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l. INTRODUCCION 

Durante la elaboración de quesos la coagulación de la leche por la 

acción del cuajo representa una etapa fundamental. El cuajo se 

obtiene del abomaso de terneros antes del destete y su actividad 

coagulante se debe especialmente a una enzima llamada quimosina o 

renlna, la cual catallza la hldr61lsls del enlace pept(dlco 

Phe
105 

-Met
10

b de la K-casefna; como resultado de esta actividad 

enzlmá.tlca se desestabilizan las mlceJas de caseína. las- cuales 

precipitan con la ayuda de Iones 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 lconsecuentemente, reducción de los terneros 

sacrificados para la obtención de cuajo), por lo que desde hace 

varias décadas se vienen buscando fuentes de proteasas que tengan 

la especlílcldad de la quimosina y puedan sustituirla en la 

elaboración de quesos. 

Se han encontrado numerosas proteasas extraídas de plantas, 

animales y microorganismos que producen la coagulación de la 

leche, pero la mayoría de ellas son muy poco espec!ficas para el 

enlace Phe
10

s-Met
10

ó y poseen una actividad proteolítlca excesiva, 

produciendo quesos con pobre textura, sabores amargos, y/o bajos 

rendimientos. Las proteasas que más se acercan a la especlricldad 

de b. quimosina son algunas de origen microbiano y sólo las 

obtenidas de tres especies de hongos (Endothla parasttlca, 



Rhlzomucor pustllu~ Y. Rhfzo~tfcor mfehell h~n,. re.sultado .CxttOsas, 

abarcando ya 'má.~ ··ae la mitad .del merC~do ~UOd1a1 -de r~~lna •. De 

est.as lr:~s r~~;na~~·::~~n8J;~s,. ~a, Q~e; má~ .. \e ~~eme}~ en··¿.~ aéclón 

s?bre' 1a ·,lech; :.~ Í~···,qulnl~~lna. ~5 la-~~~ ~~' ·~btl~-~~ a~ ·R. mfehel. 

Este afio. se incorporan al mercado tres productos comerciales de 

(¡utffiOSióa . obtenida vla lngenler(a genética, partir de 

Aspei-glflus nlger, KLuyVeromyces lacUs y Escherlchfa colL. Estos 

productos, junto con nuevas preparaciones de renlna bovina 

purificada mediante técnicas cromatográflcas, amplfan la oferta de 

la quimosina y entran a competir con las renlnas obtenidas de 

hongos fUamentosos. En México las renlnas fúnglcas poseen la 

ventaja de que ya son preferidas por los productores de quesos 

frescos (estos quesos constituyen aproximadamente un 10'7. del 

mercado de quesos en México), debido a que poseen 

se11:.;lbtlldad que la ren\na de ternera a la variabilidad en el pH 

de la leche (Gutlerrez, 1990). De todos muúu~ se; esl.11:ra que el 

precio de lo!> productos recomblnantes vaya disminuyendo en los 

próx.lmos anos y resulta Importante para los productores de 

renlnas fúnglcas el disminuir costos en su producción. 

El empleo de los microorganismos para la obtención de productos 

Industriales tiene numerosas ventajas sobre las fuentes 

tradicionales en relación a la disponibilidad, al control de los 

procesos y estandarización de la calidad de los productos, y sobre 

los procesos quimkos en cuanto a la Inocuidad, por lo que es de 

gran interés el desarrollo de nuevas tecnologías que hagan viable 

la producción comerci31 de diversos materiales a partir de esta 



fuente. El caso de la renlna ilustra algunas de estas ventajas en 

la iñdustrla allmeótarla." 

Un producto-:cori B:rari.potenc1a1 pa:ra aumentar.su demanda dentro -dé 

la Industria de ~·a_IÍ~~~tos Cs el. qultosano. Este es un pol{mero de 

glucosamlna que - por su - carácter peculiar de pollelectrollto 

catlónlco natural tiene una gran variedad de aplicaciones en la 

industria de alimentos como: agente flocutante, agente funcional, 

acarreador de aditivos, soporte de células y enzimas, Ingrediente 

en alimentos y otras IKnorr, 1984). 

El qultosano se obtiene actualmente a partir de la quitina que se 

extrae del caparazón de crustáceos, por desacetilaclón de ésta 

mediante procesos químicos, Como materia prima se emplean los 

desperdicios de la Industria de mariscos, existiendo la 

problemática de la llmltaclón dlsponlbllldad y las 

variaciones en las propiedades de la quitina extraída según la 

estación del ano y la degradación que va ocurriendo en ésta 

durante el almacenamiento de los desperdicios. Estos factores 

dirtcultan la uniíormldad de calidad en los productos. 

Se han sugerido otras posibles fuentes para la producción de la 

quitina y el qultosano, como algunas diatomeas y la blomasa que se 

descarta de algunos procesos industriales que empican hongos, pero 

el poco crecimiento en la primera y la dlflcultad de la separación 

de la quitina en la segunda, hacen poco viable su aplicación. La 

opción más viable para la obtención del quitosano es el uso de 

algún hongo de la subdivisión Zygomycotina, ya que en especies de 



este grupo, y en especial de la ramilla Mucoraceae, el esqueleto 

de la pared celular encuentra constituido prlnclpa~mente por 

quitosano como tal y en menor proporción por quitina.: La especie 

que ha sido más estudiada. con ~ste. propósl~o ._es,. Afucpr ·rouXLI,_ 

debido a su alto contenido de qultosano en·: la , pEi.~ed. ~Berkeley .y 

col., 1979: Whlte ·y col;, 1979) 

- ~· ' . - " 

RhlzomÚcof 'Ínfehel' -·üene_·_rhúchaS:'~a~a-ci't~r(sÚ~as ·:~~; comon con laS"'. 

especie~· --del 8énero · 'AluCor;. ·de- heé:ho, BntcriOrmeOtC !CS 

clas1r1caba '.dentro del m1sm-o : -gé~~_i-o. ':Ú~~ns·~.d~ra'ndo-:·_ ··.a-lgurlaS 

diferencias como 
' ' .• -~-' _-<.: 

la 'prese-~cl~ ~ - de:.-· ·r1zOldeS ~ cOráétCi-

se creó .- el .. -~-6~er-~- ·- Rhlzomucor p{;a:_-.:-.-:;~~J~~l.fl~~;c· termortllco, 

algunas especies CDomsch y col., 1980). 

Partiendo de la experiencia que se tiene en nuestro laboratorio en 

el manejo de especies de la familia Mucoraceae y viendo, por un 

lado, la necesidad existente de hacer viable técnica 

económicamente la obtención de qultosano a partir de hongos, y por 

otro lado, la Importancia de reducir costos en la producción de 

renlnas fúnglcas, nos planteamos que sería Interesante probar si 

en una fermentación mixta entre una especie productora de renlna y 

una con alto contenido de qultosano en su rared, se pudieran 

desarrollar ambas cepds de modo que !>e obtenga, con el filtrado 

una actividad de renina y con la blomasa una producción de 

qultnsano que resulten comparables a lo!; obtenido~ en tos culth·os 

puros de las r.!:pecles correspondientes. De este modo, con la 

producción simultánea de renina y qultosano se estaría ahorrando 

costos en equipos, tmergía y mano de obra, que beneflclarian a la 



industria -de renlnas rúi:i8;ica~ y se estarla abriendo , un camino para 

hacer viable la pro~uccl6n de qultosano a partir de hongos. 

Se, escogieron:; las. eSpecles Rhlzomucor mfeheÍ Y- Mucor rouxU, por 

' 
producir· la · prlmerá una proteasa con especlricldad cercana a la de 

la re:riln~ de ~ternera, y -por ser la segunda la ~~s estl:ldlada para 

la producción de qultosano debido a su alto contenido en la pared. 

R.· mfeheL es de carácter termorlllco, reportándose temperaturas de 

rermentacl6n para la producción de renlna principalmente entre JO 

y 40°C, mientras que Af. rouxU es un hongo mesórllo, parn el que 

se emplea comünmente la temperatura de 28°C. Consecuentemente, la 

temperatura es un ractor que tiene gran lnrluencla en el 

comportamiento del crecimiento y producción de metabolltos en 

cultivo mixto entre ambas especies. Esto hace también que 

puedan presentar importantes cambios en el la producción de 

ciertos metabolitos que benericien o per judlquen la producción de 

renlna y de quitosano en el cultivo mixto, según la temperatura 

empleada. Se decidió estudiar el erecto del cultivo mixto y de la 

temperatura en el crecimiento y la producción de renina y de 

qultosano. 



11. ANTECEDENTES 

11.1 RENINA 

Uno de los alimentos que se destacan por. sus cualidades 

organolépticas su valor nutritivo cuya demanda 

continuamente aumento es el queso. ._Este derivado lácteo 

probablemente empezó a Consumlrs·e por feriilenta~lón natural de 1a 

leche, con la producción de ácidos" orgánicos, como el láctico, que 

provocaban la caída del pH hasta el punto lsoeléctrlco de la 

caseína, produciéndose un coágulo del- que fácilmente se separa el 

suero. Luego, con el uso del cuajo obtenido del abomaso del 

becerro, se comenzó a producir el queso, de : una forma más 

controlada, por acción enzimática· y_ sin. modificación del pH de la 

leche. 

El origen del uso de la renlna en la prCparñción de quesos no está. 
. . ' . 

esclarecido. Existe un relato que sugtCre QU-e ·.su .. -_~mp!eo fue 

primeramente descubierto por 1m me~cader _ árab~, ·el cual en el 

Inicio de un viaje colocó su provisión de leche· en una bolsa hecha 

con eo;tómago de oveja: durante el viaje por el desierto, el calor 

del sol prorr,ovió la acción enzimática de la renloa contenida en el 

rr.vestlmiento del estómago, lo que ocasionó la formación de 

coágulo'i y suero; en la noche, el \'lajero notó que el suero le 

agradaba para calrnar :m sed y que el coágulo ~cnía mu7 bien e.orno 

alimento. (Sardinas, 1916). 



Hoy ein día, la tecnología para la producción de quesos es muy rica 

y emplea diversos recursos para la obtención de muy variados 

sabores, aromas, colores y texturas. En estos procesos, el papel 

de la renlna en la coagutaci6n de la leche se ha estudiado con 

mucho detalle. La leche coagula en dos etapas consecutivas: 

primero, una etapa enzimática, en la cual la renlna rompe un 

enlace peptídlco la ic:-caseína, ocasionando la desestabllizacl6n 

de las mlcelas de caseína, En una segunda etapa, las mlcelas 

desestabtllzadas comienzan a agregarse, _con la contribución de los 

Iones ca•• y precipitan formando el coágulo. 

11.1.1. Renlna de ternera. 

En el abomaso de rumiantes Jóvenes se encuentra un zlm6geno 

(pro-renlna o pro-quimosina), el cual tiene la capacidad de 

coagular la leche. En condiciones ácidas se desprende un péptido 

de ta pro-renlna, quedando la renlna o quimosina, la cual tlene 

mayor actividad que el zim6geno. Esta enzima rompe el enlace 

Phe10s-Met106 de la ic.-caseina, liberándose un glucomacropéptido y 

p-K.-case(na. La actlvacl6n de la pro-renlna se realiza por ruptura 

cerca de la parte N-termlnal, con reducción del peso molecular de 

36,000 a 31,000. 

La renlna está compuesta por tres fracciones activas, con 

actividad relativa de 125, 100 y 55-60 con respecto a la segunda. 

El punto lsoeléctrlco es de 4,5, Al aumentar el pH de 6.3 a la 

neutralidad, la actividad de la enzima se destruye con mayor 

rapidez¡ en cambio, la pro-renlna es estable a pHs alcalinos 



(generalmente es estable en un rango de pll de 5.3 a 9.0). 

En los extractos de renlna de ternerá se ~ni:uentra presente -además 

la pepsina , en concentración de 3-151., con variac!Ones en- las ·_quC 

Influyen la edad y la alimentación del ~-~lmal~:-·:ror.~\;tro>iádo/:.ia-s · -· 
' - . . . -

preparaciones comerciales de renlna de terner~ _.cOntlen~n Un .10-301. 

de pepsina bovina. En forrña: uQ~ld~. :::- s~ ·--~~~nS~~vaR·'~ en-_ -a:110 . 

