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—l Resumen

RESUMEN

La quitina, es un polimero lineal B-1,4 de N-acetil-D-glucosamina
(GIcNAc), es un importante componente estructural de la mayoria de los
crustaceos, insectos, algas y hongos. Las quitinasas son enzimas que
degradan la quitina a quitino-oligosacéaridos y acetil glucosamina y son

sintetizadas principalmente por bacterias y hongos.

Estas enzimas tienen aplicaciones potenciales en la industria
farmacéutica, alimentaria y agronomica donde podrian desempefiar un
importante papel en biocontrol y en el tratamiento de enfermedades de
las plantas, debido a que no son téxicas, son biodegradables y

biocompatibles.

En este trabajo se ha estudiado la produccién de quitinasas por
Bacillus licheniformis ATCC 21415, Trichoderma atroviride CEC-T23 y
Trichoderma harzianum CEC-T24 crecidos en diferentes medios de
cultivo formulados con subproductos agroindustriales ricos en quitina
procedentes de hongos comestibles (Agaricus Bisporus) y crustaceos
(Procambarus clarkii) como fuente principal de carbono en un intento de
producir estas enzimas de una manera econémicamente viable, y darle
un uso practico a estos subproductos, ademas del de poder utilizarse
como fuente de partida para obtener quitina. Lo que es habitual en el
caso de los subproductos de crustaceos pero, hasta la fecha, no lo es

para los subproductos de la industria de los hongos y setas comestibles.

Este trabajo es uno de los primeros, sino el primero, que aborda de
manera sistematica la utilizacion de los subproductos ricos en quitina de

la industria de los hongos y setas comestibles para obtener productos de
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alto valor afiadido, diferentes de la quitina y el quitosano. Concretamente
nos hemos centrado en el estudio de la produccion de enzimas

hidroliticas, fundamentalmente quitinasas.

Para ello se ha procedido de la siguiente manera:

e Estudio de la preparacion y caracterizacion de la fuentes de
fermentacién a partir de subproductos agroindustriales (harina de tallos
de champifién, HTCH, Fraccion enriquecida de quitina y glucano, F-Q/G,
y harina de cangrejo, CFM).

e Estudio de la produccion de quitinasas por fermentacion en estado
sélido (FES) y fermentacion sumergida (FS)

e Estudio de la extraccibn, concentracidn/fraccionamiento vy
estabilizacion de enzimas (quitinasas).

e Estudio de la secrecion de proteinas (secretoma) de B. licheniformis
ATCC 21415 o T. harzianum CEC-T24 crecido en los diferentes medios
de cultivo, mediante técnicas electroforéticas y proteémica.

e Estudio de la produccion de quitinasas a escala semi-piloto.

e Estudio de la estabilizacion y/o inmovilizacion de concentrado de
quitinasas en forma de nano/microparticulas para su uso como
plaguicida alternativo al uso de productos quimicos altamente toxicos

para el medio ambiente.

De nuestros resultados podemos concluir que todos los
microorganismos produjeron una mayor produccion de actividad
quitinasa en un medio formulado con HTCH y F-Q/G como fuente de
carbono en comparacion con los medios formulados con Qp o Qc. De

los tres microorganismos utilizados en este estudio, T. harzianum CEC-
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T24 mostré la mayor productividad de quitinasa (873,98 Ul L-tdia?) en el

medio HTCH-+a en Fermentacion en estado sélido.

La produccion de quitinasa se controld6 mediante la medida de actividad
y de proteina y el perfil de enzimas/proteinas secretadas al medio de
cultivo se ha seguido, en un principio, por PAGE-SDS. El analisis
electroforético permiti6 la deteccion de 25 proteinas diferentes entre
ellas cinco quitinasas con masas moleculares 82, 65, 48, 31 y 25 kDa,
respectivamente. Sin embargo, cuando se estudian las proteinas
secretadas por T. harzianum CEC-T24 en los diferentes medios, es
decir, cuando analizamos su secretoma, mediante técnicas proteémicas
el numero de enzimas/proteinas detectadas es mucho mayor: 183 en
medios formulados con HTCH, 161 en medios formulados con F-Q/G y

91 en medios formulados con HC.

Ademas cuando se crece T. harzianum CEC-T24 en un reactor tipo
tambor rotatorio, a escala semi-piloto (1 Kg de medio de cultivo), bien
controlado, la productividad es 4,63 veces superior a la descrita para

medios aireados en matraces.

