas“paredcs celulares de los

hongos.

En la construcclén de la pared celular en los. hongos intervienen

dos tipos ‘de vesfculas que transportan las sustancias [nvolucradas

14 dia

Las maer {con

hacia el sitio de for 0

mayor a los 100 nm) transportan los polimeros que comprenden la
fase amorfa de la pared (polisacdrides no fibrilares,
glucoprotefnas), los cuales son sintentizados en el trayecto,
mientras que las microvesiculas o quitesomas {con didmetro menor a
los 100 nm) contienen la enzima quitina sintetasa 'y la conducen
hacla la superficle celular (periplasmal). Allf cataliza. la
formacién de la quitina (n situy, creindose el esqueleto

microfibrilar.

El sustrato para la sintesis de  'la quitina s

(uridina difosfato N-acetil-D-glucosamina),

FIGURA 2. BIOSINTESIS  DE.QUITOSANO..

'UDP-N-ACETIL-D-GLUCOSAMINA iy

"QUITINA S s, QUITOSANO

kld]




La quitina sintetasa se encuentra en los quitosomas en forma
Inactlva (zimégeno), lo que explica que no catalice fa formacién
de ‘quitina en el trayecto de los quitosomas hacla la superficie
celular, a pesar de que la UDP-GlcNAc se encuentra libre en e
citosol. Es ya en el periplasma, en el sitlo especifico en donde
se construye la pared, donde la enzima es activada por una
proteasa y se¢ inlcla la polimerizacién. Con esta forma selectiva
de sintesis de las micrefibrilias de quitina se puede generar el
crecimiento apical tipicc de las hifas y ademds los arreglos
necesarfos para producir la diversidad morfolégica entre los
hongos. En la Flgura 3 se muestran imagenes microseépicas de una
muestra de quitosomas aislados y de las microfibrillas de quitina

sintetizadas por és5tos in vitro.

FIGURA 3. MUESTRAS DE QUITOSOMAS AISLADOS Y DE MICROFIBRILLAS

DE QUITINA PRODUCIDAS IN VITRO .

lzqulerda: una muestra limpia de quitotomas de celulss de lavadura
de Mucor rouxil despues de  scdlmentacion de una muestrs  cruda
de quitosomas cn un roter Beckman YTI 65 (373,000 ¢ R.v por J b}

Derecha: un racimo de microfibrillas de quitina producldas in
vitre por Incubaclon de quitoscman slslagos de M. rouxl) con

UDP-GIcNAr y activadores.

+ tomado de Bartnicki-Garcfa, 1979
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Flores-Carredn y col. {1980) proponen que en M. rouxii existen dos R
almacenes del zimégeno de Ja quitina sintetasa, uno pequefic
situado en ia membrana plasmdtica, que es ripldamente activado por
1a proteasa, y otro mayor asoclado a estructuras internas
[quitosomas), en el que se requlere mayor tlempo de proteblisis

del zimogeno para su activacion.

Existe evidencia de que el quitosano que forma parte de la pared
celular de algunos hongos se produce a partir de la quitina que
genera la quitina sintetasa medlante la desacetilacion catalizada
por la enzima qultina desacetilasa. Las c:;denas de quitina que
forman parte de las microfibrillas estdn altamente asociadas por
puentes de hidrégeno y la quitina desacetilasa no tiene occeso
para efectuar su accldn mds que en algunos enlaces superficiales.
De esta manera sélo puede atacar a la quitina en el momento en que
ésta es sintetizada por la quitina sintetasa. Por lo tanto, para
la sintesis del quitosanc es necesario que ambas enzimas actuen ep

forma coordinada.

£l mecanismo por el cual se regula la proporeidn de quitina y de

quitosane en Ja pared no ha sido dilucidado, pero con el

conocimiento que se tiene hasta ahora se propone que depende de la.
organizacién espacial de las moléculas de quitina sintetasa en la
superficie celular. Si  las moléculas de quitina sintetasa
permanecen en la superficle de la pared con la organizacion
apretada que poseen en Jos quitosomas, las cadenas de quitina se
asoclardn  en  microfibrillas a medida que se sintetizan,

impldiéndose el acceso de la quitina desacetilasa Por lo



contrario,  si lu qulllna se llega a dlspersar al llegar a la

supérrlcie celulrar. sc produclrén cadenas aistadas susceptthl:s a

d ilacién,” fof

el quitasano (Davls ¥ Barlnlckl Garcfa,

1984), En’la Flgura ‘se e ! a el modelo propuesto.

FIGURA 4. MODELO DE REGULAGION DE BIOSINTESIS DE QUITINA

Y QUITOSANO EN MUCOR ROUXII .

7 CHITQOSOME \
o e
Q.Or

CYTOPLASM

65 SUBUNIT MEMBRANE
! 6‘\ 2

CHITIN CHITOSAN {GleNAc)y

s tomado de Bartnicki-Garefa, 1979
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EL.3 MUCOR ROUXI Y RHIZOMUCOR MIEWE!

M." rousxcxll y R.,m'lchel son especies que compurlcnl la_siguiente.

cléslfica'crlbn: )

Divislén...... +-.:. Eumycota

Subdivisi6n..... ... .... Zygomycotina

Clrase......r............... Zygomycetos K iy
Orden..... . Mucorales

Familia.....ccoooovneenis . Mucoraceae

La familia Mucoraceae se caracteriza |;ur la presencia Vdre
esporangios muy esporulades que contiencn en su interior &l
extremo del esporangi¢foro en forma de columela. De los 1B géneros
aceptados en la familla, Mucor es generalmente recenscido. coms el
mds primitivo y ¢s uno de los mis grandes en el orden Mucorales,
incluyendo un nimero de e¢specles ampllamente distribuidas y de

considerable Importancia.

Las colonlas son de crecimiento rdpldo, Iniclande con una
coloracién de blance a amarillo que luego. se hace gris oscuro. con
el desarrollo de los esporangios, Los csporangiéforos se
desarroollan en forma densa, erecta, sin  rizoides basales,
ramificados mas o menos simpedialmente o algunas veces ¢n forma de
racime (no dicotdmicamente), que poseen esporangios terminales muy
esporulados sin apéfises y con una columela grande, La pared del
esporangio estd a menudo cubierta con espinas de oxalato de calclo
y se rompe al madurar. Las esporangiosporas son translicidas, de

color grisicea a café, de pared lisa o inamente ornamentada y de
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forma esférica a elipsoidal, En aigunas especles - se ~encuentran

poras tr ¥ Las hifas sumergidas ‘pueden rormar_
células en forma de levadura llamadas a menudo ofdios. En el
micellp aéreo se pueden formar zigosporas entre tipos de
apareamlento compatibles, de color café .oscuro’ . con la"
caracter{stica de ser espinosas o verrugosas. En su mayuﬁa son

heterotaticos .[Domsch y col., 1980; Onions y col., 1981.)