. · ...... -.·_ '· . -.-- -

benzoato de sodio y propl1englicol . .-·La ·r~OlnÍJ.·, __ en_ ~~~~o. 'se -Obtlerle. 

por acidificación de extractos activados· o satur.ac16ri c~n :N:a~l.,. o_ 

ambos (Webb y col., 1974). 

__ ::~. __ -:_.·;~_-: - . .,--; ~ 

En 1983 se aprobó el status GR.As como lngred(~~-te ·-~~lrec~·;;·_.··en' 
alimentos para la renlna de ternero, cabrito . y có~~~~~.--·,.§ para la 

renlna bovina, considerada como el ~rodu~~o obtenldO d~" los 

adultos de las especi~s anteriores lFDh, 1983), 

n.1.2. Proteasas con características de ·r-cnina. 

Con el continuo aumento en el consumo de quesos y __ la dismlnucl6n 

de la disponibilidad de ternercs debido _a u·na .; maYor- dedlcáctón a 
------------·--·--e------- ---o-;--' 

la producción de carne, el u::o de renlna animal se ·va h11;clendo más 

limitado y crece la necesidad de emplear: _ sus~Ú~tos de eSta r".nlna. 

para la elaboración de quesos. 

,' 
Sardinas (1976) enumera los requerimientos Que··, deber\· ser 

~a.tlsfechos por un substituto de renlna: 



. . 
a) coagulación efectiva de la leché. sin hldróllsis Indebida del 

coágulo 

b) desnrrollo ~e sa~or, -·c9erpo. y tCxtura.- adecu~dos 

e) vida de almacen8mleñtó raZonahle · 

d) color y olor aceptables 

e) ausencia, de tox~nas ·y patógenosº 

rl precl,o competltl~o 

Se tienen reportes de la obtención de renfna de otros animales 

diferentes del becerro como: oveja, conejo, búfalo, pollo y cabra. 

Estas preparaciones no son ampliamente usadas, pero en algunos 

países llegan a emplearse, como en el caso de la renfna extraída 

del proventrículo del pollo, que usa en Israel para la 

producción de sus quesos (Sardinas, 1976). Estos extractos 

enzimáticos contienen varias proteasas además de la quimosina, 

como son pepsina, qulmotrlpslna y trlpslna. La pepsina no tiene 

una actividad protcolítlca muy alta con respecto a su capacidad de 

coagulación de la leche, mientras que las dos Ultimas son muy 

proteolftlcas, por lo que resultan muy pobres como sustitutos de 

la quimosina. 

La pepsina no es recomendable para ser usada sola en la 

preparación de quesos, pero en combinación con la quimosina o 

algunas rcnfnas microbianas puede producir quesos de calldad 

razonable. De hecho, como esto representa una disminución en 

costos, su uso es comUn por muchos productores. 



Se ha probado el uso de proteasas provenientes de plantas en la 

elaboración de quesos. Algunos reportan la apllcacl6n exitosa 'de 

estas proteasas, pero general han resultado ser Inadecuadas 

para tal uso, puesto que poseen muy alta actividad proteoHtlca 

resultante en Quesos con sabores amargos y pobre textura. Se ha 

Intentado su empleo adaptando el procedimiento de elaboración del 

queso o modificando la actividad de Ja en:tlma, pero hasta ahora no 

hay ninguna aplicación exitosa que se haya Introducido al mercado. 

Entre este grupo de proteasas están: bromelina (de -la plfta}, 

papaína (de la papaya), flclna (del higo), y una variedad de 

enzimas extraídas de soya, calabaza, hierba lechera, etc. 

Como alternativa a las fuentes animales y vegeta!C~-:- - s'C- ha 

Investigado mucho sobre Ja obtención de sustitutos dC:: 1-e_nln~'. de 

origen microbiano. 

Las proteasas producidas por bacterias, - en su ;'ffiayodii', -i:1eiien: mui 

alta actividad proteoHtlca como· para. ·s~t·/~~~1~-~da¿·:·· e-ri- la 

coa~laclón de la leche; sin embargo, al&Un3s. :~~~ -~-ld~--'.·-~mP1~3.dás 
con éxito bajo determinadas condiciones, como ~as· obteril,das de 'B. 

cereus, B. mesenterlcus, B. potymyxa y 8. subtflls (Sardinas, 

1976). 

Las proteasas microbianas que poseen las mejore~ propltdades para 

la coagulación de la leche son t!e origen fúnglco. En numerosas 

especies i::e han encontrado enzimas capaces de coagular la leche, 

como; Physarlum polycephalum, Penlcllllum cltrlnum, 11bs[dla 

ramosa, l\lucor Lamprosporus, ,\fucor mucedo y Mucor r·ennlnu.~. pero 

10 



solamente tres especies han logrado tener éxito comercial en la 

producción de renlna: Endothla parasltlca, Rhlzomucor puslllus y 

Rhlzomucor mlehel. 

La renlna obtenida de Endothla parasltlca tiene un peso molecular 

entre 34000 y 39000, da con un punto lsoeléctrlco de s.s y se 

destruye a 60°C en 5 mln. Tiene preferencia por grupos aromáticos 

o hidrofóblcos a ambos lados del enlace pept(d!co objetivo, y 

llega a romper el enlace Phe10s-Met10& de la K-caseína. La 

actividad proteolitica es mayor que Ja de la renina de ternero o 

de Rhlzomucor y tiende a estar asociada con la producción de 

coágulos amargos cuando el contenido de humedad es alto, Sin 

embargo, se han preparado con éxito diferentes tipos de quesos, 

como: Brle, Camembert, Cheddar fresco, Col by, Mozzarella, Suizo, 

etc. La renlna de E. parasltlca vendida por Pfizer Ltd. bajo 

los nombres de Sure curd y Suparen. 

El extracto enzimático de Rhlzomucor pustllus tiene actividad 

principalmente sobre aminoácidos aromáticos y actividad 

proteolítlca es menor, con respecto a su capacidad de coagulación 

de la leche, que la del extracto de E. parasltíc.1. La enzima tiene 

un peso molecular entre 29000 y :10600 y da con un punto 

lsoeMctrlco entre 3.5 y 3.8. La actividad de coagulación de Ja 

leche es elevada por los iones Ca•• en mayor proporción que en el 

caso de la quimosina. Su uso en combinación con la renlna animal 

disminuye la liberación de grasa hacia el suero que ocurre cuando 

empicada sola, y además se observa un efecto slnergístlco en 

la coagulación de la leche, Jo que sugiere que actúan por 

11 



mecanismos diferentes. Entre los quesos que se han preparado con 

éxito usando esta enzima se encuentran: Brlck, camembert, Cheddar, 

Cottage, Edam, Gouda, variedades italianas, etc; La rcnlna de R. 

PusUlus es producida por las compal\fas Vltex Melto Sangyo, 

Oalryland Food y Miles Lab. 1 con los nombres comerciales de Noury, 

Melto, Emporasa y Novadel respectivamente (Sardinas, 1976). 

La proteasa de Rhlzomucor mlchcl es la que tiene menor actividad 

proteotcttca y especificidad más cercana a la de la quimosina, 

entre la renlnas fúnglcas mencionadas. Esta una gllcoproteína 

encontrada en numerosas cepas de R. mlehcl, con un peso molecular 

entre 38000 y 41800. Se han separado por lo menos trt:s fracciones 

activas. Su punto lsoeléctrlco es de 4.2 y se dest_ruye rápidamente 

a 1oºc. 

Como es común en tas proteasas ácidas, ésta posee una preferencia 

por romper enlaces pcptídicos en amlnocicidos hldrofobicos. La 

hidrólisis de esta enzima sobre la cadena B de la Insulina o:<ldada 

presenta un patrón de rupt•1ra de enlaces parecido al producido por 

la quimosina. Sternbcrg (1972) encontró que el gllcopéptldo 

llberado en la ruptura de la K-Cas«":ína por la renlna de R. mlcheL 

es muy semejante al liberado por la quimc.slna, lo que sugiere que 

el punto de ruptura es el mismo. 

La renlna de R. mle'1el se ha empleado con muy buenos resultados 

para difenmtes tipos de quesos como: Camembert, Gouda, Cheddar, 

Domiatl, Butter, Edam, Tollenser, etc Las compaf\(as que producen 

esta renlna y los nombres comrrclalc:; usados son los siguientes: 



Chr. Hansens Lab.(lfannlh1sa), Novo Industries Ltd. (Renltasal. 

Wallersteln Co. (Fromasa, Mlkll y Miles Laboratorles (Marzyme). 

Se han empleado muy diferentes unidades de actividad de 

coagulaclón de la leche y de actividad proteolltlca, según los 

métodos de análisis. El cociente actividad de coagulación de la 

leche / actividad proteolítlca se emplea como indicador de la 

calidad de una proteasa para su uso en la elaboración de quesos. A 

contlnuaclón se reportan estos cocientes para diversas proteasas, 

pudiéndose notar la cercanía a la quimosina de las reninas de R. 

pusUlus (Tablas 1 y 2) y R. mlehel (Tabla 2). 

Tabla 1. Cociente de act lvldad de coagulación de la leche··· 

Papaína 

Trlpsina 

Malsina 

Fiel na 

IJ 



. , .. '.. .:~- -·'_··.:: - .- .::_.: . ', .· - . 
Tabla 2. Comparación del ·coclente.de.·activldad' de' coil'2ulaiÚ6n 