Estos resultados muestran que el cultivo de T. harzianum CEC-T24
por fermentacion en estado solido, en un medio de fermentacion, en un
reactor tipo tambor rotatorio, con buen control de aireaciéon y humedad,
basado en el uso de subproductos ricos en quitina (HTCH), procedente
de la industria del champifion, barato y abundante representa un buen

procedimiento para la produccion a gran escala de quitinasas.
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ACN: Acetonitrilo.

AOAC: Método oficial de analisis
(Association of Official Analytical
Chemists).

APS: Persulfato aménico.

ATCC: Coleccion Americana de
Cultura Tipo (American Type Culture
Collection).

BSA: Seroalbumina bovina.

CAZy: Carbohydrate-Active enzymes.
CID: Dominio de insercién de quitina.
DNS: Acido dinitrosalicilico.

FAO STAT: Organizacion de las
naciones unidas para la alimentacion
y la agricultura, division de
estadistica.

FAO: Organizacién de las naciones
unidas para la alimentacion y la
agricultura.

FES: Fermentacién en estado solido.
F-Q/G: Fraccion de quitina/ glucano.
FS: Fermentacion Sumergida.

g: ges o fuerza centrifuga relativa
(RCF).

GH: Glicosil-hidrolasas o]
Glicohidrolasas.

GlcNAc: N-Acetilglucosamina.

HC: Harina de Cangrejo.

HC: Hidratos de Carbono.

HTCH: Harina de Tallos de
Champifion.

IUCN: Unién internacional para la
conservacion de la naturaleza.
IUPAC: International Union of Pure
and Applied Chemistry/  Union
Internacional de Quimica Pura y
Aplicada.

Glosario

KDa: Kilodaltons.

LB: CALDO LURIA (Luria Bertani).
LTQ-FT:

mA: miliamperios.

Mm: Medio minimo.

mM: milimolar.

MO: Materia organica.

nm: nanémetros.

Nt Nitrégeno total.

p.S: peso seco.

p/p: Peso/Peso.

p/v: Peso/Volumen.

PAGE: Polyacrilamide gel
electroporesis.

PB: Potato Broth = Extracto de
Patata.

PDA: patata-dextrosa-agar.

PM: Peso Molecular.

Qc: Quitina Coloidal.

QOS: Quitinoologosacaridos.

Qp: Quitina en Polvo.

rpm: revoluciones por minuto.

SDS: Dodecilsulfato sédico.

Sm: Serratia marcescens.

TCA: Acido tricloroacético.

TEMED: Tetrametiletilendimina.
Agente polimerizador de la
acrilamida.

TIM: dominio barril (B / a)sde la
triosfosfato isomerasa.

Tm: Toneladas métricas.

Ul: Unidad Internacional de actividad
enzimatica.

v/v: Volumen/Volumen.

%T: Transmitancia.

+A= Con Aireacion.

-A= Sin Aireacion.
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1. INTRODUCCION

1.1 Quitinasas

1.1.1 Generalidades

Las quitinasas (E.C. 3.2.2.14) representan una clase o grupo de
enzimas con un amplio rango de aplicaciones practicas debido al papel
clave que desempefian en la degradacion de polimeros cristalinos. Las
guitinasas catalizan la degradacion o rotura de enlaces B-1->4 en la
quitina (CsH130sN)n, segundo polimero mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. La quitina es un componente estructural de la
pared de los hongos [Langner y GoOhre, 2016], del exoesqueleto e
intestino de los insectos y el caparazon de los crustaceos
[Merzendorfer, 2003; Hamed y col., 2016]. Enormes cantidades de
éste polimero se sintetizan en la biosfera, y alrededor de 10! toneladas
métricas se producen anualmente solo en la biosfera acuética [Tsujibo
y col., 1998]. El quitosano se produce tras la desacetilacion de este

polimero.

La quitina puede aparecer de tres formas distintas, que difieren en la
orientacion de las cadenas polisacaridicas en las microfibrillas, siendo
estas: a-, B- y y-quitina (Figura-1.1) [Fortuna-Gonzalez, 2010]. La a-
quitina es la mas abundante, tiene una configuracion antiparalela,
presenta una estructura cristalina altamente ordenada causada por un
fuerte enlace de H lo que conduce a ser una estructura muy rigida,

intratable e insoluble. Las extremidades de cangrejos y conchas de
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camaron asi como las paredes celulares de hongos estan constituidas
por este tipo de quitina [Beier y Bertilsson, 2013]. La 3-quitina presenta
una configuracion paralela y un débil enlace de H, es inestable y soluble
en agua, y mientras que la y-quitina presenta una configuracion paralela
y antiparalela [Sastoque, 2005]. Las dos ultimas tienen propiedades
mecanicas mas flexibles y son facilmente degradadas por enzimas

especialmente quitinasas.