Durante mucho tlempo se clasificé a M. milehel dentro del género
Mucor, sin embargo, en 1976 Schipper separé esta especle |Junto
con M. pusillus), creando el nuave género Rhizomucor, por
diferenciarse de las especies de Mucor en que poseen rizoldes y
estolones {aunque poce desarrollados! y en ser termofflicos. En Ia
Figura 5 sec presentan las caracter(sticas microscopicas de R,

miehel.

£l grecimiento de M. rouxit cn medio s6iido puede ser d;: 4 mm de
alto, de coler blanco, amaritle ligero o gris, en forma heigada.
Los esporangléforos se ramificar simpodiatmente. El esporangio es
amarille brillante o café dorade, de 20 a 100 u de didmetro
(u;ualmen(e 50 p); la columela es hasta 30 p de alte, esfériea o
aplanada, a menude con una membrana coloreada; las esporas son de
4~5 p de largo. Posce numerosas clamidasporas, hasta de 100 u de
didmetro, con paredes de 7 p de grosor. No se le conocen zigotos
(Gilman, 1957). Crece bien en condiciones de temperatura
mesdfilas, empleandose normalmente los 28°C. Es un  hongo
dimdrfico, pudiendo crecer en forma filamentosa o unicelular; para

desarroltarse en la primera forma necesita de un ambiente acrébico
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FIGURA 5. MORFOLOGIA MIGROSCOPICA DE RIITZOMUCOR MIEHEI -

Porcion terminal l‘t un
dos columeias. .
Eaporanzlospores
Zitospora madura



y..bajas ,:concerilraifloneé' de ‘las’ fuentes :de carbono, : mientras- que
para .- que " se’ dé: - la” forma unicelular -'Eequ!ere‘ de ailas
concentraciones - de’ fuentes - -de carbono- o blen de” un ‘ambiente

" anaerébice (Cann-Cay\choln y col., 1988).

El dlmon‘-rlsmo también se presenta en otras especles de los
Mucorales. En nuestro laboratorio, una cepa de Rhizomucor pusillus
alslada del suelo crecié en. un medlo a base de pldtano (bajo
condlciones  aerébicas) en forma filamentosa  cuando Ia
concentracion inicial de carbohidratos fue de 35 g/l y en forma de

levadura cuando la concentracién fue de 45 g/l {Wacher, 1981).

Rhizomucor mlehel posee un micelio delgado y corto, de hasta 2 mm
de altura, al priciplo blanco y posteriormente gris hume. El
esporangioforo se ramifica simpodialmente, en forma holgada y es
incolore, de unas 8 1 de didmetro., El esporangic es de 30-52 u de
diametro; la columela es esférica u oval, de hasta 48 u de altura.
Las esporas son de 3-5 g por 4-6 p. En medio YpSs (con extracto de

°c, se

levadura, almidén, etc.) a temperaturas de 30-40
desarrollan zigosporas redondas, de 30-50 p de didmetro, primero
de color amarillento a rojizo y posteriormente negras; esto puede
ocurrit en medie Ifquide ademas del sélido (Lasure, 1976). Es
homotdlico. En algunas cepas pueden crecer aRigosporas. Puede
crecer entre 25 y 57 °c. pero de 25 a 30 °C lo hace extremadamente
lento y a 55°C crece sélo micelio estérll; el rango de mayor

crecimiento es de 35 a 35 °C.(Beschreibung y col., 1969; Cooney ¥

Emerson, 1964).

a7



“ 1l MATERIALES Y. METODOS

1IL1. CEPAS. MANTENIMIENTO.

Se obtuvieron las cepas de Mucor rouxil y Rhizomucor. m’lehc[ del

cepario - de la Coleccion de Microor i del Departamento ‘de

Biot logfa ¥ {ol jer{fa del CINVESTAV del instituto

Politécnico Naclonal (México, D.F.).

Para el mantenimiento de M. rouxll se usé. el mepl‘ln YPD (0.37% de
extracto de levadura, 0.3% de extracto 'de malta, 0,57 Vde peplnﬁa y
1.0% de glucosal. Para R. miehel se empled agar papa. dextrosa.
Ambas cepas se Vcnnsnrvarnn a 4°C en cajas Petri.y tubos inclinades
y fueron resembradas mensualmente, incubdndose por 3-4 dias a 28°C

(M. rouxil) y 37°C (R. miehel).
111.2. CULTIVO

Se. -probaron varios medios de cultive ‘para el crecimiento’ de
RMizomucor miehel. Se selecclonaron  dos, ﬁnu delinido y otro
compléju, en los que hubo produccidn de actividad de re_n‘\na. Ambos
s¢ emplearon en el cultive de M. rouxti + R. miehet . (cultivo
mixto), escogiéndose el mds. adecuado 'para la produccién de
actividad de renina y quitosano. Dicho medio tlene Xam sigulente
c‘nmpcs!clén:
suero de leche en polvo.......... ..63.0 g/1

BIUCOSB..0uveiciniernerenenines. 30,0 g71
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Se ‘emplearon matraces de 500 %h!'cnn' ties' baflés tenlendo 100 m| de’
medio - de . cultive, los qus-se- Inocularon con. 5x10° esporas ‘de una

suspensién preparada EI mismo dfa,

La suspensidn de esporas se obtuvo afadiendo 5 ml de agua
destilada esterilizada con 0,172 de TWEEN 80 y tres perlas de
ebullicién a cada uno de tres tubos Inclinados en los que se habfa
dejado crecer y esporular el hongo durante 3-4 dfas y se agitaron
_para recoger las esporas. Las suspensiones de los tres tubos se
juntaren y se determind la concentracidn de esporas empleando una

camara de Neubauer,

Las fermentaclones se ilevaron a cabo en Una‘ cimara de agitacién
orbital con temperatura controlada EDlSA-CDM}T. ~de . disefio: .y

fabricacién de la UNAM,

111.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA-Y-DEL TIPO DE-INOCULO.