.de . ~--~- ·;~-~-~e ; ~ o~~~.'a·é·i;1·V1 ~i'd . pi~~i··e~h··.t ~:~~~·· d-~:~ 1 a··_ren lna 

~~~~~~L ~a'n·;~i¡· ~:~<o.t1'~-~-:~ ~~~Jri,~~~·-~::co~::;~~Í áJ"es 
·/;:. ,·,_:¡•¡.- -".¡e,.- ',;;·,e -º~"::.~ - ~~' 

Rcn I Jasa ·::.·: R ~ ~~~-~-~~~f;~ '.-:;-~~·;: ~~-~!JU l __ ar 

/_:;.'/~ .~_;p~~I{fú'~~1~~~- P~'i·vo · 
Par~~-(t 't_'ca'~:·-P~ 1 Yo 

660000/g 

- 800000/g 

169000/g 

Cocfente 
Act.Coag.I 
Act. Pro t. 

3.9 

5.2 

4.5 

1.6 

Ren loa Melto R. :-/;ii.sL~-L~s :-· polvo 662000/g 3.4 

Reo Jna de Hans en R. tTit-~h~L polvo 363500/g 13.2 

Reo Ina de ternera ternera liquida 9600/ml 12.s 

• tomado de: Thakur y col., 1990 

Recientemente se ha comenzado a producir quimosina por la técnica 

de ONA recombinante, tratando de combinar las ventajas de la 

producción microbiana de enzimas (reproduclbilldad, altos 

rendimientos, condiciones controlables, etc.), la 

especificidad y el uso tradicional de la proteasa de origen 

animal. L6ffler 0986), hace mención de tres trabajos en los que 

se logra expresar la quimosina en E. coli y en S. cerevlsfae, 

manteniendo las ventajas de dicha enzima. Más recientemente, 

Genencot· lnc., de San rranclsco, E.E.V.U., solicitó en 1989 la 

designación de la enzima obtenida p.'.lr ONA recomblnante 

14 



AspergU!us nCger var. awamorf con el status GRAS, por parte de la 

f'DA (Zelko, 1989). En 1991 hay ya en el mercado tres quimosinas 

recomblnantes: una producida por Pflzer en '.E. coU, otra producida 

por Glst-Brocades en Ktuyveromyces facUs y. la producida por 

Genecor en A. nlgcr var. awamorC: no obstante, sus precios son alln 

muy elevados. 

11.1.3. Sfntesh1 de renlna de Rhfzomucor mCeheL. 

Se han empleado diversas cepas de R. mCehel para la síntesis de 

renlna, siendo la más comün la NRRL 3420. feldman (1981) comparó 

la actividad de renlna producida por las cepas NRRL 3169, NRRL 

A7772, NRRL A13042, NRRL A13131 Y NRRL A6588, empleando un medio 

de cultivo compuesto por suero de leche, almidón de maíz 

degradado, levadura de cerveza y glucosa, resultando como más 

productoras las cepas 3169 y A7712, seguidas por las Al3131 y 

Al3042. 

Lasure (1980) estudió las condiciones que favorecen J que reprimen 

la producción. de la enzima por R. mfehel en un medio dcrlnldo. Se 

encontró que para la producción de la renina necesaria la 

presencia de una proteína, y no fue suficiente la presencia de 

aminoácidos libres. No se tiene claro si se trata de un proceso de 

Inducción de síntesis protéica o si se trata de la liberación de 

la enzima desde la pared celular o la membrana, pero la inhibición 

de la actividad enzimática por clc\oheximida sugiere que 

requiere de la síntesis de Ja enzima. La actividad aumentó al 

limitar el nitrógeno y el azufre inorgánicos en presencia de 
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caseína. En cambio, parece haber ·represión de la actividad por 

altos niveles de glucosa {167.), tartrato de amonio y. sulfato de 

magnesio. 

Mashaly y col. (1983) encontraron que al usar: peptona como fuente 

de nitrógeno se produjo mayor actividad de renlna que cuando 

emplearon fuentes no prot~lcas como (NH4l2S04, urea y NH4NO:i: la 

adición de caseína, albúmina bovina st!rlca o hemoglobina, aumentó 

la actividad, con el mayor efecto obtenido con la caseCna al 27.. 

Charles col. 0970) realizaron fermentaciones varias 

temperaturas entre 30 y 50°C por 
0

2-7 días y obtuvieron mayor 

producción de renlna entre 35 y 40 ºc. Por su parte, Mashaly y 

col. (1983), al emplear el medio con peptona, en fermentaciones de 

7 dCas a 30°C, encontraron un rango de pH adecuado de 5.3-6.S, con 

un 6tlmo de S.S. 

11.2 QUITOSANO 

El qultosano es un polímero de 0-glucosamlna que, junto can la 

quitina, constituyen los únicos polímeros catiónlcos naturales, lo 

que los hace de gran lntert!s para diversas áreas Industriales. 

Actualmente, el qultosano que se producr. comercialmente es 

obtenido a partir de la quitina extraída de ln\'ertebraJos marinos, 

pero existen otras fuentes que es conveniente l!Studlar. 
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La estructura de estos. pollsacái:ldos ·e~ se.mejan~e a· la de la 

celulosa; con enlaces· - 13(1-4). ·La. unidad que c~nstltuye al - , . ' 

qultosano ·es la 0-glucoS.afnln'<it ~lenfraS "que l~-~~e :··i~.'. ~uiÍ.lna ~~-.el 

d':rlvado N-ac-~t11~d~· de· 1~- gt~C~-sa~.Í~~. 
.. ·'· ··_. ·. -· .. 

[~~>] 
R ,; COCH3 C--> QUITINA 

R = H ----> QUITOSANO 

En forma natural, el quitosano siempre se presenta con un bajo 

porcentaje de grupos acetllados, mientras que la quitina presenta 

altos grados de acetllac16n. El polímero se considera como 

qultosano cuando es soluble en ácidos orgánicos. 

La quitina ocupa el segundo lugar, después de la celulosa, como el 

compuesto orgánico de mayor abundancia en la naturaleza. Se 

encuentra como componente de la pared celular en plantas, 

reemplazando a la celulosa o junto con ésta, y en las estructuras 

animales generalmente forma parte de una cutícula en una 

superficie del epitelio. En la mayor parte de los casos, la 

quitina se encuentra unida a proteínas, formando un armazón 

fibroso que es reforzado y modificado por una matriz de proteínas 

(Knorr,1984), En contraste, para algas se reporta la presencia de 

quitina pura, homogéneamt!nte cristalina, en dos diatomeas marinas: 
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Thallassfoslra fluvtatl.lls y . CycloteUa. cryptlca (Berkeley y col., 

1919). 

La quitina se encuentra formando parte del exoesqueleto de los 

artrópodos, llegando en ocasiones a constituir un 807. de la 

cuUcula. En ciertos protozoarios se encuentra en pequenas 

cantidades, por ejemplo en los rizópodos AILogromla ovlmor fls y 

Plaglopxls sp., en los que constituye, respectivamente, el 0.3 y 

1.6 7. del peso seco. Como ya se mencion6, se encuentra en algunas 

diatomeas, siendo su proporción en éstas de un 10 a 15 7, del peso 

seco. La gran mayoría de los hongos, Incluyendo los miembros de 

Ascomycotlna, Basldiomycotina, Oeuteromycotlna y Mastlgomycotina 

contienen en su pared celular quitina y glucanos o mananos, 

mientras que los de Zygomycotlna contienen quitina y qultosano; la 

Tabla 3 muestra algunos ejemplos (Berkeley y col., 1919}. Como se 

puede apreciar en esta tabla, et contenido de quitosano de M. 

rouxH, puede variar con el ciclo de vida. La variación es muy 

notable entre diferentes cepas de una misma especie. Berkely y 

col., (1919) citan los siguientes valores en la pared celular de 

cepas de ~per,g!llus nl¿:er: 

CMI 11454 ....... 111. 

IAM 2020 .•....... 247. 

QM 8601 •••••••••. 421. 
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El quitosano y la quitina tienen pesos moleculares aproximados de 

1.2 x J05y J.04 x I06 daltons respectivamente. 

El qultosano es soluble en HCI dll. o en ácidos orgánicos, como el 

acético o el fórmico. Además, es soluble en HNOJ di!., 

parcialmente soluble en HJP04 al 0.5 7. e insoluble en Hz504 a 

cualquier concentración a temperatura ambiente. 

19 



Knorr {1982) estudió las propiedades de retención dC. agua y de 

lfpldos de qultosano, quitina, quitina mlcrocrls'tallna y celulosa 

mlcrocristallna, encontrando que el qultosano' tuvo la mayor 

retención de agua (4407.), mientras que la celulosa mlcrocrlstallna 

tuvo la menor {2307.). La capacidad de retención de grasa rue menor 

para el qultosano U707.) y mayor para la quitina (2157.): 

El mismo grupo investigó la capacidad del qultosano y de la 

quitina para enlazar al colorante FD&C Rojo No.40, encontrándose 

en ambos una correlación entre la concentración de colorante y la 

capacidad de su retención por parte de Jos polimeros (esto para un 

Intervalo de 0.2 a 1.6 mg colorante / g polimero). La capacidad de 

retención fue constante para el qultosano entre valores de pH de 

s.s y 7.0, mientras que para la quitina lo rue entre 2.0 y 7.0. 

Con estos resul lados sugiere el uso del qultosano y la quitina 

como acarreadores de aditivos alimentarlos, aprovechando la 

ventaja de que no son absorbidos en el organismo. También se ha 

sugerido el uso de estos polímeros para la liberación controlada 

de nutrientes y medicamentos, ya que degradados por la 

lisozlma en productos no tóxicos (Knorr, 1983). 

Se han estudiado las propiedades del quitosano relacionadas con la 

formación de peHculas para fabricación de e111paques, 

consiguiéndose una mejor calidad como barrera para el oxfgenll, 

pero con menor resistencia a la tensión que películas de empaque 

sintéticas como el mylar el pollproplleno; este último 

Inconveniente se soluciona al entrecruzar el qultosano con 

eplclorhidrina IKnorr, 1991), 
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El carácter de pollelectrollto del qultosano -sugiere su uso como 

agente coagulante en el tratamiento de desperdicios, ya que 

puede unir a él numerosas moléculas mediante interacción lónlca y 

precipitar junto con ellas. Bough y Landes (1978) oírecen un 

listado de la composición aproximada de los sólidos recuperados 

por coagulación con qultosano a partir de varios desperdicios de 

procesos en la industria de alimentos (ver Tabla 4), Se 

desprende que el qultosano está entre los mejores agentes 

coagulantes y que su principal ventaja sobre los poJCmeros 

sintéticos es que podría ser aprobado por la FDA como Ingrediente 

en alimentos para animales, íacilltando el uso alimentarlo de 

derivados provenientes de desperdicios Industriales. 

Se ha probado la utilidad del qultosano en la remoción de 

compuestos indeseables como metales pesados, taninos y pesticidas, 

algunos sistemas alimenticios. Ademt..s se han propuesto procesos 

de desacldlílcaclón de caíé y para la purlílcaclón de agua. La 

Agencia de Protección Ambiental de los E.E.U.U. ha aprobado el uso 

de qultosano para la puriílcaclón de agua potable hasta una 

concentración máxima recomendada de 10 mg/l (Knorr,1984). 
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Tabia 4'. c~rllpo~·.l ~ l6~·-.·apró~'1.:1~il·~;·~. de:\-~11d~·~ -~~~g~·,·;~:~s ~~or 
qul~osano a p~rtlr."de. erttienteS.~·de PfOCCsamlenio 
de -atl~~n~.º-~~-:. •--· ::_ · :·.~ 1 >: : ,,_. 

Lodoi>~c{í;;adlf~""é!O,~~~;.;~~•r'i:0·;~0';~,¡;;~~,'.J4l:i~~A;,~ ;z; •ce,, 
AgU ri' d~ ~~·~al d;~~do::~~-~ · 1:.~~~·st::~¡:~'._:¿;~:·;~'.. i'~: '..~;~ '.<::~:; 

~v r'c·Ó ~a. ·:·· ;·~<::·~·_.·~· ~~ ;\. ~·~;;)~:~~,. "~~~~~~;~->f::\;'ti6~~:é:~ -'~,_:.:o-.-·.! . "i 

R~s-tduo~:\l~ lavado de huevo ••. :::- ••• ~.,._,44b --~.,=:_is~ 
Res 1 duos d,e ~~~~-~óri~~->::·.:~:,~~~.-~:~~~~~-:~;~=:'.·~~:'..\h':-~~if~~~~~~ -:-~~~~ · -~ :-,· 
Res f duos de ~á-~·te·;:.~ ~-,~·;;~:~:: ;\~{; ~~=/{:~;:» ::·:~~~:Í3~:: '.\~!- . 

·IS 

2 

Suero lácteo·.::·.· ... :~;·::.-~'d.~:·>:·~'):~ ... ;-_f;::~.: :.\:;~ttl?S~:,._" o. Z 10 
:<·.¡, .. -·;;)'.., '• -·::¡~·- >i{.:,..:-·:·- :-..,-; . 

• tomado de eough, y. ~in~C~~~~ ~~:~si.~~~( ~;.'.~1,:·~'" :~;t;~'-, 
: h••.da ~ñ K·J.í'd .. -h1~-<N·::xy~-·:2~·,~;r .. ·:»<~--.:.-§:::,,~. 
- Ba1adD •n"-cantenl.da"_tot.'.l'.d~,~amlnoáCtdo• 
: B11ado •11 11:.Jildahl N x·.t..4~ .._, 

lnc luY• apr.ox~- o,ob c·' .. ~··.•.n'.'.·q~1t_a-~an.~.~par-_'10oc 

Et quitosano ha -resultado_ ser- un efectivo agente clariflcante para 

jugo de manzana, reduciendo la turbidez a cero cuando se aplicó en 

una concentración de Q.8 kg I m3 (Soto Peralta y col., 1989). 

lmerl y Knorr (1988) emplearon el qultosano para la ctarlficaclón 

Je jugos de zanahoria y de manzana. 
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Popper y Knorr (1990) determinaron que el qultosano sirve no sólo 