AlAd] A 'YYVYYVYY Ah| 44

viviy vily
a-Quitina B-Quitina y-Quitina

Figura I.1. Diferentes formas de la quitina.
La quitina juega un papel muy importante en el esqueleto de ciertos
organismos como crustdceos, moluscos, insectos, Yy hongos

constituyendo el 75% del peso de estos organismos (Figura-1.2), siendo

estos los necesarios para la produccion de quitinasas.
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Figura I.2. Organismos que en su estructura contienen quitina.

La hidrélisis enzimética de la quitina a N-acetil-D-glucosamina se
lleva a cabo mediante un sistema que implica la participacién de dos

tipos de hidrolasas: Quitinasas y Quitobiasas.

Las quitinasas constituyen un grupo o clase de enzimas con
estructuras y mecanismos de accion diversos que
determinan/condicionan su utilizacion/aplicacion en los diferentes

campos, tales como control de enfermedades de plantas, y plagas de
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insectos [Patil y col., 2000], sintesis de quitinooligosacéaridos (QOS)
[Yang y col., 2016a] para su uso en la industria alimentaria y quimica
(sintesis de drogas/farmacos), aprovechamiento de residuos vy
subproductos marinos y agroalimentarios ricos en quitina, y en la
produccion de bio-fuel [Swiontek y col., 2014; Ramirez y Calzadiaz,
2016].

Aunque la clasificacion, caracteristicas y las aplicaciones de las
guitinasas han sido tratadas en numerosas revisiones por diferentes
autores [Patil y col., 2000; Swiontek y col., 2014; Herrera-Estrella y
Chet, 1999; Hartl y col., 2012; Singh y col., 2014; Rathore y Gupta,
2015; Stoykov y col., 2015], ninguno ha discutido detalladamente la
diversidad de las quitinasas como posible causa de sus aplicaciones
practicas. Por ello en la presente introduccién pretendemos discutir
estos temas haciendo especial énfasis en la diversidad de las fuentes,
caracteristicas estructurales y propiedades mecanicistas de las
guitinasas, como principal factor limitante en el desarrollo y utilizacién de

esta clase de enzimas en el campo industrial.

1.1.2 Clasificacion de las quitinasas

Bernard en 1911 observo por primera vez una fraccion quitinolitica
termoestable y difusible (quitinasas) al aislarlas a partir de pulpa de
orquidea. Posteriormente fue confirmada por Karrer y Hoffman quienes

obtuvieron enzimas quitinoliticas a partir de caracoles [Felse y Panda,
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1999]. Actualmente las quitinasas se clasifican siguiendo diferentes

criterios.

- Clasificacion segan la Comision de Enzimas de la IUPAC

De acuerdo con las recomendaciones del Comité de Nomenclatura de
la  Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology NC-IUBMB), de acuerdo con la reaccion que catalizan
las quitinasas son hidrolasas que rompen enlaces glicosidicos en
moléculas de quitina, es decir, se encuentran agrupadas dentro de la
clase tres, correspondiente a las Glicosil-hidrolasas (GH) o
Glicohidrolasas (GH) y les corresponde por tanto como numeros del
cédigo de clasificacion: EC 3.2.1.x., donde x representaria el numero de
catalogo u orden.

- Clasificacion basada en la secuencia aminoacidica y
ordenamiento espacial (arquitectura de dominios)

Las quitinasas segun su secuencia aminoacidica, en la base de datos
CAZy, se agrupan dentro de las siguientes tres familias: familia 18, 19 y
20 [Lombard y col., 2013] como se muestra esquematicamente en la

Figura-1.3.
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Familia Glicosilhidrolasa | Subfamilia | Dominio |SitioActivo I

y Mecanismo catalitico
|' | Ricos - s
lisozima

Barril TIM +

CID
Barril TIM +

CID +

bucles
| B l_.l Barril TIM ]_.- l No Procesivo |

Figura I.3. Clasificacion de las quitinasas bacterianas de acuerdo con
su mecanismo de accion y forma del centro activo.

Invertidas

Las quitinasas, aunque catalizan el mismo tipo de reaccién, difieren
notablemente en sus secuencias aminoacidicas y propiedades
cataliticas [Vocadlo y col., 2008], y aunque hay una ambigiedad
inherente en esta taxonomia [Duo-Chuan, 2006], estas tres familias han
sido validadas bioquimicamente como enzimas con actividad

quitinoliticas.