Se realizaron cultivos sumergidos en 100 _rﬁl‘ d edlo.fen’ matraces

de 500 ml, con los slgul:r‘les néculos:

* Aucor rouxii
« Rhizomucor mlehel

M. rauxu + R. m[ehel (MIXTO)

En cada caso, el inbculo fue de sx10° csp'oraé'. manteniéndose la
misma cantidad para cada espcclé en el cultive mixto, Se emplearon
tres matraces para cada tlpo de inéculo, a temperaturas definidas:

30, 32,.35, 37y 40 °C.
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Las fermentaclones se realizaron con agitacién orbital a una
velocidad de 110 rpm. Todos los matraces se sacrificaron a los
siete dfas de fermentaclén, Se escogié este tiempo de fermentacibn
por ser el recomendado para este medio de cultive por Feldman
(1981). E! contenido de cada matraz sec filtré y se almacenéd el
filtrade a 4°C para determinarle actividad de renlna al dfa
slguiente, mientras que el micelio retenldo se lavé y se secd al
vacfo para determinar el rendimiento de biomasa y continuar con el

andlisis de quitosano.

Se¢ evaluaron los ecfectos de la temperatura y del! tipo- de: Inéculo

sobre los rendimientos - de - bi ., ;Qctl\ddad de . renina y

quitosano.,

Enr las dicl,

Medio de cull.h'm"
Matraces ..
Volumen ........
lnécﬁlo - :

pH Inicial ...
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1I1.4, ANALISIS DE RENINA

El método més comiin para la determinacién de actividad de renina
se basa en establecer el tiempo que tarda la solucién que contiene
la -enzima en coagular la leche. Este método (actividad de
coagulacién de la leche) se ensayd para cada mucstra, cc;mo

evaluacién dec la actividad de renina.
Actividad de coagulacién de la leche.

En un tubo de ensayo se¢ colocaron 3 ml de una solucién al 107 de
feche descremada en polvo en en CaCl2 0.0IM. Este tubo se colocsd
“en un bafio de temperatura controlada a 37.5°C, durante 10 mlinutos,
en el que también se colocé un tubo con muestra del filtrado de la

fermentacién para equilibrar su temperatura. Se afiadieron 3 m)l del

fiitrade de fermentacion al tube con la solucitn -de‘-»lgchc. se

agité y se mantuvo en el bafio. Se observé el tiempo qué™tardan en
T~

aparecer los primeros codgulos de leche. La operacién se reallzé

por triplicade para cada matraz, con un error no mayor al 2%.

La actividad de coagulacién de la leche se expresd cnmub unldaﬂcs
Soxhlet por mililitre (su/ml), tal como es definido por Lemoyne - y
col, (1970): "Una unidad Soxhlet es la caatidad de actividad
enzlmitica que coagula 1| ml de la soluclén de leche arriba

definida en 40 min™.
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La ecuacién- que se usé para: el cilculo . de - las {mlda;ies‘ Soxhlet,

{su} " es la sigulente:

M (ml) X 2400 (seg)
swml = === —
E {ml) X t (seg) " -

donde:
M = valumen de leche
E = volumen de soiueién de enzima

t = tiempo de-aparicién de Jos primeros codgulos

Este ensayo es vdlido en un Intervalo de 2 a 20 sw/ml.. Por tal 7
ra2én, el filtrado de la fermentaclén ~se diluyé cuando . fue
necesario para tener una actividad de aproximadamente 10 su/ml, lo

que [mpiica un tiempo de coagulacién de alrededor de 4 min.

Como se emplearon 3 ml de leche y 3 ml de solucién de enzima, 1a
ecuacién queda asf:

2400 (seg)

su/ml =
t (seg)

IIL.S. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE QUITOSANO

Este andlisls se realizé en cuatro etapas:
» Obtencién de las células secas,

* Alslamiente de la pared celular,

s Extraccién del guitosano.

» Andlisis del porcentaje de en el q .
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Se fearon Jjos pr d definidos por White ¥ col.(1979) y

tas modiflcaci por Arcidi y col, {i98%). En la

Figura 6 se presenia un esquema de las ctapas de este analisls,
Obtencién de las edlulas secas.

El contenldo de cada matraz se Filtré al vacfo con embude BUchner
usando papel Whatman Ne. i El filtrado se guardéd para el analisis
de renlna., Se lavd el micelio con agua destilada {aprox. 200 ml)

hasta obtener un flitrado claro.

El micelio lavado se secéd af vaclo a 20 psi y 80% porb 15 hosas y'
se determind el peso seco par diferencia con el ﬁapel.de fiitro

tarado en las mismas condiclones.
Aislamiento de la pared celular.

El6 micelio seco se bumedecié con agua destilada y se pasé a un
vaso de licvadora, afadiéndosele 40 wml de agua destilada, Se

h en una a a velocidad atta durante 2 min.

El homogenizado se pasé a un matraz de 500 ml, se afiadieron S0 ml
de una solucién de NaOH 4 N y se adiclona agua destilada hasta un
volumen de 200 ml. Se calentd en autoclave a 121°C y 15 psi, por
15 min. De este modo, ef micelio himeda es sometido a digestidn
con NaOH I N en una relaclon §:20. En esta operacién se

ico: dade insoluble la

sotubilizan Jos cit

pared celular,
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FIGURA 6. ‘AISLAMIENTO Y ANALISIS DE QUITOSANO
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Después de enflar, Ia suspensién se filtré en embudo Blchner
usando papel Whatman No. 1 y se lavé dos veces con SO ml de

aleohol al 957% y dos veces con SO m! de agua destilada.

El material retenido en el papel se sometié a secado en estufa de
vacio a 20 psi y so"c durante !5 horas. Se determind el peso de
pared celular seca por diferencla con el peso del papel filtro

tratado en las mistmas condiciones.

Extracclén del Quitosano.

Se transfirié la pared celular del papel filtro a un mortero,
humnedeciéndola con agua destllada, y se homogenizé con la ayuda de
arena de mar purificada (Merck Co.). Se pasé el homogenizado a un
matraz de tres bocas de 50 ml, empleando agua destilada
(aproximadamente 12 ml) para remover lo que quedaba en la pared
del mortero y se adicionaron 2 ml de HCl | N. La muesira preparada
de esta forma se puse en reflujo durante 5 h a 93-95°C, para

disolver el quitosano contenido en la pared celular.

Después del reflujo, el contenido del matraz se centrifugd a 14000
x g durante 10 min, se descarté el precipitado y el sobrenadante
se llevé a pH 8.5 para insolubilizar el quitosano. Se centrifugs
de nuevo con las mismas condiciones y se descarté el sobrenadante,

quedando el quitosano insoluble.