para reducir la turbidez sino además la cuenta microbiana en jugo 

de manzana Inoculado con bacterias gram-posltlvas 

gram-negatlv11s. 

la recuperación de productos lntracelul11rcs luego del rompimiento 

de células bacterianas es un proceso que presenta muchos problemas 

en el momento de la separación por medio de centrifugación y 

filtración. Recientemente, se ha Intentado mejorar este proceso 

Incorporando una etapa de floculaclón selectiva. El qultosano ha 

resultado ser un buen prospecto para esta función, aprovechando su 

propiedad de pollelectrollto (Agerkvist y col., 1990). 

Se han realizado diversos estudios sobre los efectos del qultosano 

en la dieta. En conejos y gallinas no provocó síntomas anormales 

durante 239 días con lngestas menores de 0,8 g qultosano I k:g peso 

corporal / d[a y 1.4 g qultosano / kg peso corporal / día 

respectivamente. En estos animales se observó un efecto de 

reducción de los niveles de colesterol al suplementar la dieta con 

qultosano. En ratas, un 107. de qultosano en la dieta no Inhibió el 

crecimiento. La LOSO de qultosano en animales de laboratorio es de 

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

El quitosano tambiCn ha sido evaluado cama material de soporte en 

Ja elaboración de biocatalizadores, por ejemplo, Braun y col. 

(1989) han desarrollado diversos sistemas en los que la peniclllna 

G acllasa retiene buena actividad y estabilidad con el tiempo, 

Inmovilizada en qullosano activado con glutaraldehído. El uso de 

membranas de quitosano pretratado con glutaraldehído ha resultado 
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muy eficiente para la inmovilización de ureasa, reteniéndose un 

941. de la actividad original y aumentándose la estabilidad a bajos 

valores de pll y la tcrmoestabllldad (Krajewska y col., 1990), 

Pliede resultar de gran Interés el empleo del qultosano en la 

Inmovilización de enzimas empleadas en la Industria alimentaria. 

Este es usado comercialmente para Inmovilizar la enzima glucosa 

lsomerasa (Sandford, 1989). 

El qultosnno ha resultado ser un agente permeablllzante para las 

membranas celulares de tejidos vegetales, siendo Utll en la 

encapsulaclón de estos tejidos de modo que ayude a la liberación 

de metabolltos secundarlos. Existe el inconveniente de que afecta 

la viabilidad de las células, pero este problema se resuelve con 

el uso de sales de qultosano !;oJubles agua. Además, se ha 

observado que el quitosano puede estimular la secreción misma de 

algur.os metabolitos secundarios, como agentes antlmlcrobianos, lo 

que puede ayudar a la prevención de contaminación microbiana 

cultivos de células \'Cgetales (Knorr y cols., 1990). 

Además de sus usos en la Industria de alimentos el qultosano 

encuentra dlvcr!ta~ aplicaciones en medicamentos, cosmético~ y 

agricultura. Algunos de los usos potenciales del qultosano y la 

quitina los siguientes: en la industria de medicamentos como 

agente hemostático, ungllentos para heridas, materiales 

oftálmico<:> y ortopédicos , tratamientos para la piel, incluso como 

agentes antitumores; en cosméticos en productos para el pelo, para 

la piel ) pdra el cuidarJo oral; en el ramo agropcc11arlo como 

íertlli:.:ante, Ingrediente alimenticio para ganado peces, 
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nematoclda .·e 'in.SCCti~lda; - acarr~ad.or _de ª~.ltlvo~ microbianos para 

el sue-lo, ef~.(K~~~·~y,'·:·;¡9's9·1: ~~:.; '·. 

El -qUltosano se· obtiene actualmente a partir de la quitina 

obte~lda del caparazón de crustáceos. La materia prima empleada es 

el desperdicio del procesamiento industrial de estos mariscos. En 

los E.E.U.U. se obtiene la quitina principalmente de cangrejo y de 

camarón, mientras que en el Japón se emplean en especial el 

camarón y el langostino (Knorr, 1991¡ Shlmara, 1989). El contenido 

d,e quitina en los desperdicios de cangrejo y camarón es de 13-157. 

y 14-277. respectivamente (Knorr, 1991). 

Además de los mencionados, existen otros mariscos cuyos 

desperdicios de procesamiento pueden ser aprovechados para la 

obtención de quitina y consiguientemente de qultosano, como son el 

krlll, las almejas y ostras y el calamar. Se estima que los 

desperdicios de todos estos mariscos en el mundo son de 

aproximadamente 1.4xi0& toneladas métricas, de los que podrlan 

extaerse potencialmente de L.2xl05 toneladas métricas de quitina 

(ver Tabla 5), pero existe el problema de su recolección .. 

25 



Tabla 5, E.s ~ f~;ádo~,·~~o~~-(CS:;~e · r.'°!'~nte_s_, .. Pot.!!ncla 1 e~_ de_. quit~na 
.. -: 'a 'Pa:r:~ iV·.J~ ·:·a t.1menios ---~a-r1~ci-~ 

-: ... ~:. . - : "· . : , _.- . 
>R~ S 1 duo ~-C¿o. ;·, -

:-.-""'~"--

-~ _ _.,:_cJ 9 t:-~-;-~-~-r:~· · 
._V~-- -:·'. .-\'-
·:¡:iultlna 

\~~-~l.;.·~~~~}-. 

56 

- 22--

• tomado de Knorr. 199.1 

El proceso de extracción de la quitina de los desperdicios de 

crustáceos consta de dos etapas principales. En la pr_il!lera, el 

material molido es tratado con una solución dlluírla de NaOH para 

reffiover la proteína. SI se desea recuperar la proteína se lleva el 

pH de la solución de proteína a aproximadamente 4 y el precipitado 

se seca. La segunda etapa comprende la separación de minerales 

como el carbonato de calcio y el fosfato de calcio, por adición de 

una solucl6n dllu!da r:le HCL (hasta 107.l: después de lavar la 

quitina, se seca para obtener el mat~rlal en rorma de hojuelas 

(Knorr, 1984; Sandford, L989). 



fJG. 1 DIAGRAMA DE FLUJO SIMPLIFICADO·!:ÍE
0

LA OBTENCION DE 

DEsACETILACION; ·· .. ··~ NaOH 

·J~ . ":'• 
LAVADO '{ SECAOO ···¡.·· .. 

~EOUCC; ~Nro~~TÁM~~o 

• tomado de Knorr, 1 984 

Para producir el qultosano a partir de Ja q~ltlna, ésta se trata 

en caliente con una solución concentrada (40-SO?.) de Na.011, para 

hldroJlz.ar el enlace N-acelilo, Luego de un - lavado, el pH se 
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ajusta y se seca p~ra 

un ~ol~o fino .. Et 

materiñl 

antes 'de 

{Sandrord, 

Hasta ahora la quitina y el, qultosano di~PoniblC~ ·en el ~erc<Ído se 

obtienen coi:no ya se especlrtc6 prevtamenÍe, . si~ émbargo la demanda 

está limitada por los altos precios que resultan de los costos de 

producción. La reproduclbllldad en ta calidad de los productos 

obtenidos también limitada por las variaciones en las 

materias primas debidas a las diferentes especies usadas, la 

estación del año y al deterioro que Vil ocurriendo en Jos 

materiales durante el almacenamiento por la acción de enzimas que 

degradan a la qulllna y al qultosano (qultinasa y qultosanasa). 

Esto ha motivado el que se exploren otras fuentes en las que 

puedan aptlc.ar procesos de producción más controlados y 

económicos. 

Se ha Investigado la posibilidad de emple11r las diatomeas 

Cyclolella cryptfca }' Tallassloslra /luv!aH!ls 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 poUmeros. 

Esto facllltaria su extracción, pero ha resultadn que sus cultivos 

en procesos por lotes y continuos han sido de muy lento 

crecimiento, con rendimientos de quitina que no superan los 20 
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mg/I. Otra opción posible seria la extracción de la quitina a 

partir de la blomasa que resulta como desperdicio 

fermentaciones Industriales de algunos hongos como 11spergtllus 

nlger, que se emplea en la producción de ácido cltrlco: sin 

embargo en estas fuentes la quitina está fuertemente asociada con 

glucanos y no es fácil su separación (Berkeley, 1979), 

Para la obtención del qultosano, una alternativa que resulta muy 

atractiva es el evitar su producción por modificación qulmlca de 

la quitina y extraerlo directamente de fuentes naturales que Jo 

contengan como tal. la fuente obvia seria algún hongo de la 

subdivisión Zygomycotlna. 

White y col., (1979) desarrollaron un proceso de obtención de 

qultosano a partir de M. rouxll, obteniendo rendimientos desde 0.4 

hasta 1.1 g qultosano/lltro en fermentador de 11 litros. Hang 

{1990) obtuvo O. 7 g qultosano I litro emplendo Rhlzopus oryzae. 

Más recientemente Shlmara y col. (1989) examinaron 125 cepas 

correspondientes a JO! especies dentro de la familia Mucoraceae y 

encontraron que en cepas del género Absldla se obtuvieron las 

mayores rendimientos de qultosano, en especial A. butlerl HUT 

1001, con 0.8·0.9 g quitosano I litro a los dos días y 0.9·1.0 g/I 

a los cuatro días, empleando matraces aeltados con 200 mi de 

medio. 
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JJ.2.4. Síntesis de ~ultosano !!n. hongos fll.amentosos. 

;:." :.,.; 

Bartnlckl-Garc!a <1?e9) . ~-rrece-~"úna cxpllcaéión detallada acerca de 

la síntesis de quitina Y, qtiltos:a_no ·:en· las paredes celulares de los 

hongos. 

En la construcción de la pared celular en los hongos Intervienen 

dos tipos de vesículas que transportan las sustancias Involucradas 

hacia el sitio de rormac16n. Las macrovesículas (con diámetro 

mayor a los 100 nm) transportan los polímeros que comprenden la 

rase amorra de la pared (polisacáridos fibrilares, 

glucoprote{nas), los cuales son slntentlzados en el trayecto, 

mientras que las mlcroveslculas o quitosomas Ccon diámetro menor a 

los 100 nml contienen la enzima quitina ~intetasa y la conducen 

hacia la superílcle celular lperlplasma). Allí catallza la 

formación de la quitina ln sltu, creándose el esqueleto 

mlcroflbrllar. 

El sustrato para la síntesis de la quitino. es la'· UDP-GlcNAc 

(urldlna difosfato N-acetll-D-glucosamlnal. 

UDP-N·ACETIL-D-GLUCOSAMINA ~;.QUITINA 

QUITINA'"'"" '"""""" QUITO SANO 
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La quitina slntetasa se encuentra en los qultosomas en forma 

Inactiva (:z:im6genol, lo que explica que no catallce la formación 

de quitina en el trayecto de los qultosomas hacia la superficie 

celular, a pesar de que la UDP-GlcNAc se encuentra libre en el 

cltosol. Es ya en el pcrlplasma, en el sitio específico en donde 

se construye la pared, donde la enzima es activada por una 

proteasa y inicia la polimerización. Con esta forma selectiva 

de síntesis de las mlcroflbrlllas de quitina se puede generar el 

crecimiento apical típico de las hlfas y además Jos arreglos 

necesarios para producir la diversidad morfológica entre los 

hongos. En la Figura J se muestran Imágenes microscópicas de 

muestra de quitosomas aislados y de las mlcroflbrlllas d'! quitina 

sintetizadas por éstos Cn vltro. 

FIGURA J. MUESTRAS DE QUJTOSOMAS AISLADOS Y DE MICROFIBRILLAS 

DE QUITINA PRODUCIDAS IN VITRO 

Izquierda: una mue1tra limpia de qulto10mu de celulu de levadura 

de Mucor rou1dl dupun de 1edlmentaclon de una mue•tra cruda 

d11 qulto1oma1 en un rotor lleckman VTI f>S 1373,000 e R av por 3 h) 

D11recha: racimo mlcro(lbrllla• quitina pro<luddu In 

vltro M. rouxll 

UDP-OlcNAc y actlvadore1. 

• tomado de Dartnlcki-Garc!a, 1979 
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Flores-Carreón y col, {1980) proponen que en M. rouxlt existen dos _ 

almacenes del ztmógeno de la quitina slntetasa, uno pequen.o 

situado en ta membrana plasmática, que es rápidamente acttvado por 

ta proteasa, y otro mayor asociado a estructuras internas 

lqultosomas), en el que se requiere mayor tiempo de prote6Hsts 

del zimógeno para su actlvaclón. 

Ex.iste evidencia de que el qultosano que forma parte de la pared 

celular de algunos hongos se produce a partir de la quitina que 

genera la quitina sintetasa mediante la desacetilación catal\zada 

por ta enzima quitina dcsacetllasa. Las c0.denas de quitina que 