Las familias GH-18 y GH-19 se consideran quitinasas ya que
catalizan la degradacién de polimeros de quitina. La familia GH-20
incluye la quitobiasa y [-N-acetil-hexosaminidasa que catalizan la
degradacion del disacarido quitobiosa (N-acetilglucosamina)z, y N-

acetilgalactosamina o glucosamina de glicoconjugados [Patil y col.,
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2000; Vaaje-Kolstad y col., 2013].

En la familia 18 se encuentran quitinasas de organismos como
bacterias, hongos, virus, animales y algunas plantas; que han
desarrollado mecanismos de degradacion de quitina altamente eficientes
debido a que secretan quitinasas con propiedades sinérgicas probadas
experimentalmente con Serratia marcescens que tiene la capacidad de
secretar hasta cuatro enzimas quitinoliticas cuya funcion es actuar
durante el desarrollo y como mecanismo de defensa [Brurberg y col.,
1996; Suzuki Ky col., 2002; Rathore y Gupta, 2015].

Toda la familia GH-18 se caracteriza por contener en su zona
catalitica una estructura consistente con un dominio tipo barril (3/a)s TIM
[Umemoto y col., 2015; Perrakis y col., 1994; Takuo, 1999; Yang y
col., 2010].

Las quitinasas de la familia GH-19 se describieron por primera vez en
plantas superiores y mas tarde en Streptomyces [Ohno y col., 1996;
Shimosaka y col., 2001], los miembros de esta familia se producen
como un mecanismo de defensa frente a hongos patdgenos. La primera
quitinasa de esta familia se ha aislado a partir del hongo Nosema
bombycis [Han y col., 2016], ademas varios genes de estas quitinasas
se han encontrado en Caenorhabditis elegans con actividad nematicida
[Cheny col., 2017].

El dominio catalitico en la familia GH-19 est4 formado por un dominio

rico en a-hélices tipo lisozima, caracterizado por la existencia de una
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hendidura profunda [Kezuka y col., 2006]. La familia GH-20 comprende
a la B-N-acetilhexosaminidasa que ha sido descrita en Streptomyces y
en humano [Polaina, 2004].

- Clasificacion basada en el mecanismo

De acuerdo con el mecanismo, las quitinasas se clasifican en dos
grandes categorias: Endoquitinasas (E.C. 3.2.1.14) y Exoquitinasas
(E.C. 3.2.1.200 y E.C. 3.2.1.201). Las primeras degradan aleatoriamente
en los sitios internos del extremo reductor de la cadena, formando asi la
di-acetil-quitobiosa dimérica y multimeros solubles de baja masa
molecular tales como la quitotriosa, la quitotetraosa y la quitopentosa.
Las Exoquitinasas actuan sobre el extremo no reductor de la cadena y
se dividen en 2 subcategorias: quitobiosidasas (EC 3.2.1.29),
involucradas en la catdlisis de la liberacion progresiva de di-acetil-
quitobiosa desde el extremo no reductor de la cadena y la N-
acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.52), que escinde los productos
oligoméricos de endoquitinasas Yy quitobiosidasas generando
monomeros de GIcNAc. Logrando de esta manera la lisis completa del

polimero (Figura-1.4) [Di Rosay col., 2016; Sahai y Manocha, 1993].
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Figura I.4. Hidrdlisis Enzimatica de la Quitina.

Datos recientes indican que la forma endo se activa en sustratos
solubles como el quitosano y la forma exo se activa en la degradacion
de sustratos cristalinos debido a que tiene una mejor accesibilidad a los
extremos de la cadena [Horn y col., 2006; Sikorski y col., 2006].

La clasificacibn de las quitinasas depende principalmente de la
naturaleza del sustrato. Por ejemplo en el exoesqueleto de los insectos
predomina quitina y proteina mientras que las paredes celulares de los
hongos contienen quitina y glucanos y su estructura es mas facil de ser

degradada.

Las quitinasas son sintetizadas principalmente por bacterias y

hongos, tienen un peso molecular que varia entre 20 kDa y 90 kDa
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aproximadamente, tienen un pH 6ptimo entre 5y 8, y son estables a una
temperatura entre 37 - 50 'C [Zhang y col., 2018]. Su tamafio varia de
350 hasta mas de 800 aminoacidos, dentro de estas se encuentran
proteinas modulares que contienen cadenas de 250 a mas de 400

aminoacidos [Warren, 1996].

1.1.3 Importancia y Aplicaciones de las Quitinasas

Las quitinasas desempefian papeles importantes en diversos
organismos, entre los que cabe destacar a) Ayudan a regenerar o
renovar la estructura de ciertos organismos que poseen un esqueleto
duro, lo que le confiere su tamafio y forma, b) en organismos que atacan
a otros organismos gque contienen quitina facilitando el uso de ésta como
fuente carbonada, degradando el polimero en metabolitos absorbibles,
permitiendo su uso como fuente de energia, y ¢) en caso de infeccion
por microorganismos con recubrimientos de quitina, ayudara a degradar
su estructura proporcionando inmunidad y defensa frente a patégenos

infecciosos.