El quitosano extraido se lavé con 200 ml de agua destilada, usando

embudo Bichner y papel filtro Whatman No. 1; se pasé a una cdpsula
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de aluminio previamente tarada, se secé al vacio'y se pesé, -
Andlisis del porcentaje de glucosamina en el quitosano.

Se pesaroh 15-20 mg del quitosano extraide y se eolocaron en una
ampolleta de 10 ml, adiclonando 3 ml de HCl 6 N. Se hizo pasar
por la muestra una corrriente de Nz durante 5 minutos para crear
atmésfera Inerte y se cerrd la ampolleta a la flama. Esta misma
operacién se realizé con estdndares de glucosamina y de quitosano,
para compensar 105 un posible deterioro de pglucosamina durante el
tratamiento. Las ampolletas se dejaron 12 h a 105°C. Esta
operaclén se realizé para hidrolizar el quitosano a unidades de

glucosamina, tratande de minimizar la destruccién de ésta,

Después de la hidroélisls, el contenido de lag ampolletas se pasd a
un vaso de precipitado, se diluyé a 40 mi y se ajustd el pH a 7.0
con NaOH. La muestra neutralizada se diluyd a 100 ml en un matraz
aforade y se filtr6 en papel Whatman No, }; el filtrado se diluys
de modo que la glucosamina quedara en una concentracién de 10 a 50

ug/ml.

Se tomd | m! de la muestra y se analizd (2 glucosamina presente
por el método de Elson Morgan madificade (Jehnson, 1971). Con este
método se tomd 1| ml de Ju muestra y se acetllé calentando en-un
baho de agua hirviendo durante 30 min  coen 1ml de una
solucién de acetilacetona al 47 en Na2CO3s 15N. Se agregaren
S ml  de ctanol abusoluto y ! ml del reactiva de Ehriich

(p-dimetilaminobenzaldehido al 2.67% en una solucién 11 de etanol
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al 957% y HCl" concentrado) y 'se dejJo desarrallar’ el color. dirante, .

25 min, .Las ' lecturas se - hicieron a-52 .emp]eandé un

espectrofotémetro Shimadzu mod. UV-IZO-OZ”.’: .

Se determinéd el porcentaje de gluec ‘en. el ,

este valor y el del peso de quitosano crudo exirh(do‘;se cali:ularon :

los rendimientos de quitosano.
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IV, RESULTADOS Y DISCUSION
1¥.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

Se realizaron algunos experimentos - prelimlnares . con el” fin - de -

establ ! 1 de - fer actén -y validar . los™ © /%

métodos de andlisls.

1v.1.1 ‘Yalidacién de Ja técnica de extraccién” de L

Como primer experimento, se culll’v’é Mucor ;nu;l[ en matrnécs de
.500 ml con tres bafles, empléando el medio de YPD descrito por
White Vy col, (1979). La temperatura fuerde 28°C con una agitacién
de liO rpm (la médxima velocldad a la que no s¢ mojaban los tapones
de algodén de los matraces) y el tiempo de fermentacién de 4
dfas. Para evitar la formacidn de espuma se agregd al medio de
cultivo antes de la esterilizaclén dos gatas de antiespumante

CRE/RIO0 (Mazer de México).

Para determinar la concentracién de quitosane en el cultlvo es
necesario primero separar la- pared celylar de.la biomasa, Esto se
logra con ‘el tratamiento alcalino ‘en autoclave descrito en
materfales y métédos.” Para “evaluar la remocion - de cumpcr;entes -
citoplasmaticos - en - el la;'ada de {3 pared celular se leyé la

absorbancia a 280 nm de los solventes luego de cada lavado,

El  alcohol- -al - 957 arrastré compenentes solubles con una

absorbancia qué fue de mayor de 1 en los primeros S0 mi y de 0.30
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en la segunda porcién. Para el agua destilada las absorbanclas
después del lavado fueron de 0.05 en la primera porclén y 0.03 en
la segunda. Estos Gltimos valeres indican que ya quedaba muy peco
material cltoplasmitico por remover, ¥y aungue ya estdn en una
regién de alta variacion en Ja medlda de absorbancia, sc puede
seflalar que corresponden en términos de protefna a una

concentracién entre 10 y 30 pg/ml.

Para el analisis del quitosano extraido de la pared celular es
necesario  hidrolizar el polimero para obtener unidades de
glucosamina. Sin embargo, parte de la glucosamina liberada se
destruye en este proceso y para minimizar esta destruccién se
emplea una atmésfera inerte. Se determiné el porcentaje’ de
glucosamina 1abil durante la hidrélisis 4Acida en atmésfera de
Helio empleando un estdndar de glucosamina y commo control para
verificar que la hidrélisis haya sldo completa se utilizé una

muestra comercial de quitosano de pureza conacida.

Por razones de disponibilldad del gas inerte, al anallzar las
muestras de los experimentos posteriores se emplesé Nitrégeno en
lugar de Hello y fue necesario  repetir las pruebas anteriores,
Los resultados obtenidos fueron los sigulentes: la pérdida de
glucosamina en el estandar fue de 3%, y ¢l quitosano determinade
en la muestra comercial fue un 95% del valor reportado.
Adicionalmente, se determiné la humedad promedio en las muestras
de quitosane crudo extrafdo en ¢l momento de ser pesadas para
proceder a la hidrélisis acida, vesultando ser de dnicamente 27,

Tomando en cuenta los dos ujtimos valores, se corrigieron los
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" resultados 'del andlisis espectrofotométrico de glucosamina. Estos
valores cal;raspond:n al promedio de los analisls de estdndares que
se realizaron en cada grupo de ampolletas que fueron lienadas y

sometidas a calentamiento.