rorman parte de las mlcrorlbrlllas están altamente asociadas por 

puentes de hidrógeno y la quitina desacetl lasa no tiene acceso 

para efectuar su ilcc16n mcls que en algunos enlaces superficiales. 

De esta manera sólo puede atacar a la quitina en el momento en que 

ésta es sintetizada por ta quitina s\ntetasa. Por lo tanto, para 

la síntesis del qultosano es necesario que ambas enzimas actúen en 

forma coordinada. 

El mecanismo por et cual 

quitosano en Ja pared 

regula la proporción de quitina y d~ 

ha sido dilucidado, pero con el 

conocimiento que se tiene hasta a.hora se propone que depende de ta 

organización espacial de las moléculas de quitina slntetnsa en la 

superficie celular. SI las moléculas de quitina sintetasa 

permanecen en la superficie de la pared con la organltaclón 

apretada que poseen en los qui tosoinas, las cadenas de quitina se 

asociarán en mtcrofibrillas medida que sintetizan, 

Impidiéndose el acceso de la quitina desacetllasa Por lo 
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contrario, si la quitina se !lega ·a dlsp.ersar al llegar a la 

superficie celular, se producli~n cadenas ··aisladas susceptibles a 

desacetliación, roim~ndose _ ~I qultosano (Da vis y ·eartnlckJ-Ga.rcía, 

1984). En Ja Figura 4·· se eSq~en,tatlza- e1· mOd~lo propuesto. 

FIGURA 4, MODELO DE RCGULACION DE BIOSINTESIS DE QUITINA 

Y QUITDSANO EN AtUCOR ROUXII 

• tomado de Bartnlckl-García, 1979 
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IJ.3 MUGOR ROUX!I Y RHIZOMUCOR MIEHE! 

Al. rouxxLL y R. mLcheL son especies que comparten la siguiente 

clasificación: 

División .••..•..•......... Eumycota 

Subdivisión .•••.......•... Zygornycotlna 

Clase .• ,,,,,, .....•••....• Zygomycctos 

Orden ..................... Mucorales 

Familia ... , .....••....... , Mucoraceae 

La familia Mucoraceac se caracteriza por Ja presencia de 

esporangios muy esporulados que contienen en su Interior el 

extremo del esporanglóforo en forma de columela. De los 18 g~neros 

aceptados en la famllla, Mucor es generalmente reconocido como el 

más primitivo y es uno de los más grandes en el orden Mucoralcs, 

Incluyendo un número de especies ampliamente distribuidas y de 

considerable Importancia. 

Las colonias son de crecimiento rápido, Iniciando con una 

coloración de blanco a amarillo que luego se hace gris oscuro 

el desarrollo de los esporangios. Los csporanglóroros 

desarroollan en forma densa, erecta, sin rizoides b<o'ialcs, 

ramificados más o menos simpodlalmente o algunas 'leces en forma de 

racimo (no dicotómlcamente), que poseen esporangios terminales muy 

esporulados sin apófises y con una columela grande. La pared del 

esporangio está a menudo cubierta con espinas de oxalato de calcio 

y se rompe al madurar. Las esporangio!:.pora!> son translúcidas, de 

color grisáceo a café, dr. pared lisa o ílnamente ornamentada y de 
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forma esférica a ellpsolda1. En algunas cspec:ies se encuentran 

clamldosporas transhicldas. Las hlfas sumergidas pueden formar 

células en forma de levadura llamadas a menudo oldlos. tn e) 

micelio aéreo se pueden formar zlgosporas entre tipos de 

apareamiento compatibles, de color café oscuro con la 

caracter!stlca de ser espinosas o verrugosas. En su mayoría son 

heterotá.licos .{Domsch y col., l9SO; Onlons y col., 1981.) 

Durante mucho tiempo se clasificó a M. m(ehe( dentro del género 

Mucor, sin embargo, en 1976 Schlppcr separó esta especie (Junto 

con M. pusWus), creando el nuevo género Rhlzomucor, por 

diferenciarse de las especies de Mucor en que poseen rizoides y 

estolones (aunque poco desarrollados) y en ser termofílicos. En la 

F"lgura S se presentan las características microscópicas de R. 

mlehet. 

El 1¡:reclmiento de M. rouxll en medio sólido puede ser de 4 mm de 

alto, de color blanco, amarillo llgero o gris, en forma holgada. 

Los .esporanglóforos se ramifican slmpodiatmcnte. El esporangio es 

amarillo brillante o cílfé dorado, de 20 a too µ de diámetro 

!usualmente 50 µ); la columela es hasta 40 µ de alto, esférica o 

aplanada, a menudo con una membrana coloreada; las esporas son de 

4-5 µ de tnrgo. Posee numerosas clamfdosporas, hasta de 100 µ de 

diámetro, con paredes de 7 µ d~ grosor. No se le conocen zigotos 

(Gilma:n, 1951). Crece blen condiciones de temperatura 

mesófllas, empleándose normalmente los 2aºc. Es un hongo 

dlmórflco, pudiendo crecer en formu filamentosa o unicelular; ¡Jara 

desarrollarse en Ja prímera forma necesita de un amblcnte aeróbico 
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F'IGURA S. MORFOLOGIA MlCROSCOPICA. DE R/112.0MUCOR MIEi/El 

E> Porc1011 termln•I de un opor-•nclat'oro· mostr,.ndo un. 111pou.n1lo Y 
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y bajas_ concentraciones de las. ruentes ·de c~rborio, mientras -que 

para , que dé la· rorma unicelular requiere de altas 

concentraciones de ruentes de carbono o bien de un ·ambiente 

anaeróblco (Cano-Canchola y col., 19881. 

El dlmorrJsmo también se presenta en otras especies de los 

Mucorales. En nuestro laboratorio, una cepa de Rhlzomucor puslllus 

aislada del suelo creció un medio a base de plátano {bajo 

condiciones aeróbicas) rorma rllamentosa cuando la 

concentración inicial de carbohl<lratos rue de 35 g/I y en forma de 

levadura cuando la concentración rue de 45 gil {Wacher, 1981). 

Rhfzomucor mlehel posee un micelio delgado y corto, de hasta 2 mm 

de altura, al prlclplo blanco y posteriormente gris humo. El 

esporanglóíoro se ramifica slmpodlalmente, en forma holgada y 

Incoloro, de unas 8 ¡1 de diámetro., El esporangio es de 30-52 µ de 

diámetro¡ la columela es esíérica u oval. de hasta 48 µ de altura. 

Las esporas son de 3-5 µ por 4-6 µ. En medio YpSs (con extracto de 

levadura, almidón, etc.) a temperaturas de 30-40 ºe, 

desarrollan zigosporas redondas, de 30-50 µ de diámetro, primero 

de color amarillento a rojizo y posteriormente ne.eras¡ esto puede 

ocurrir en medio líquido además del sólido (Lasure, 1976), Es 

homotállco. En algunas cepas pueden azigosporas. Puede 

crecer entre 25 y 57 ºc. pero de 25 a 30 ºe lo hace extremadamente 

lento y a 55°C crece sólo micelio estéril; el rango de mayor 

crecimiento es de 35 a 45 nC.(Beschrelbung y col., 1969; Cooney y 

Emerson, 1964). 
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111, MATERIALES Y METOOOS 

111.1. CEPAS. MANTENIMIENTO. 

Se obtuvieron las cepas de Mucor rouxll y Rhlzomucor mlehel del 

ceparlo de la Colección de Microorganismos del Departamento de 

Blotecnolog!a Blolngcnler!a del CINVESTAV del Instituto 

Polltecnlco Nacional (México, D.F.>. 

Para el mantenimiento de M. rouxtt se usó ~l me~lo 'r'PD (0.37. de 

extracto de levadura, 0.37. de extracto de malta, 0.57. de peptona y 

1.07. de glucosa}. Para R. mlehel se empleó agar papa dextrosa. 

Ambas cepas se conservaron a 4°C en cajas Petrl y tubos Inclinados 

y fueron resembradas mensualmente, incubándose por 3-4 días a 28°C 

lM. rouxll) y 31°C (R. mlehetl. 

111.2. CULTIVO 

Se probaron varios medios de cultivo para el crcclmlcnto de 

Mlzomucor mlehel. Se seleccionaron dos, uno deftnldo y otro 

complejo, en los que hubo producción de actividad de renina. Ambos 

se emplearon en el cultivo de M. rouxll + R. mlehcL (cultivo 

mixto), escogiéndose el más adecuado para la producr:lón de 

actividad de rcnlna y qu\tosano. Dicho medio tiene la siguiente 

composición: 

suero de leche en polvo ............ 63,0 g/I 

glucosa ...........•.......•....•... JO.O gil 
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Se emplearon matraces de 500 mi con tres baíles teniendo 100 mi de 

medio de cultivo, Jos que se Inocularon con 5xt06 esporas de una 

suspensión preparada el mismo día. 

La suspensión de esporas se obtuvo ai'\adiendo 5 mi de agua 

destilada esterilizada con 0.17. de TWEEN 80 y tres perlas de 

ebullición a cada uno de tres tubos Inclinados en Jos que se habla 

dejado crecer y esporular el hongo durante 3-4 días y se agitaron 

para recoger las esporas. Las suspensiones de Jos tres tubos se 

juntaron y se determinó Ja concentración de esporas empleando una 

cámara de Neubauer. 

Las fermentaciones se llevaron a cabo en una cámara de agitación 

orbital con temperatura controlada EOISA-cm.trT, de diseno y 

fabricación de la UNA~I. 

111.3. ESTUDIO DEL EF'ECTO DE LA TEMPERATURA Y DEL-TIPO DE INOCULO. 

Se realizaron cultivos sumergidos en JOO _mi de, medio, en, matraces 

de 500 mi, con Jos siguientes lnóculos: 

• Mucor rouxU 

• Rhlzomucor mtehet 

• M. rouxll + R. mlehel {MIXTO) 

En cada caso, el lnóculo fue de 5x!06 esporas, manteniéndose la 

misma cantidad para cada especie en el cultivo mixto. Se emplearon 

tres matraces para cada tipo de lnóculo, a temperaturas definidas: 

30, 32, 35, 37 y 4o ºc. 
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Las fermentaciones se realizaron con agitación orbital a una. 

velocida.d de 110 rpm. Todos los matraces se sacrificaron a los 

siete días de fermentación. Se escogió este tiempo de fermentación 

por ser el recomendado para este medio de cultivo por feldman 

(1981). El contenido de cada matraz se filtró y se almacenó el 

filtrado a 4°C para determinarle actividad de renlna al día 

siguiente, mientras que el micelio retenido se lavó y se secó al 

vacío para determinar el rendimiento de blomasa y continuar con el 

análisis de qultosano. 

Se evaluaron los efectos de la temperatura y del tipo de ln6culo 

sobre los rendimientos de blomasa, actividad de renlna y 

:· ,· 

':.'./.;:·-~~;: -~:.~~·; .. 
Medio de cutt1Vo _ ....... :~-~:-.• ;'·;~,~;¿'":;·d·~:__ ie~he· 'c·9;~1 + 81ucosa (31.l 

·,o.·,-·,,;-- ':-· .. 

Matraces ........ > •• o .... : ... ~ ·:soci. nit e/. 3· bilÍfles _· . . ~ 

Volumen .................. ~ ••• l~O mi., 

Jnóculo ...................... Sx10
6 esporas 

pH Inicial ................... 6.0 

Agii~clón ....... :~.~ .. -.• ~: ..• -lio~ rpiii 

Tiempo ....................... 7 días 
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lll.~. ANALISIS DE RENINA 

El método más común para la determlnacl6n de actividad de renlna 

se basa en establecer el tiempo que tarda la soluci6n que contiene 

la enzima coagular la leche. Este método (actividad de 

coagulación de la l.!che) ensayó para cada muestra, como 

evaluación de la actividad de renlna. 

Actividad de coagulación de la leche. 

En un tubo de ensayo se colocaron 3 mi de una solución al 10?. de 

teche descremada en polvo en en cact2 O.OIM. Este tubo se colocó 

en un han.o de temperatura controlada a J7,5°C, durante 10 minutos, 

en el que también se colocó un tubo con muestra del filtrado de la 

fermentación para equilibrar su temperatura. Se aftad~eron 3 mi del 

filtrada de fermentación al tubo con Ja solución -dC'··l!;che, se 

agitó y se mantuvo en el baf'io. Se observó el tiempo qU~~tardan en 
.~. 

aparecer los primeros coágulos de leche. La operación se reallz6 

por triplicado para cada matraz, con un error no mayor al 37.. 

La actividad de coagulaci6n de la leche se expres6 como unidades 

Soxhlet por mililitro (su/mi), tal como es derlnldo _ ~or Lemo;ine y 

col. (19'10}: "Una unidad Soxhlet es la cantidad de actividad 

enzimática que coagula l mi de la solucl6n de leche arriba 

definida en 40 mln". 
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La ecuación que se usó para el cálculo de las unidades Soxhlet 

(su) es Ja sJguJente: 

su/mi = 

donde: 

M Cm! J x 2400 (segl 

E (mi) X t (seg)-

M • volumen de leche 

E "" volumen de solución de enzima 