En las Bacterias las quitinasas estan implicadas en la nutricion debido
a que suministran nitrégeno y carbono como fuente de nutrientes y
ademas secretan quitinasas durante la patogénesis en huéspedes que
contienen quitina, de esta manera juegan un papel importante en el
parasitismo [Dahiya y col., 2006; Adrangi y col., 2010; Cohen-Kupiec
y Chet, 1998; Busby y col., 2012; Nakanishi y col., 2001].

Pagina|



Introduccion

Las quitinasas fungicas cumplen un papel importante en la nutricion,
autolisis, defensa, parasitismo y morfogénesis en diferentes fases
durante su desarrollo. Los hongos entomopatdgenos estan implicados
en el control biolégico y actian como agentes para controlar insectos y
plagas. Ademas la proteina especifica de unidn quitinasa/quitina puede
ser utilizada para la deteccion en casos de infeccidn fungica invasiva en
pacientes inmunodeprimidos [Gooday y col., 1992; Fang y col., 2012;
Lupetti y col., 2011; Yang y col., 2010; Yu y col., 2015; Hartl y col.,
2012; Xiay col., 2001].

Las quitinasas de los insectos estan involucradas en la degradacion
de la cuticula vieja y sintesis de una nueva, en caso de que sea
necesario regenerar su cuticula, para ello los insectos producen
diferentes tipos de quitinasas especificas, de modo que puedan actuar
durante la metamorfosis evitando asi una inhibicion en su desarrollo.
Ademas ciertos insectos contienen quitinasas en su veneno y saliva con
el fin de degradar la cuticula del huésped [Zhang y col., 2011; Zhu vy
col, 2008].

Las quitinasas de las plantas son generalmente endoquitinasas y su
peso molecular es menor que las quitinasas de insectos, las quitinasas
son proteinas que se encuentran relacionadas con la patogénesis,
actuan como autodefensa frente a un ataque de fitopatdégenos [Gooday,
1999; Al-Ahmadi y col., 2008].

En los vertebrados las quitinasas pueden encontrarse en el tracto

digestivo y gastrointestinal actuando como una enzima quitinolitica, por

lo que las quitinasas en los mamiferos juegan un papel muy importante

Paginal|



Introduccion

proporcionando inmunidad innata y en la digestion de alimentos. En
humano, se ha encontrado niveles altos de quitinasas en pacientes con
malaria, enfermedad causada por el protozoo Plasmodium falciparum. El
aumento en la secrecién de quitinasas en el organismo esta relacionado
con ciertas afecciones fisiopatoldgicas dominadas por las células Th2
gue incluyen infeccion, fibrosis, alergia y asma. Puede ser utilizado
como un biomarcador en casos de asma, al aumentar la secrecion de
quitinasa durante la inflamacion a través de un mecanismo dependiente
de interleucina, de modo que al inhibir la proteina se reduzca la
inflamacion, permitiendo ser una alternativa en la terapia del asma
[Oshima y col., 2002; Shen y col., 2013; Renkema y col., 1995;
Suzuki y col., 2001; Muzzarelli, 2010; Komi y col., 2016; Shuhui y
col., 2009; Nagpure y col., 2014; Duru y col., 2013; Komi y col.,
2018].

Las quitinasas en general son importantes debido a que tienen varias
aplicaciones industriales, agricolas y ademas pueden ser utilizadas en
agronomia para el control de enfermedades y plagas de insectos en
plantas. La capacidad que tienen las quitinasas para degradar la quitina
las hace muy valiosas en la gestion de residuos, especialmente en el
manejo de desechos marinos y ademas pueden ser utilizadas para la
produccion de biocombustibles [Yang y col.,, 2016a; Swiontek

Brzezinskay col., 2014; Ramirez y Calzadiaz L, 2016].
Las quitinasas desempefian un papel importante en la generacién

de: i) protoplastos fungicos utilizados para estudiar la sintesis de la

pared celular; ii) la produccion de proteinas unicelulares que pueden
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ser utilizadas como un alimento o un complemento alimenticio; iii) la
de

glucosaminas que

produccion quitooligosacaridos, N-acetilglucosaminas vy

tienen amplias aplicaciones en la industria
farmacéutica, etc. Ademas, pueden usarse en la atencién de la salud
humana, en la terapia de enfermedades fungicas y como aditivos en
cremas antimicoticas [Dahiya y col., 2006]. En la Figura-1.5 se muestra

esquematicamente el amplio espectro de usos de las quitinasas.
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Figura I.5. Principales aplicaciones actuales de las quitinasas segiin
su mecanismo de accion.