Estos métodos analfticos se corroboraron en la fermentacién de M.
rouxil arriba mencionada en medio YPD a 28°C. El crecimiento al
final de la fermentacién (4 dfas) fue de 4.2 g7l (promedio de tres
matraces, con una desviacién estdndar de 0.3) y el contenldo de
quitosano en el micelio fue de 6.6 X 0.3 * 7. Este valor de
quitosano coincide -con. los: resuitados “de - White y Vcol. {1979),
qulenes .. reportan para M. rouxil un 4-87 del pcsb seco dé las

células.,
IV.1.2 Seleccién del medlo de cultivo

Una vez montada la fermentacitn, . se. hicleron pruebas para
selecclonar un medio de cultivo adecuado para la produccién de
renina de Rhlzomucor mlehet y valldar el métode de andlisis de
renina en términos de la precisién. Un medioc de composicién
semejante al empleado para M. rouxtl, basado en glucosa, peptena
de casefna y extracto de levadura no presenté actividad de
coagulacién de la leche, En consecuencia, se probaron dos medios
de cyltivo en los que se reportaba la producci6n de renina: uno
definido que incluye citrato férrico amoniacal y casefna  como
fuentes de hitrégeno (Lasure, 1980) v uno complejo compuesto por
suero de leche y glucosa (Feldman, 198l). Se ha propuesto que es

necesarla la presencla de una proteina en el medio para obtener la
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»acllvldad de renlﬁa (Lasure, . 1980). P:;rcce que se necesita de la'
inducclén: de la enzima. Los sobrenadantes de ambas fermentaciones
presentaron- actividad de coagulacion de la leche y se emplearon
‘para validar el método. La actividad producida fue menor. a. las
reportadas - para  otras cepas. No se - intentd méjcrar los
rendimientos de renlna.’ prefiriendo = evaluar ' los . efectos  de

variables amblentales sobre el cultivo mixto,

IV.L3 Validaclén de la técnica de determinacién de renina

Se :;su;l\ié l;fx }icl;lril;:léri '.de ac’tiv!dad dada p‘ur Lemoyne . y col:
(1970}, con el; nnélisls Vefcctuado a 31.5°C. Los volimenes -de
filtrado y ' de leche se escogieron de modo que el tiempo de
’cuagulaclbn de la leche resultara cercano a los 4 min; de este
modo se decidid emplear 3 m! de filtrado de fermentacién {con la
ditucién aproplada cuando fue necesario) y 3 ml de la solucién de
leche. Los andlisis se efectuaron por triplicado y la dispersién
de los resultados para una misma muestra fue menor al 3% de error

relativo.

1.a actividad ‘de renina obtenida con el medio de suero de leche fue
notablemente mayor que la obtenida empleando el medio dcrh;lldo (id ;
su/ml vs. 3 su/ml). En consecuencia, el primero fue selecclonado
para los estudios subsecuentes de los efectos de la temperatura y

el tipo de inéculo. L.a composicion de este medio es la siguiente:

suero de leche en polvo ...... 63.0 g/1

BIUCOSA .rviiiiirarierienie.. 30 g/1
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V.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA

PRODUCCION DE RENINA Y QUITOSANO.

El interés principal de este estudio se centra en establecer la
posibilidad de lograr el cultive mixto de Rhizomucor miehkel y
Mucor rouxil. Para ¢sto, se determinaron los niveles de produceién
de renina y de quitosanc con respecto a los obtenidos en cultivos
por separado, evaluando el efecto de la temperatura, Se estudid
tamblén el efecto sobre el crecimiento de las células, ya que el

es un

P e de la pared ceiular y esti directamente

relaciopado con el cr tento

La Mteratura sefiala que las temperaturas éptimas de crecimiento
para las dos especies son  diferentes, siendo Mucor rouxil
mesaf{lico y Rhizomucor miehel termof(iico. Este implica que la
temperatura es un {actor muy importante a considerar, ya que las
actlvidades enzimaticas Involucradas en el desarrolle de las
células y la produccién de metabolitos se ven favorecidas por la
temperatura en diferente manera para las dos especies. La
temperatura mas adecuada para el crecimiento de Mucor rouxil en la
produccion de quitosano es de 28°C, mientras que se Teporta un
intervalo de temperaturas entre 35 y 40 °C como el mas adecuado
para la obtencién de renina a partir de Rhizomucor miehel (Charles
y col.,, 1970). Esto, sin embargo, varfa considerablemente con el
medio de cultive y otros pardmetros ambientales. Cooney y Emerson
{1964) ofrecen el intervalo de temperaturas en el que crecen
diversos hongos clasilficados como termofilicos, slendo éste ds

aproximadamente 20 a 60° C, mientras que un ejempla de hongo
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mesofilico es Rhizopus nigricans, el cual crece entre 8 y 30 °c.

Para estudiar el efecto de la temperatura, se consideraron varios
niveles comprendidos entre 28 y 40°C; de este modo se incluyeron
niveles de temperatura que favorecfan a cada especie en
particular, as{ como valores intermedios. Debido a que no se pudo
lograr una menor temperatura en la cdmara de agitaclén orbital (a
30°C estos experimentos se realizaron en época de verano), las

temperaturas empleadas fueron: 30, 32, 35, 37 y 40 °c.

En las Figuras 7 a 11 se presentan los resultados del crecimiento
aleanzado y la produceién de renina y quitosano para los tres
tipos de inéculo (mixto y puros) a las diferentes temperaturas.
Para todos los casos, las fermentaciones se reallzaron durante 7
dfas. Los valores presentados son los promedios correspondientes &
tres matraces sacriflcados al final de la fermentacién y la

dispersion expresada como - una desviacién estandar.

1V.2.] Efectos sabre el crecimienta.

El peso seco de las células a los 7 dias de fermentacién se
muestra en la Figura 7. El crecimiento de R. miehel fue mayor que
el de M. rouxti en todo e! Intervalo de temperaturas, con
rendimientos de 15-22 g/i para ¢l primero y 8-12 g/l para el

segundo entre los 30 a 37 °C. Esto indica que el medio de cultivo
4

had, 1

empleado es mejor apro para el cr o por R. miehel
que por M. rouxii, lo que podrfa significar que se parte de un

medio que {avorece e! predominio del primero en el cultivo mixto.
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No se intenté en esta etapa conocer el medio de cultivo més
adecuado, sino unc de partida para observar los efectos de los

factores ya explicados.

A 40°C, el crecimiento de M. rouxil fue muy pobre, con
rendimientos entre 2 y & g/l Este resultado corresponde con lo
esperado, ya que esta temperatura no es adecuada para el

cr de un microor i mesofilo como Mucor rouxil.