t = tiempo de aparición de Jos primeros coágulos· 

Este ensayo es válido en un Intervalo de 2 a 20 su/mi. Por tal 

raz6n, el filtrado de Ja fermentación se dJluyó cuando fue 

necesario para tener una actividad de aproximadamente JO su/mi, Jo 

que lmpUca un tiempo de coagulación de alrededor de 4 mln. 

Como se emplearon 3 mi de leche y 3 mi de solución de enzima, la 

ecuación queda asf: 

2400 {seg) 
su/mi "" 

t (seg} 

ur.s. AISLAMIENTO y ANALISIS DE QUJTOSANO 

Este análfsls se realizó en cuatro etapas: 

• Obtención de las células secas, 

• Aislamiento de Ja pared celular. 

• Extracción del qultosano. 

• Análisis del porcentaje de glucosamfna en el quftosano. 
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Se emplearon Jos procedimientos definidos por Whitc y i:ol.(1979} y 

las modlfkaclones asumidas por Areidlacono y coL 0989). En la 

Figura 6 se presenta un esquema de tas etapas de este análisis. 

Obtención de las células secas. 

El contenido de cada matraz se filtró a.J vacío _con embudo UUchner 

usando papel Whatman No. l. El filtrado se guardó para et análisis 

de rcnlna. Se lavó el micelio con agua destHada Caprox. 200 mil 

hasta obtener un flttrado c1aro. 

El micelio lavado se see6 al Yado a 20 psi y soºc por 15 horas y 

se determinó el peso seco por diferencia con el papel de filtro 

tarado en las mismas condiciones. 

Aislamiento de la pared eeluJa.r. 

El mfccHo seco se humedeció con agua destilada y se pasó a un 

vaso de licuadora, anadl6ndosele 40 mi de agua destilada, Se 

homogcnlz6 en una Hcuadora a velocidad alta durante 2 mln. 

El homogentzado se pasó a un matraz de 500 mi, se an.adieron 50 mi 

de una solución de NaOH 4 N y se adiclona agua destilada hasta un 

volumen de 200 mi. Se calentó en autoclave a 121°c y 15 psi, por 

IS min. De este modo, el micelio hl.ímeda es sometido a digestión 

con NaOH l N en una relación J:20. En esta operación se 

solubtllzan los comPonentes cltaplasmátkos, quedado Insoluble la 

pared ceJutar, 



FIGURA 6. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE QUITOSANO 

AISLA.'11ENTO- DEL OUliOSANO 
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Después de enfiar, la suspensión se filtró en embudo Bllchner 

usando papel Whatman No. 1 y se Jav6 dos veces con 50 mi de 

alcohol al 951. y dos veces con SO mi de agua destilada. 

El material retenido en el papel se sometió a secado en estufa de 

vacCo a 20 psi y soºc durante 15 horas. Se determinó el peso de 

pared celular seca por diferencia con el peso del papel filtro 

tratado en las mismas condiciones. 

Extracción del Qultosano. 

Se transfirió la pared celular del papel filtro a un mortero, 

humedeciéndola con agua destilada, y se homogenlz6 con la ayuda de 

arena de mar purificada (Merck Co. ), Se pasó el homogenlzado a un 

matraz de tres bocas de SO mi, empleando agua destilada 

(aproximadamente 12 mil para remover lo que quedaba en la pared 

del mortero y se adicionaron 2 mi de HCI 1 N. La muestra prepari\da 

de esta forma se puso en reflujo durante 5 h a 93-95°C, para 

disolver el qultosano contenido en la pared celular. 

Después del reflujo, el contenido del matraz se centrifugó a 14000 

x g durante JO min, se descartó el precipitado y el sobrenadante 

se llevó a pH S.S para insolubillza.r el qultosano. Se centrifugó 

de nuevo con las mismas condiciones y se descartó el sobrenadante, 

qu~dando el qultosano insoluble. 

El qultosano extraído se lavó con 200 mi de agua destilada, usando 

embudo Bllchner y papel filtro Whatman No. l; se pasó a una cápsula 
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de aluminio previamente tarada, se sec6 al· vacío y se pes6. 

Análisis del porcentaje de glucosamlna en el quitosano. 

Se pesaron 15-20 mg del qultosano extraído y se colocaron en una 

ampolleta de 10 mi, adicionando 3 mi de HCI 6 N. Se hizo pasar 

por la muestra una corrrlente de Nz durante 5 minutos para crear 

atmósfera Inerte y se cerró la ampolleta a ta flama. Esta misma 

operación se reallzó con estándares de glucosamlna y de qultosano, 

para compensar los un posible deterioro de glucosamlna durante el 

tratamiento. Las ampolletas se dejaron 12 h a lOSºC. Esta 

operación se realizó para hldrollzar el qultosano a unidades de 

glucosamlna, tratando de minimizar la destrucción de ésta. 

Después de la hidrólisis, el contenido de tas ampolletas se pasó a 

un \'aso de precipitado, se dlluyó a 40 mi y se ajustó el pH a 7.0 

con NaOH. La muestra neutralizada se dilcy6 a 100 mi en un matraz 

aforado y se filtró en papel Whatman No. l; el filtrado se dl1uy6 

de modo que la glucosamlna quedara en una concentración de 10 a 50 

µg/ml. 

Se tomó 1 mi de la muestra y se anallz6 ta g\ucosamina presente 

por el método de E\son Margan modificado (Johnson, 1911}. Con este 

método se tomó 1 ml de la muestra y se ilcetU6 calentando eO 1,10 

bar\o de agua hirviendo durante JO mln con 1 mi de una 

solución de acetllacetona al 47. en Na2C03 l.SN. Se agregaron 

5 mi de etanol absoluto y 1 mi del reactivo de Ehrllch 

(p-dlmetllamlnobenzaldehldo al 2.611. en una solución 1:1 de etanol 
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al 95?. Y HCl concentrado) y se dej~. deSarrollar el_: colo~. durante 

25 mln. Las lecturas hicieron a 528 .nm;::·empleando '.un 

espectrorotómetro Shlmadzu mod. UV-120-02. 

Se determinó el porcentaje de glucosamlna en. Ct quftosan~. Con 

este valor y el del peso de qultosano cru~o exf.ra(do'_se ca~cularon 

Jos rendimientos de qultosano. 
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IV, RESULTADOS Y OISCUSION 

IV.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES 

Se realizaron algunos experimentos preliminares con el- fin de 

establecer algunas condiciones de fermentación y validar los 

métodos de análisis. 

IV.1.1 Validación de Ja técnica de extracción· de ~~Ito.S~no 

Como primer experimento, se cultivó Alucor rouxLL en matraces de 

500 mi con tres bafles, empleando el medio de YPD descrito por 

Whlte y col. (1979). La temperatura fue de 28°C con una agitación 

de 110 rpm (Ja máxima veloc1dad a la que no se mojaban los tapones 

de algodón de Jos matraces) y el tiempo de fermentación de 4 

días. Para evitar la formación de espuma se agregó al medio de 

cultivo ante~ de la esterilización dos gotas de antlespumante 

CRE/RIOO (Mazer de México). 

Para dctCrminar la concentración de qultosano en el cultivo 

necesario primero separar la pared celular de la blomasa. Esto se 

logra con el tratamiento alcalino en autoclave descrito en 

materiales y métodos. Para -evatuB.r la remoclbn de componentes 

cltoplasmátfcos en el lavado de Ja pared celular leyó la 

absorbancla a 280 nm de los solventes luego d~ cada lavado. 

El alcohol al 95?. arrastró componentes solubles con una 

absorbancla que fue de mayor de l en Jos primeros SO mi y de 0.30 
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en la segunda porción. Para el agua destilada las absorbanclas 

después del lavado fueron de O.OS en la primera porción y 0,03 en 

la segunda. Estos últimos valores Indican que ya quedaba muy poco 

material cltoplasmátlco por remover, y aunque ya están en una 

reglón de alta variación en la medida de absorbancla, se puede 

sena.lar que corresponden términos de proteína a una 

concentración entre 10 y 30 µg/ml. 

Para el análisis del qultosano extraído de la pared celular 

necesario hldrollzar el polímero para obtener unidades de 

glucosamlna. Sin embargo, parte de la glucosamlna liberada 

destruye en este proceso y para minimizar esta destrucción 

emplea una atmósfera Inerte. Se determinó el porcentaje de 

glucosamlna lábil durante la hidrólisis ácida atmósfera de 

Helio empleando un estándar de glucosa.mina y como control para 

verificar que la hidrólisis haya sido completa se utilizó una 

muestra comercia\ de qultosano de pureza conocida. 

Por razones de disponibilidad del gas Inerte, al analizar las 

muestras de los experimentos posteriores se empleó Nitrógeno en 

lugar de Helio y fue necesario repetir las pruebas anteriores. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: la pérdida de 

glucosamlna en el estándar fue de 37., y el qultosano determinado 

en la muestra comercial fue un 957. del valor reportado. 

Adicionalmente, se determinó la humedad promedio en las muestras 

de qultosano crudo extraído en el momento de ser pesadas para 

proceder a la hidrólisis ácida, resultando ser de únicamente 27.. 

Tomando en cuenta los dos últimos valores, corrigieron Jos 
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resultados del anállsls espectrorotométrlco de glucosamlna. Estos 

valores corresponden al promedio de los análisis de estándares que 

se realizaron en cada grupo de ampolletas que rueron llenadas y 

sometidas a calentamiento. 

Estos métodos anal!tlcos se corroboraron en la rermentaclón de M. 

rouxH arrlba mencfonada en medio YPD a 28°C. El crecimiento al 

final de la fermentación (4 dfas) fue de 4.2 g/I (promedio de tres 

matraces, con una desvlacfón estándar de 0.3) y el contenido de 

quftosano en el micelio fue de 6,6 ~ 0.3 " ?.. Este valor de 

qultosano coincide con los resultados de White y col. {1979}, 

quienes reportan para M. rouxU un 4-8?. del peso seco de las 

células. 

IV.1.2 Selección del medio de cultivo 

Una vez montada la fermentación, se hicieron pruebas para 

seleccionar un medio de cultivo adecuado para Ja producción de 

r'!nlna de Rhlzomucor mlehel y valfdar el método de análisis de 

renina en términos de Ja precisión. Un medio de composición 

semejante al empleado para M. rouxfl, basado en glucosa, peptona 

de caseína y extracto de levadura no presentó actividad de 

coagulación de la leche. En consecuencia, se probaron dos medios 

de cultivo en los que se reportaM. Ja producción de renina: uno 

definido que incluye citrato férrico amoniacal y Cdseina como 

fuentes de nitrógeno (Lasure, 1980) y uno complejo compuesto por 

suero de leche y glucosa (F'eldman, 1981). Se ha propuesto que es 

necesaria la presencia de una prote!na en el medio para obtener la 
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actlvldad de rcnlna ILasure, 1980). Parece que se necesita de la 

inducción de la enzima. Los sobrenadantes de ambas fermentaciones 

presentaron- actividad de coagulacl6n de la leche y se emplearon 

para validar et método. La actividad producida fue menor a las 

reportadas para otras cepas. No se Intentó mejorar los 

rendimientos de renlna, prefiriendo evaluar los efectos de 

variables ambientales sobre el cultivo mlxto. 

JV.1.3 Valldac16n de la técnica de determlnacl6n de renlna 

Se asumió ta deflñtct6ñ de actividad dada por Lemoyne __ y col. 

tl910l, con et análisis efectuado a 31.SºC. Los vohlmenes de 

flltrado y de leche se escogieron de modo que el tiempo de 

coagulación de ta teche resultara cercano a los 4 mln; de este 

modo se decldl6 emplear 3 mi de filtrado de fermentación (con ta 

dlluci6n apropiada cuando fue neccsnrlo) y 3 mi de la solución de 

teche. Los análisis se efectuaron por triplicado y la dispersión 

de los resultiidos para una misma muestra fue menor al 3~ de error 

relativo. 

La actividad de rcnina obtenida con el medio de suero de leche fue 

notablemente mayor que la obtenida empleando el medio definido (14 

su/mi vs. J su/mi). En consecuencia, el primero fue seleccionado 

para los estudios subsecuentes de los efectos de la temperatura 

el tipo de in6culo. Lo. composición de este medio es la siguiente: 

suero de leche en polvo ...... 6J.O gil 