1.3.1.1 Quitinasas y Agronomia

Las quitinasas presentan una serie de aplicaciones bioldgicas

importantes en agronomia debido a su efecto beneficioso sobre las
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plantas, tales como: i) mejoran el crecimiento y desarrollo, mejoran la
capacidad de germinacion, la longitud y actividad de la raiz, altura y
tamafio de las plantulas, y floracion [Falcon-Rodriguez y col., 2012]; ii)
proporcionan inmunidad innata [Subha Narayan y col., 2015], brindan
una mejor respuesta fisiologica [Katiyar y col., 2015], facilitan la
acumulacion de minerales durante su crecimiento [Schultze vy
Kondorosi, 1996; Chatelain y col., 2014], y ademas podrian funcionar
como una posible vacuna frente a las enfermedades de las plantas [Yin
y col., 2010].

Las plantas al ser sésiles han desarrollado mecanismos para
adaptarse a variaciones tanto bidticas como abibticas, los
guitooligosacéaridos actuan directamente frente a cada una de estas
variaciones proporcionandoles un mecanismo de defensa. Las
quitinasas de la familia 19 son utilizadas en el control biolégico y como
fitopatdégenos fungicos, debido a que estas producen un mecanismo de
defensa frente al ataque contra hongos patdgenos [Kawase y col.,
2006].

El control biolégico es un método de control de plagas y
enfermedades de las plantas que consiste en utilizar otros organismos
vivos como mecanismo de defensa frente a fitopatdgenos. Se desarrolla
de manera intencional, directa por parte del hombre o indirecta mediante
el manejo de interacciones existentes en el ecosistema agricola [Flint y
Dreistadt, 1998].

Pagina|



Introduccion

El control biologico puede llevarse a cabo de distintas maneras:
utilizando sustancias y compuestos obtenidos a partir de la misma planta
y en algunos casos usando otras plantas que actuarian como control
biologico (alelopatia, plaguicidas botanicos, cultivos trampa, etc.),
ademas de depredadores, parasitoides y patdogenos. Entre los
microorganismos patogénicos se incluyen bacterias, hongos y virus, que
tienen la capacidad de matar o debilitar a sus huéspedes [Huffaker y
col., 1984].

Las bacterias usadas como control bioldgico infectan a los insectos
por via digestiva, entre estos los mas utilizados son Bacillus
thuringiensis que controla mariposas, polillas, escarabajos, moscas y
otros insectos plaga, se utilliza ademas en los -cultivos para
proporcionarle mas resistencia frente a estas plagas y evitar el uso de

otros plaguicidas [Lemaux, 2008].

Los hongos denominados como hongos entomopatégenos son
aquellos organismos que producen una patogénesis letal en insectos o
aracnidos, excluyendo aquellos hongos facultativos que pueden crecer
sobre insectos o sustratos que contengan quitina. Estos hongos tienen
la capacidad de atacar al insecto a través de la cuticula externa que esta
formada por una capa delgada que contiene lipidos y otra mas gruesa
gue contiene quitina [Evans y col., 1988]. Dentro de este grupo se
encuentran 89 especies de Trichoderma que son utilizados contra

fitopatdgenos [Fry William, 2012].
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Entre los virus capaces de producir quitinasas y que comunmente se

utilizan como insecticida biolégico destacan los baculovirus.

Los beneficios de la utilizacion de controles bioldgicos en los cultivos
es proporcionar sostenibilidad a los cultivadores, disminuyendo la
contaminacion del agua y ademas no perjudican la estructura del suelo y
son de gran importancia econdmica en la agricultura. Actualmente el
mercado de bioplaguicidas representa s6lo una pequefia parte del
mercado global, pero se espera que crezca muy rapidamente para el
2022 con tasa de crecimiento de 15,34 % [Chen, 2017].