Por otra parte, no se observaron varlaciones Importantes en el

crecimiento de RhL miehet para el intervalo de temperaturas
evaluado. Para poder hacer un Juicio sobre la ausencla de
diferencias en estos resultados, s necesario contar con las

curvas de creclmiento a varias temperaturas y saber a qué tiempo

se al los dxl rendimlentos para cada una. No es de

extrafiar el abundante crecimiento de R. miehel a 30°C, tratdndose
de un medio sumergido; varlos investigadores reportan el uso de
esta temperatura para la produccion de renina a partir de R

miehel (Aunstrup, 1976; Feldman, 1981; Mashaly y col., 1983),

En contraparte a la respuesta observada para R. miehel, &l cultivo
mixto presenté un efecto marcado de la temperatura. A 30 y 32 °C
el crecimiento del cultive mixto fue equivalente al de M. rouxii;
a 35 y 37 °C tuvo valores intermedios entre los de los cuitives
por separado (14-16 g/1), mientras que a 40°C alcanzé los niveles
de R. miehei. Estos resultados sugleren que el crecimiento mixto
entre las dos especies es de tipo competitivo o bien pudiera

tratarse de una relacién de amensalismo {refacion en la que uno se
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perjudica y el otro no es afectado). Existe la poslbilidad de que

diemimiid, Trl

su cr con r

ambas especies hayan P a los
cultlvos puros, o que una de las dos crezca mientras la otra lo
haya hecho sin verse afectada por la primera (excepto a 37°C, ea
donde el crecimiento de ambas especies se observa con claridad

disminufdo).

Es de esperar que en una relacién competitlva el efecto de Ia
temperatura se haga mis importante en el crecimiento de un
microorganismo que cuando éste se encuentra solo en el medio, ¥y
esto se observa en los resultados graficados. En el caso presente,
lo esperado serfa que, a medida que aumenta la temperatura, en el
cultive mixto se favorezea el predominlo de R. miehel sobre M.
rouxil; la diferencia en los niveles de crecimiento alcanzados por
los cultivos puros de ambas especies permiten que se pueda
relaclonar ¢! predominic de R. miehel sobre M. rouxi! con un

aumento del peso seco en ¢l cultivo mixto.

Con la Intencién de confirmar las conslderaciones anterlores, se
efectué la observacion microscopica de preparaciones de muestras
de los cultivos puros y mixtos correspondientes a las diferentes
temperaturas (ver Figura l2a-e). Estas preparaciones se realizaron
empleando agua destilada y se observaron en microscopic éptico
mediante la téenica de contraste de fases. R. mliehel crecié
slempre en forma filamentosa, con hifas delgadas de 2-6 g,
mientras que M. rouxil present6 dimorfismo, quedando al final de
la fermentacién con hifas delgadas (2-6 ) y gruesas {8-12 p) y

numerosas células en forma de levadura, Estas diferencias en la
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morfologfa de ambas cepas permitieron detectar la presencia
{aunque no cuantificable) de las dos especies en el cultive mixto.
La concentracién de carbohidratos (glucosa + lactosa) en el medio
de cultivo es de 63 g/I; el que M. rouxfi haya adoptade la forma
de levadura con estos niveles de carbohidratos es consistente con
los resultados de Wacher (1981} para R. pusillus en un medio

basado en pulpa de platano.

A 30 y 32 °C, se observaron hifas delgadas y gruesas y numerosns
células levaduriformes, lo que indica que M. rouxil abunda en el
cultivo mixto. En estas preparaciones no fue posible distinguir
visualmente la presencia de R. mlehel, mas se inflere su
desarrollo en el cultivo mixto, por detectarse actividad de renina
en el sobrenadante. A 35 y :l‘I°C, predominaron las hifas delgadas y
apenas se observaron algumas gruesas y muy pocas células en forma
de levadura, mientras que a 40°C sélo se observéd la forma

fllamentosa.

Las obscrvaciones anteriores coinciden con los resuitados de la
Figura 7 en el sentido de que a las dos temperaturas inferiores
predominan células de M. rouxil, que a 35 y 37 °C se hace més
Importante la presencla de R, miehel y que a 40°C la presencia de

M. rouxit es muy escasa,

Un aspecto Interesante en la evaluacién del crecimiento en estos
cultivos es la forma macroscopica que presentan. Rhlzomucor miehet
siempre crecié en lorma de pellets redondos, con superficie lisa o

arrugada y tamafios variados. Tamblén se observaron algunos pellets
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de aspecto erizado, No se observé relacion entre el aspecto-de la
superficle o el tamahio de los pellets y el crecimiento o la
produccién de actividad de renina. Mucor rouxil crecié en peliets

erizados redondos, cilfndricos y de otras formas menos definidas.

El cultive mixto presenté¢ dlversas formas y éstas se trataron de
relacionar con las observaciones al microscoplo. A 30°C crecié en
pellets redondos de superficle erizada y otros de forma erizada no
esférica; en ambos tipos se observé la forma microscépica tiplea
de M. rouxtl (como en la Fig. 12a). A 32°C sc presentaron los dos
tipos de peliets anteriores, pero sf se observd diferencla en la
forma microscépica de ambos: en los pellets redondos se
encontraron fermas de levadura (como en la Flg. 12d), mientras que
en los erizados no redondos s6lo se observaron hifas delgadas de
2«6 u de didmetro (como en la Fig. 12e). Esto sugiere que en ios
primeros predominé M. rouxil mientras que en los scgundos fue R,

michet.

A 35°C se presentaron las mismas formas que a 32°C, con lgual
relacién con las observaclones microscépicas, pero ademds
crecieron  algunos  peilets ciifndricos muy pequefios, que
coincidieron en ser mads abundantes en los matraces en los que se
obtuve mayor actividad de renina. A 37°C casi todos los pellets
fueron de este dltimo tipo y hubo muy pocos redondos. Las
caracteristicas presentadas a 35 y 37°C sugieren que hay relacién
entre la forma de los pellets y la productividad de renina, con
mayor actividad en pellets cllindricos de tamafio muy pequefio, sin

embargo, a 40°C los pellets fueron de mayor tamafio y redondos;
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,gsic c.en>l'lrma'que la lémpcralura es el factor determinante y si la
forma y el !qmaﬂo de los pellets tienen influencia sobre la
“actividad dg renina del cultivo mixte, es en menor grado, No sec
puede- atribulr una mayor produccion de renina en los pellets mis
pequefios (observados a 37°C) a un mayor acceso a los nutrientes,
puesto que en éstos el rendimiento de biomasa fue menor que en los

pellets de mayor tamafo obtenidos a 40°C.
1¥.2.2 Produccién de renina.

Los niveles de actividad de renina alcanzados por la cepa empleada
en este estudic fueron muy pequefios comparados con los reportados
para cepas como 1a NRRL 3420, pero de suliclente magnitud para ser
medidos con precisién y poder observar claras diferenclas entre

las {ermentaciones.