glucosa ...................... JO g/I 
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lV.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA 

PRODUCCION DE RENlNA V QUITOSANO. 

El Interés principal de este estudio se centra en establecer la 

poslbl1ldad de lograr el cultivo mixto de Rh!zomucor m!ehel y 

Mucor rouxll. Para esto, se determinaron los niveles de producción 

de renlna y de qu\tosano con respecto a los obtenidos en cultivos 

por separado, evaluando el efecto de la temperatura. Se estudió 

también el efecto sobre el crecimiento de las células, ya que el 

qultosano es un componente de la pared celular y está directamente 

relacionado con el crecimiento. 

La literatura sel'lala que las temperaturas óptimas de crecimiento 

para las dos especies son diferentes, siendo Mucor rouxU 

mesofíllco y Rh!zomucor m[ehet termofCllco. Esto Implica que la 

temperatura es un factor muy importante a considerar, ya que las 

actividades enzlmátlcas involucradas en el desarrollo de las 

células y la producción de metabolltos se favorecidas por la 

temperatura en diferente manera para las dos especies. La 

temperatura más adecuada para el crecimiento de Mucor rouxH en ta 

producción de qultosano es de 28°C, mientras que se reporta un 

Intervalo de temperaturas entre 35 y 40 ºe como el más adecuado 

para la obtención de renlna a partir de Rhtzomucor m!eheL (Charles 

y col., 1970). Esto, sin embargo, varta considerablemente con el 

medio de cultivo y otros parámetros ambientales. Cooney y Emerson 

{1964) ofrecen el Intervalo de temperaturas en el que crecen 

diversos hongos clasificados como termofíllcos, siendo éste de 

aproximadamente 20 a 60° C, mientras que un ejemplo de hongo 
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mesofillco es Rhlzopus nlgrlcans, el cual crece entre 8 y 30 ºe • 

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 favorecían a cada especie en 

particular, así como valores Intermedios. Debido a que no se pudo 

lograr una menor temperatura en la cámara de agitación orbital (a 

J0°C estos experimentos se realizaron en época de verano}, las 

temperaturas empleadas fueron: JO, 32, JS, 31 y 40 ºc. 

En las Figuras 1 a 11 se presentan los resultados del crecimiento 

alcanzado y la producción de renina y qultosano para los tres 

tipos de ln6culo (mixto y puros) a las diferentes temperaturas. 

Para todos los casos, las fermentaciones se realizaron durante 1 

días. Los valores presentados son los promedios correspondientes a 

tres matraces sacrificados al final de la fermentación y la 

dispersión expresada como ~ una desviación estándar. 

IV.2.1 Erectos sobre el crecimiento, 

El peso seco de las células a los 1 días de fermentación se 

muestra en la Figura 1. El crecimiento de R. mlehel fue mayor que 

el de M. roux!f en todo el intervalo de temperaturas, con 

rendimientos de 15-22 gil para el primero y 8-12 gil para el 

segundo entre los 30 a 31 ºc. Esto Indica que el medio de cultivo 

empleado es mejor aprovechado para el crecimiento por R. mLeheL 

que por M. rouxtl, lo que podría significar que se parte de un 

medio que favorece el predominio del primero en el cultivo mixto. 
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No se intentó en esta etapa conocer el medio de cultivo más 

adecuado, sino uno de partida para observar los efectos de los 

factores ya explicados. 

A 40°C, el crecimiento de M. rouxll fue muy pobre, con 

rendimientos entre 2 y 6 gil. Este resultado corresponde con lo 

esperado, ya que esta temperatura no es adecuada para el 

crecimiento de un microorganismo mes6fllo como Mucor rouxll. 

Por otra parte, no se observaron variaciones Importantes en el 

crecimiento de Rhlzomucor m(ehel para el intervalo de temperaturas 

evaluado. Para poder hacer un juicio sobre la ausencia de 

diferencias en estos resultados, es necesario contar con las 

curvas de crecimiento a varias temperaturas y saber a qué tiempo 

se alcanzan los máximos rendimientos para cada una. No es de 

extral'lar el abundante crecimiento de R. mfche! a J0°C, tratándose 

de un medio sumergido; varios Investigadores reportan el uso de 

esta temperatura para la producción de renlna a partir de R. 

mlehel (Aunstrup, 1976; Feldman, 1981; Mashaly y col., 19831. 

En contraparte a la respuesta observada para R. mfehel, el cultivo 

mixta presentó un efecto marcado de la temperatura. A JO y JZ ºe 

el crecimiento del cultivo mixto fue equivalente al de M. rouxll; 

a 35 y 37 ºe tuvo valores intermedios entre lo:; de los cultivos 

por separado (14-16 g/ll, mientras que a 40°C alcanzó los niveles 

de R. mlehe(. Estos resulta.dos r.ugleren que el crecimiento mixto 

entre las dos especies es de tipo competitivo o bien pudiera 

tratarse de una relación de amensatlsmo {relación en la que uno se 
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per judlca y el otro no es afectado). E.xlste la poslbllldad de que 

ambas especies hayan dlsmlnufdo su crecimiento con respecto a los 

cultivos puros, o que una de las dos crezca mientras la otra lo 

haya hecho sin afectada por la primera (excepto a 37°C, e:i. 

donde el crecimiento de ambas especies se observa con claridad 

dlsmlnufdo). 

E.s de esperar que en una reh1cl6n competitiva el efecto de la 

temperatura se haga más importante en el crecimiento de un 

microorganismo que cuando éste se encuentra solo en el medio, y 

esto se observa en los resultados grarlcados. E.n el caso presente, 

lo esperado sería que, a medida que aumenta la temperatura, en el 

cultivo mixto se favorezca el predominio de R. mlehe( sobre M. 

rouxff: la diferencia en los niveles de cr~clmiento alcanzados por 

los cultivos puros de ambas especies permiten que se pueda 

relacionar el predominio de R. mlehel sobre M. rouxll con un 

aumento del peso seco en el cultivo mixto. 

Con la Intención de confirmar las consideraciones anteriores, se 

efectuó la observación microscópica de preparaciones de mu~stras 

de los cultivos puros y mixtos correspondientes a las diferentes 

temperaturas (ver Fl¡ura IZa-e). E.stas preparaciones se realizaron 

empleando agua destilada y se observaron en microscopio óptico 

mediante la técnica de contraste de fases. R. mlehel creció 

siempre forma filamentosa, con hlfas delgadas de 2-6 fl, 

mientras que M. rouxil presentó dimorfismo, quedando al final de 

la fermentación con hlfas delgadas (2-6 µ} y gruesas (8-12 µ) y 

numerosas células en forma de levadura. Estas diferencias en la 
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morfologCa de ambas cepas permitieron detectar la presencia 

{aunque no cuantlrlcablel de las dos especies en el cultivo mixto. 

La concentración de carbohldra.tos (glucosa ... lactosa) en el medio 

de cultivo es de 63 g/I; el que M. rouxH haya adoptado la forma 

de levadura con estos niveles de carbohidratos es consistente con 

los resultados de Wacher ll9Bl} para R. puslllus en un medio 

basado en pulpa de plátano. 

A 30 y 32 ºe, se observaron hlfas delgadas y gruesas y numerosas 

células levaduriformes, lo que Indica que M. rouxll abunda en el 

cultivo mixto. En estas preparaciones no fue posible distinguir 

visualmente la presencia de R. mlehel, mas se Infiere su 

desarrollo en el cultivo mixto, por detectarse actividad de renlna 

en el sobrenadante. A 35 y 37°C, predominaron las hlfas delgadas y 

apenas se observaron algunas gruesas y muy pocas células en forma 

de levadura, mientras que a 40"C sólo se observó la forma 

filamentosa. 

Las observaciones anteriores coinciden con tos resultados de la 

Figura 7 en el sentido de que a las dos temperaturas Inferiores 

predominan células de M. rouxH, que a 35 y 37 "e se hace más 

Importante la presencia de R. mlehel y que a 40°C la presencia de 

.M. rouxU es muy escasa. 

Un aspecto Interesante en la evaluación del crecimiento en estos 

cultivos es In forma macroscópica que presentan. Rhlzomucor mlehel 

siempre creció en forma de pellets redondos, con superficie lisa o 

arrugada y tamal'íos varl<idos. También se observaron algunos pel\ets 
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de aspecto erizado. No se observó relación entre el aspecto de Ja 

superficie o el tamano de los pellets y el crecimiento o la 

producción de actividad de renfna. Mucor rouxll creció en pellets 

erizados redondos, clllndrlcos y de otras formas menos deílnidas. 

El cultivo mixto presentó diversas formas y éstas se trataron de 

relacionar con las observaciones al microscopio. A 30°C creció en 

pellets redondos de superficie erizada y otros de forma erizada no 

esférica; en ambos tipos se observó la forma microscópica típica 

de M. rouxll (como en Ja F'ie. 12.aJ. A 32ªC se presentaron Jos dos 

tipos de peJlets anteriores, pero sf se observó diferencia en la 

forma microscópica de ambos: en Jos pellets redondos 

encontraron formas de levadura (como en la F'lg. J2d), mientras que 

en Jos erizados no redondos sólo se observaron hlfas delgadas de 

2·6 µ de diámetro (como en Ja F'Jg. J2e). Esto sugiere que en los 

primeros prroominó M. rouxll mientras que en los segundos fue R. 

mleheL. 

A JSªC se presentaron las mismas formas que a 32ªC, con Igual 

relación con las observaciones microscópicas, pero además 

crecieron algunos peilets ciHndrlcos muy pequenos, que 

coincidieron en ser más abundantes en los matraces en los que se 

obtuvo mayor actividad de renlna. A 37ªC casi todos los pellets 

fueron de este último tipo y hubo muy pocos redondos. Las 

caracter(stlcas presentadas a 35 y 37ªC sugieren que hay relación 

entre la forma de Jos pellcts y Ja productividad de renina, con 

mayor actividad en pe!lets cllfndrlcos de tamano muy pequeno, sin 

embargo, a 40ªC Jos peilets fueron de mayor tamano y redondos; 
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esto confirma que la temperatura es el factor determinante y si la 

forma y el tamaño de los pellets tienen influencia sobre la 

actividad de renlna del cultivo mixto, es en menor grado. No 

puede atribuir una mayor producción de renlna en los pellets más 

pequel\os {observados a 37°C) a un mayor acceso a tos nutrientes, 

puesto que en ~stos el rendimiento de biomasa fue menor que en los 

pellets de mayor tamaño obtenidos a 40°C. 

lV.2.2 Producción de renlna.. 

Los niveles de actividad de renlna alcanzados por la cepa empleada 

en este estudio fueron muy pequel\os comparados con los reportados 

para cepns como la NRRL 3420, pero de suficiente magnitud para ser 

medidos con precisión y poder observar claras diferencias entre 

las f ermentaclones. 

La actividad de renlna se determinó coma actividad de coagulación 

de la leche: en la Figura 8 se presentan los resultados para los 

tres tipos de ln6culo a tas cinco temperaturas estudiadas, De 

acuerdo con lo esperado, el filtrado de la fermentación de M. 

rouxU no coaguló la leche en ninguno de los casos (todavía 

después de una hora y media no hubo formación de coágulos). En los 

cultivos puros de R. mlehcl la actividad de coagulación de la 

leche se ublc6 entre 8 y 16 unidades Soxhlet; los cambios de 

temperatura provocaron pcquef\as variaciones en la actividad, con 

valores mayores a 35 y 30 ºe (12-16 su) que a 32 y 31 ºe (B-12 

sul. 
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En el cultivo mixto no se detectó actividad de renlna a los 30 y 

32 ºe, mientras que a 35°C se obtuvo actividad en niveles de 

aproximadamente la mitad que en el cultivo puro de R. mleheL. Sin 

embargo, a 37°C la actividad se elevó a valores mayores de cuatro 