Desde 1980 la quitina en polvo de ciertos crustaceos se ha utilizado
para los cultivos como bioplaguicidas, biofertilizantes y en forma de
biofilm [Ha y Huang, 2007; EI Hadrami y col., 2010; Trouvelot y col.,
2014]. Las quitinasas son de especial interés para los investigadores
debido a que tienen varias caracteristicas que determinan su actividad y
su idoneidad para aplicaciones de campo. Entre estas cabe destacar: su
aplicacién en el control biolégico de las plantas permitiendo de esta
manera Su usO como un pesticida alternativo, evitando el uso de
pesticidas quimicos que son caros, contaminan el medio ambiente y
producen resistencia a ciertos patdégenos, ademas de que no son
toxicos, son biodegradables, biocompatibles y tienen selectividad frente
a una plaga [Barboza-Corona y col., 2008; Patil y col., 2000; Czaja y
col., 2015].
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1.1.3.2 Quitinasas en la Industria Alimentaria

Uno de los problemas mas comunes para la industria hortofruticola es
el deterioro de frutas y hortalizas en post-cosecha, ya que representa
pérdidas econdmicas importantes. Se estima que alrededor del 20-25%
de las cosechas se deterioran por patdgenos durante el manejo post-
cosecha [Alkan y Fortes, 2015].

Recientemente se estd viendo que la quitinasas por si solas o en
combinacién con otras enzimas, fundamentalmente proteasas, podrian
tener un gran papel en la industria alimentaria; donde ademas de poder
utilizarse como aditivo y potenciador del sabor [Hamed y col., 2016;
Jung y Park, 2014], también podrian utilizarse en la elaboracion de
envases activos (antimicrobianos) utilizables para la conservacion,
proteccion y comercializacién de los alimentos frescos con el objetivo de
extender su vida media manteniendo su calidad nutricional y seguridad
alimentaria [Ozdemir y Floros, 2010], debido a que los alimentos
frescos pueden contener microorganismos que podrian deteriorar los
alimentos. Por ello esta aplicacibn emergente de las quitinasas, bien en
forma de sprays o en peliculas, es de gran interés, ya que su uso podria
prolongar la vida media de alimentos frescos perecederos [da Silva,
2019], evitando el desarrollo de hongos y bacterias que afectan al
alimento fresco, como por ejemplo manzanas, nharanjas, peras,

mandarinas etc., e incluso los champifiones.
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1.1.3.3 Otras Aplicaciones de Quitinasas

Actualmente las quitinasas son de gran interés a nivel industrial
debido a su uso directo o0 mas frecuentemente al uso de los productos
obtenidos a partir de su accidn sobre sustratos ricos en quitina. De esta
manera las quitinasas y/o sus productos (quitino-oligosacéaridos) son
utilizados en diversas aplicaciones en la industria medico-farmacéutica,
debido a que tienen propiedades hipoalergénicas, hipocolesterolémicas,
antitumorales, antibacterianas, antifingicas, antioxidantes y de
cicatrizacion de heridas, el desarrollo de sistemas de administracion de
farmacos, fabricacion de materiales quirtrgicos e implantes y ademas en
la preparacion de suplementos dietéticos para mejorar el sistema
inmunoldgico [Martinez y col., 2012; Askolin y col., 2001; Howard y
col., 2003; Nguyen-Thi y Doucet, 2016].

1.1.4 Produccion de Quitinasas por Fermentacion

Las quitinasas se pueden producir mediante varios tipos o0 procesos
biotecnoldgicos de fermentacion, tales como: fermentacion en estado
sélido, o fermentacion sumergida, bien bajo la modalidad de
fermentacion discontinua, fermentacion semicontinua o fermentacion
continia [Joshi y col.,, 1989]. Normalmente estos procesos de
fermentacion suelen llevarse a cabo en medios formulados con
productos ricos en quitina [Bautista y col., 1986], ya que la quitina
externa presente en el medio de cultivo, induce la expresion de
guitinasas extracelulares. Los organismos que son capaces de producir

guitinasas extracelulares consumen quitina como fuente potencial de
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carbono y nitrégeno [Dahiya y col., 2006].

Se entiende por fermentacion al proceso en el que los
microorganismos tienen la capacidad de producir metabolitos o biomasa
mediante el uso de sustancias organicas en ausencia o0 presencia de
oxigeno [Hernandez, 2013]. Los microorganismos obtienen su energia y
fuente de carbono a través de la degradacion de los compuestos
organicos, en este caso de la quitina, y producen ciertas enzimas, entre

estas quitinasas [Ward, 1989].