“'La -actividad de renina se determind como actividad de coagulacidn
de la leche; en la Figura 8 se presentan los resultados para los
tres tipos de indculo a las cinco temperaturas estudiadas. De
acuerdo con lo esperado, el filtrado de la fermentacién de M.
rouxll no coagulé ia leche en ninguno de los casos (todavia
después de una hora y media no hubo formaclién de coigulos). En los
cultivos puros de R. miehel la actividad de coagulacién de la

leche se ubicé entre 8 y 16 1dad hlet; los bi de

temperatura provocaron pequefias varlaciones en la actividad, con
valores mayores a2 35 y 30 °C (12-16 su) que a 32 y 37 °C (8-12

sul.
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En el cultiva mixto no se detectd actividad de renina a los 30 y
a2 °C. mientras que a 3s°C se obtuvo actividad en niveles de
aproximadamente la mitad que en el cultlvo puro de R. mliehel. Sin
embarge, a 37°C la actlvidad se elevé a valores mayores de cuatro
veces los alcanzados por el cultlvo puro; este efecto se presentd
cen menor proporcién a 740°C. siendo el Incremento de alrededor dei

1007,

El aumento de la actividad experimentado a los 37°C para el
cultivo mixto resulta muy importante, pues no sélo confirma la
hipétesis de que en la fermentacion mixta de Rhlzomucor miehel y
Mucor rouxil se puede obtener renina con  los niveles de
productividad que se alcanzan en cultives puros de R, mlehel, sino
que presenta el crecliniento mixto como una opcién para elevar la
productividad de la enzima. Al repetir el experimento a 37°C, se
volvié a obtener un aumento de 4007. Es Importante verificar si

este fenémeno se repite para las cepas empleadas comercialmente,

ya que asl como el cr to y la pr {6n de la enzima
presentan variaclén de una cepa a olra bajo Jas mismas condiciones
amblentales, la respuesta de adaptacién al erecimiento mixto con

otras especies puede variar considerablemente.

La ausencia de actividad de renina en el cultivo mixto a 30 y 32°C
no parece ser causada por una ausencla de crecimiento de R.
michel, puesto que a 32°C se observé en el microscopio la
presencia de esta cepa en varias preparaciones. No es el objetivo
de este estudio el dilucidar los procesos bioquimicos que

expliquen los cambios en la capacidad de produccién de la renina
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por parte de R, ‘miehel;: con los . el planteados  sdlo. se
pueden hacer algunos comentarios -sobre fenémenos que podrfan estar

ocurriendo.

Esta ausencia de actlvidad a 30 y 32 °C  podrfa deberse a que en
estas condiclones R, .miehel crece sin acceso a algin nutriente o
compuesto que sirva de Inductor para la s(ntesis de renina, ya sea
porque M. rouxtl lo esté asimilandoe con preferencia (o
modiflcindolo), o blen que esta cepa esté produciendo alguna
sustancla que sirva de represor para la sfintesls de la enzima por
parte de R. miehei.

crece en adversas, como es el

Cuando un microorg
case de M. rouxil en el cultivo mixto a 37 y 40°C., puede
presentar cambios en algunas reacciones metabélicas que resulten
en alguna sustancia que normalmente no produce, o que deje de
producir alguna obtenible en condiciones favorables; esto puede
ser causado, por ejemplo, al aumentar la temperatura, por
alcanzarse la temperatura optima para la actividad de una enzima o
por ocurrir la desactivacidn de alguna por desnaturallzaclén. De
este modo podria estar ocurriendo que a 30 y 32 ‘c algan
metabolito implicade en el crecimiento de M. rouxii reprima ia
produceién de renina por parte de R. miehel, mientras que a 37 y
40 °C se promueva un aumento en la produccién de renina.
Claramente se requerirfa de una Investigacion especifica para
contar con mayor Informacién que distinga las posibilidades

sehaladas.
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En la Flgura 9 se presenta la actividad especi{fica de coagulacién
de la leche (su' / g micelio seco) en funcién de la temperatura,
Para R. miekel el comportamiento fue equivalente al de la
actividad expresada por volumen de medio. Esto era de esperar, ya
que no se- observaron variaciones en el rendimiento de bjomasa en
funcién de la temperatura. En el cultivo mixto, a 40°C la
actividad especifica fue el doble de la obtenida con R. miehet,
igual que como ocurrié con la actividad por volumen de medlo,
mlentras que a 37°C fue mas de 5 veces mayor. En  términos de la
actividad especi{fica, el aumento de actividad de renina en el
cultivo mixto a 37°C con respecto al cultivo purc £s mayor que
cuando se expresa en funcién del volumen de medio, ya que el
rendimientc de blomasa fue menor en el cultive mixte que en el

cultlvo puro de R. miehel.
IV.2.3 Produccién de quitosano.

Se determind el rendimiento de quitosano como mg de quitosano por
100 ml de medio. Como este rendimiento tlene una  dependencia

directa con el crecimiento, resulta interesante saber s| los

hid 4 1

cambios detectados son e a vari en el
crecimiente o si hay cambios en el contenido de quitosano en las
células. Por tanto, se reportan ademds los valores de mg de
quitosane por g de peso seco de las células. Estos resultados se

muestran en las Flguras 10 y Il

Ei rendimiento de quitosano para Mucor rouxii fue menor que para

el cultivo puro de Rhizomucor miehel, con valores de 1(7-25
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mg/100ml para el primero, entre 3G y 37 °C, y de 23-37 mg/100ml
para e} segundo en todo el Intervalo de temperaturas. Esto es
debido a que el crecimiento de R. michel fue casi el doble del
obtenido para M. rouxii, sin embargo, el contenido de quitosano en
el micelio de éste fue siempre mayor que en R. miehel (ver Figuras
7 y 11)}; esto indlca que en aquellas condiciones en que M, rouxii
alcanza el ‘mismo crecimlento que R. miehel, la produccién de

quitosano es mayor.