veces los alcanzados por el cultivo puro; este erecto se presentó 

con menor proporción a 40°C, siendo el Incremento de alrededor del 

1007.. 

El aumento de la actividad experimentado a los 37°C para el 

cultivo mixto resulta muy Importante, pues no sólo confirma la 

hipótesis de que en la fermentación mixta de Rhlzomucor mteheL y 

Mucor rouxll se puede obtener renina con los niveles de 

productividad q\le se alcanzan en cultivos puros de R. mtehel. sino 

que presenta el crecimiento mixto como una opción para elevar la 

productividad de la enzima. Al repetir el experimento a J7°C, se 

volvió a obtener un aumento de 4007.. Es Importante verlrlcar si 

este fenómeno se repite para las cepas empleadas comercialmente, 

ya que asl corno el crecimiento y la producción de la enzlmn 

presentan variación de una cepa a otra bajo las mismas condiciones 

ambientales, la respuesta de adaptación al crecimiento 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 ausencia de crecimiento de R. 

mtchel, puesto que a 32°C se observó el microscopio la 

presencia de esta cepa en varias preparaciones. No es el objetivo 

de este estudio el dilucidar los procesos bioquímicos que 

expliquen los cambios en la capacidad de producción de la renlna 
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por parte de R. mfeheL; con los elementos planteados sólo se 

pueden ba.cer algunos comentarlos sobre fenómenos que podr!an estar 

ocurriendo. 

Esta ausencia de actividad a 30 y 32 ºe podría deberse a que en 

estas condiciones R. mleheL crece sin acceso a algUn nutriente o 

compuesto que sirva de Inductor para la síntesis de renlna, ya sea 

porque M. rouxll lo esté asimilando con preferencia (o 

modificándolo), o bien que esta cepa esté produciendo alguna 

sustancia que sirva de represor para la síntesis de la enzima por 

parte de R. mtehei. 

Cuando un microorganismo crece en condiciones adversas, como es el 

caso de Af. rouxH en el cultivo mixto a 37 y 40°C. puede 

presentar cambios t:n algunas reacciones metabólicas 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 óptima para la actividad de una enzima o 

por ocurrir la desactivación de alguna por desnaturallzaclón. De 

este modo podría estar ocurriendo que a JO y 32 ºe algün 

metabollto implicado en el crecimiento de Af. rou:.dl reprima la 

producción de renlna por parte de R. mtehet, mientras que a 37 y 

40 ºe se promueva un aumento en la producción de renina. 

Claramente se requeriría de una Investigación específica para 

contar con mayor Información que distinga las posibilidades 

sel'\aladas. 
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E.n la Figura 9 se presenta la ar:tlvldad específica de coagulación 

de la leche (su I g micelio seco) en función de la temperatura. 

Para R. mlehel 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 blomn.sa en 

función de la temperatura. En el cultivo mixto, a 40°C la 

actividad especlílca fue el doble de la obtenida con R. mlehel, 

Igual que como ocurrió con la actividad por volumen de medio, 

mientras que a 31°C fue más de 5 veces mayor. En términos de la 

actividad específica, el aumento de actividad de renlna en el 

cultivo mixto a J7°C con respecto al cultivo puro mayor que 

cuando se expresa en función del volumen de medio, ya que el 

rendimiento de blomnsa. fue menor en el cultivo mixto que en el 

cultivo puro de R. mlehel. 

IV.2.3 Producción de quitosano. 

Se determinó el rendimiento de qultosano como mg de qultosano por 

100 ml de medio. Como este rendimiento tiene una dependencia 

directa con el crecimiento, resulta Interesante saber si los 

cambios detectados son debidos exclusivamente a variaciones en el 

crecimiento o si hay cambios en d contenido de quitosano en las 

células. Por tanto, se reportan además los valores de mg de 

qultosano por g de peso seco de las células. Estos resultados se 

muestran en las Figuras 10 y 11. 

El rendimiento de quitosano para Mucor rouxlf fue menor que para 

el cultivo puro de Rhlzomucor mtehel, con valores de 17-25 
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mg/lOOml para el primero, entre 30 y 31 ºe, y de ZJ-31 mg/IOOml 

para el segundo en todo el Intervalo de temperaturas. Esto es 

debido a que el crecimiento de R. mlchel fue casi el doble del 

obtenido para M. rouxH, sin embargo, el contenido de quitosano en 

el micelio de éste fue siempre mayor que en R. mfehcl (ver Fl¡uras 

1 y 11): esto indica que en aquellas condiciones que M. rouxH 

alcanza el mismo crecimiento que R. mlehct, la producción de 

qultosano es mayor. 

El contenido de quitosano en )as células de Mucor rouxU varió 

entre 19 y 25 mg qultosano por g peso seco. Estos resultados son 

bajos en relación con los reportados por Whlte y col. {1979) de 

40-80 mg por g peso seco. Tal diferencia no está asociada a la 

cepa, pues en experimentos preliminares empleando el mismo medio 

de cultivo usado por Whlte y col., se obtuvieron rendimientos de 

63·69 mg qultosano por g peso seco (fermentación a 28°C por 4 

días). Una posibilidad es que exista algún efecto del medio de 

cultivo, sin embargo, es probable que el tiempo de fermentación 

haya lnfluído en esta disminución. puesto que se ha encontrado en 

Absldla cocrule<1 que la extracción del qultosano de la pared 

celular se hace más d!f(cil a partir de cierto tiempo de 

fermentación (McGahren y col., ¡qgJ}. En principio. el quitosano 

puede unirse a otros componentes de la pared de modo que sea més 

difícil su 5olubillzac16n durante el tratamiento de reflujo 

solución Belda. Esto ne..:esita ser verificado en las cepas que 

usen para la continuación del proyecto. 

62 



A 40°C, el rendimiento en el cultivo de M. rouxll bajó a 3-10 

mg/lOOml, como era de esperarse por el bajo crecimiento de las 

células (ver Figura 10); además, el contenido de qultosano en el 

micelio tamb!Cn se vio disminuido. Estos resultados Indican que el 

aumento de la temperatura de fermentación a 40°C no sólo provocó 

una disminución en el crecimiento de Af. rouxU, sino que además 

produjo cambioS en su composición; puede ser que haya dlsminu{do 

la síntesis de quitosano en las células, al verse afectada la 

actividad de la quitina slntetasa y/o la quitina desacetllasa, o 

bien que se haya promovido la actividad de la qultosanasa. 

La menor producción de qultosano por parte de Mucor rouxU a 40°C 

fue el único efecto notable de la temperatura en los cultivos 

puros. Para R. mlehel, el contenido de qultosano en las células no 

varió con la temperatura. Como el crecimiento tampoco se vio 

afectado, Infiere que el rendimiento de qultosano la 

fermentaclón se mantuvo prácticamente constante. 

En el cultivo mixto el rendimiento de qultosano fue similar al de 

Al. rouxU por sí solo a 30 y 32 ºc. Sin embargo, a 35°C resultó 

mayor que en los cultivos puros y a 37 y 40 ºe no se detectaron 

diferencias con respecto a R. mieheí (Figura 10). Estos resultados 

no sólo están determinados por las variaciones en el crecimiento 

del cultivo mixto con la temperatura, sino que además ocurrieron 

cambios en el contenido de qultosano en las células. En la Figura 

11 se observa que a los 30, 32 y 37 ºe el contenido de qultosano 

en el cultivo mixto fue similar al de M. rouxll; éste se mantuvo 

mayor a 40°C debido a la dlsmlnuclón en .M. rouxH ya comentada. 
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Sin embargo, JSºC el contenldo de qultosano fue 

conslderablemente mayor en el cultivo mixto. que en ·el puro de M. 

rouxLL. 

El contenido de qultosano en las células de R. mlehel fue 

alrededor de un 701. el obtenido en las células de M. rouxU, entre 

32 y 37°C. Por lo tanto, se esperaba que los valores para los 

cultivos mixtos fueran menores que los de Af. rouxff y que se 

tendieran a los de R. mfehef a medida que aumentara la temperatura 

(al aumentar la temperatura se observó un aumento en la proporción 

de R. mlehel en el cultivo mixto}. Sin embargo, los resultados no 

siguieron este comportamiento y superaron lo esperado en cuanto a 

la producción de qultosano en el cultivo mixto. Esto puede ser 

debido a que el cultivo mixto se Incremente Ja sínlesh¡ de 

quitina + qultosano o que se aurne;,te la proporción de qultosano 

sobre quitina mediante la p1·omocl6n dr, la actividad de las 

en~lmas quitina slntetasa y quitina desacetllasa. Otra posibilidad 

es que haya ocurrido un aumento en la síntesis de estos 

compuestos, sino que el entrecruzamiento del qultosano con 

componentes de la pared planteado anteriormente se presente en los 

cultivos puros y en menor meJ!-ia en el cultivo mixto, 

especlalmente a JS°C, facilitándose así su extracción durante el 

proceso de análisis. 
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V. CONCLUSIONES 

- El crecimiento del cultivo mixto de Rhlzomucor mtehet y Mucor 

rouxlt se ve afectado por la temperatura, de modo que entre 30 y 

32 ºe se obtienen rendimientos equivalentes a los de un cultivo 

puro de /\f. rouxU, y a medida que aumenta la temperatura se 

acerca más a los rendimientos que se logran con R. mlehel, hasta 

hacerse Iguales a los 40°C. Esto parece estar asociado a la 

proporción relativa con que crecen las dos especies. 

- La presencia de Mucor rouxlt en el lnóculo afecta la producción 

de renlna por parte de R. mtehel. A 30 y 32 ºe no hay 

producción de renlna en el cultivo mixto; a 35°C hay 

producción de alrededor del 507. de la obtenida en el cultivo 

puro de R. mlehel, y a 31°C se alcanza una productividad más de 

cuatro superior a la del cultivo puro. A 40°C el aumento 

es del 1007.. Por tanto, en el cultivo mixto no sólo se puede 

obtener realna en los mismos niveles que en el cultivo puro de R. 

mlehel, sino que además se puede elevar considerablemente su 

productividad. 

- El rendimiento de quitosano en el cultivo mixto no se 

dlsmlnuído con respecto al cultivo puro de Af. rouxf!, sea 

términos de productividad o de contenido en las células. Esto 

significa que se puede obtener qultosano al menos con los mismos 

rendimientos que con M. rouxU solo, a la vez que se aumenta el 

rendimiento de la renlna producida por R. mtehcl. 
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- De las dos conclusiones anteriores, se Infiere que el desarrollo 

de una fermentación mixta de las especies Rhlzomucor mlehel y 

Mucor rouxCL podr(a llegar a ser una opción rentable en la 

producción conjunta de rcnlna y qultosano. Por tanto, se deben 

seguir estudiando los factores que afectan este proceso con la 

finalidad de llegar a hacerlo técnica y económicamente 

apllcable. 
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VI. RECOMENDACIONES 

- Realizar estos experimentos con cepas registradas de alta 

productividad en renlna y qultosano, como Rhfzomuco,. m[ehet NRRL 

3420 o NRRL 3159 y Mucor rouxff IM-80 (ATCC 24905). Incorporar 

al estudio algunas especies del género Absldla que pudieran 

tener mayor contenido de quitosano que Al. rouxll. 

- Estudiar cinética de crecimiento y de producción de renlna y 

qultosano para escoger el tiempo de fermentación que presCrlta 

máximos rendimientos. 

- Continuar el estudio de los efectos de factores ambientales ~Ornó 

medio de cultivo (a nivel de matraces agtúid~'s>.-"\ ~ pH ,._"-, 

aereaclón (a nivel de fermentador). 

- Realizar estudios bioquímicos con el objetivo dé ex.pllcar .· los 

aumentos en la producción de renlna y de qultosano · Jos 

cultivos mixtos descritos. 
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