El contenido de quitosano en las células de Mucor rouxil varié
entre 19 y 25 mg gquitosano por g peso seco. Estos resultados son
bajos en relacion con los reportados por White y cel. {1979) de
40-80 mg por g peso seco. Tal diferencla no esta asoclada a la
cepa, pues en experimentos preliminares empleando el mismo medic
de cultiva usado por White y col., se obtuvieron rendimientos de
63-69 mg quitosano por g peso seco (fermentacién a 28°C por 4
dias). Una posibilidad es que exista algin efecto de! medio de
cuitivo, sin embargo, es probable que el tiempo de fermentacién
haya Influfdo en esta disminucidn, puesto que se ha encontrado en
Absldia coerulea que la extraccién del quitcsano de la pared
celular se hace mas diffeil a partir de cierto tiempo de
fermentacién {McGahren y col,, 1983}, En principlo, el quitosano
puede unirse 2 otros componcites de la pared de imodo que sca mas
diffecll su solubilizacién durante el tratamniento de reflujo en
solucién acida. Esto necesita ser verificado en las cepas que se

usen para la continuacién del proyecto.
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A 40°C, el rendimiento en el cultivo de M. rouxil bajo a 3-10
mg/l00ml, como era de esperarse por ¢l bajo crecimiento de las
células (ver Figura 10); ademds, el contenido de quitosano en el
micello también se vio disminufdo. Estos resultados indican que el
aumento de la temperatura de fermentacién a 40°C no sélo provocé

disminuel 6

una

en el crecimlento de M. rouxii, slno gue ademas

b P

produjo en su p puede ser que haya disminufdo

la sintesls de quitosano en las células, al verse afectada la
actividad de la quitina sintetasa y/o la quitina desacetilasa, o

blen que se haya promovido la actividad de la quitosanasa.

La menor produccién de quitosano per parte de AMucor rouxit a 40%
fue el tnlco efecto notable de la temperatura en los cultivos
puros. Para R. mlehel, el contenido de quitosano en las células no
varié con la temperatura. Como el crecimiento tampoco se vio
afectado, se Infiere que el rendimiente de quitosano en la

fermentacién se mantuvo practicamente constante.

En el cultivo mixto el rendimiento de quitosano fue similar al de
M. rouxt! por si solo a 30 y 32 °C. Sin embargo, a 35°C resulté
mayor que en los cultivos puros y a 37 y 40 °GC no se detectaron
diferencias con respecto a R, miehet (Figura 10}, Estos resultados

no sélo estin determinad por las variaci en el cr

del cultivo mixto con la temperatura, sine que ademds ocurrieron
camblos en ¢l contenido de quitosano en las eélulas. En la Figura
11 se observa que a los 30, 32 y 37 °C el contenido de quitosano
en el cultive mixto fue similar al de M. rouxii; éste se mantuvo

mayor a 40°C debldo a la disminucién en M. rouxii ya comentada.
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Sin  embargo, - a 35°C el ‘contenido i 'de ‘qullusanu fue

conslderablemente mayor en el cultlvo” mixto que en. sl puro de M.

rouxtl.

El contenido’ de Qquitosano en las células de R. miehel fue
alrededor de un 707 el obtenldo en las células de M. rouxii, entre
32 y 37°C. Por lo tanto, se esperaba que los valores para los
cultivos mixtos fueran menores que los de A, rouxil! y que se
tendieran a los de R. miehei a medida que aumentara la temperatura
(al aumentar la temperatura se observé un aumentc en la proporcién
de R. mlehel en el cultive mixta). Sin embargo, los resultados no
slguleron este comportamlento y superaron lo esperado en cuanto a
la produccién de quitesano en el cultive mixto. Esto puede ser
deblde a que en el cultivo mixto se incremente la sintesis de
quitina + quitesano o que se aumesile la proporcidn de quitosano
sobre quitina mediante la promocién de la actividad de las
enzimas quitina sintetasa y quitina desacetflasa. Otra posibilidad
es que no haya ocurrido un aumento en la sfntesis de estos
compuestos, sino que el entrecruzamiento del quitosano con
componentes de la pared planteado anteriormente se presente en los
cultivos puros y en menor medida en el cultivo mixto,
especlalmente a JS'C. facilitdndose as{ su extraccién durante el

proceso de anilisis.
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V. CONCLUSIONES

- Ei crecimiento del cultivo mixto de Rhizomucor miehei y Mucor
rouxil se ve afectado por la temperatura, de modo que entre 30 y
32 °C sc obtlcnen rendimientos cquivalentes a los de un cultivo
puro de M. rouxil, y a medida que aumenta la temperatura se
acerca mas a los rendimientos que se logran con R. miehel, hasta
hacerse iguales a los 40°C. Esto parece estar asociado a la

proporcién relativa con que crecen las dos  especies.

- La presencia de Mucor rouxll en el inécuio af'ecta la produccién
de renima por parte de R, miehel. A ;10 ¥ 32 °C no hay
produccién de renina en el cuitivo mixto; a 35°C hay una
produccién de alrededor del 507% de la obtenida en el cultive
puro de R. miehel, y a 37°C se alcanza una productividad mas de
cuatro veces superior a la del cultive puro. A 40°C e} aumento
es del 1007, Por tanto, en el cultivo mixto no sdlo se puede
obtener renina en los mismos niveles que en el cultive puro de R.
miehet, sino que ademds se puede elevar considerablemente su

productividad.

E! rendimiento de  quitosano en el cultivo mixto no se ve
disminufdo con respecto al cultivo puro de M. rouxif, sea en
términos de productividad o de comtenido en las células. Esto
significa que se puede obtener quitosano al menos con los mismos
rendimientos que con Af. rouxil solo, a la vez que se aumenta el

rendimlento de la renina producida por R. mieheli.
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- De las dos conclusiones anteriores, se infiere que el desarrollo
de una fermentacién mixta de las especies Rhizomucor miehel y
Mucor rouxi{ podria ilegar a ser una opcibn rentable en la
produccién conjunta de renina y qultosano. Por tanto, se deben
seguir estudiando los factores que afectan este proceso con ja
finalldad de llegar a hacerlo técnica y econémicamente

aplicable.
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Vi, RECOMENDACIONES

- Reallzar estos experimentos con cepas registradas de alta
productividad en renina y quitosano, come Rhizomucor miehe! NRRL
3420 o NRRL 3159 y Mucor rouxtl IM-80 (ATCC 24905). Incorporar

" al estudio algunas especles del pgénero Absidia que pudle;'an

tener mayor contenide de quitosano que M. rouxtl.

Estudiar cinética de cr o y de pri de ‘renina .y

quitesano para escoger el tiempe de fermentacién. que ‘pres'e‘hta :

mdximos rendimientos.

aereacion (a nivel de lermentador).

Reallzar estudios bloquimicos con. el ob]ellv}by

e explicar los .

quitosano’ én "los

aumentos en la produccién de ru‘zlna‘ y dé

cultivos mixtos descritos.
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