A escala industrial la produccién de quitinasas, aunque relativamente
limitada en comparacion con otras enzimas hidroliticas, se suele llevar
acabo bien en fermentacion sumergida o en fermentacién en estado
sélido, utilizando sustratos ricos en quitina como inductor, generalmente
derivados de crustaceos, procedentes del procesamiento industrial o de
restos marinos [Rojas-Avelizapa y col., 1999]. Sin embargo, el uso de
sustratos ricos en quitina procedentes de otros origenes, hasta la fecha,
se han utilizado mucho menos e incluso en algunos casos no se han
utilizado nunca. Este seria el caso de los subproductos del cultivo de
hongos comestibles, particularmente del cultivo del champifién.

a) Fermentacion en Medio So6lido

La fermentacion en medio solido tiene sus origenes desde nuestros
ancestros, estos procesos tradicionales se desarrollaban en diversas
partes del mundo, uno de estos ejemplos es el Koji y el Tempeh,

alimentos preparados por el cultivo de hongos filamentosos (Rhizopus
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oligosporus) sobre materiales sélidos que posteriormente las personas
lo consumian y al igual forma los quesos Camembert y Roquefort en
Europa. Tanto en Asia como Europa en la actualidad estos productos se
siguen produciendo de la misma manera o ligeramente modificados
[Pandey, 1992].

Este tipo de fermentaciones se suele utilizar para la obtencion de
enzimas fungicas, debido a que el sustrato con una cantidad limitada de
agua pueda utilizarse como soporte para el crecimiento de los hongos,
evitando de esta manera el crecimiento de otros microorganismos como
bacterias y levaduras. Los hongos tienden ademés a adaptarse de mejor
manera a los sustratos sélidos humedos, permitiendo de esta forma la
obtenciéon de productos Unicos [Viniegra, 2000] gracias a la secrecion
de enzimas hidroliticas que les permite obtener el alimento y la energia

necesaria para su desarrollo.

Las ventajas de utilizacién de este tipo de fermentacion es que el
costo de inversion, coste energético y volumen de agua residual
producida es menor [Ward, 1989]. Ademas de que se obtienen cultivos
con alta estabilidad y alta eficiencia biosintética, tienen mejor contacto
con el sustrato y por lo tanto mejor difusion de oxigeno, poco gasto de
energia, y menor susceptibilidad al estrés osmatico, esto se debe a que
el crecimiento del microorganismo en este tipo de cultivos se presenta
de forma heterogénea con la posibilidad de encontrar diferentes
gradientes de concentracién [Viniegra y col., 2003]. Aunque, este tipo
de cultivo tiene como desventaja que no se puede controlar facilmente el

pH, y la temperatura y ademas la esterilizacion del sustrato, cuando esto

Pagina|



Introduccion

sea necesario, no suele ser tan facil como en el caso de las
fermentaciones sumergidas, debido a la naturaleza heterogénea de éste
[Raimbault, 1998].

Existen escasos articulos sobre la produccion de quitinasas mediante
fermentacion en estado solido. Normalmente el cultivo suele llevarse a
cabo mediante el sistema de bandejas o en tanques rotatorios utilizando
como sustratos diversos subproductos agroindustriales suplementados
con quitina colidal [Suresh y Chandrasekaran, 1998; Suresh vy
Chandrasekaran, 1999]. Sin embargo, el uso de subproductos ricos en

quitina directamente como sustrato no se ha estudiado.

b) Fermentacion en Estado liquido o Sumergida

Se conoce como fermentacién sumergida aquella en la que todos los
nutrientes se encuentran disueltos formando una Unica fase, y se suele
llevar a cabo mediante el control de determinados parametros
fisicoquimicos (pH, temperatura, agitacion, oxigeno disuelto, etc.)
[VAsquez Céardenas, 2010].

Este método posee varias ventajas como: obtencién de un producto
mas homogéneo, se puede controlar la temperatura, aireacion, agitacion
y pH, la biomasa se puede medir directamente es por ello que es uno de
los métodos méas usados en la Industria Biotecnologica [Raimbault,
1993].

Las fermentaciones sumergidas pueden llevarse a cabo de diferentes
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maneras o procedimientos, entre los que destacan: la fermentacion
discontinua, y la fermentacion continua. Si bien también se pueden

desarrollar mediante diversos tipos de fermentaciones semicontinuas.

c) Fermentacion Discontinua

Se conoce también como fermentacion discontinua o por lotes (batch)
donde los nutrientes o0 sustratos se suministran a un biorreactor de
acuerdo a la cantidad requerida, se esterilizan, inoculan y el proceso se
desarrolla bajo control de temperatura, pH, aireacion y tiempo, logrando
de esta manera controlar facilmente la concentracion del sustrato y la
produccion de los productos de interés [Yamane y Shimizu, 2005]. Una
vez finalizada la fermentacion se cosecha el caldo de fermentacion y
procede a la recuperacion del producto a la vez que se reinicia el ciclo,

limpieza, carga de nutrientes, esterilizacion, inoculacion, etc.

Una manera de aumentar la productividad es mediante la técnica de
repeated batch o semi-continua en la que no se cosecha el volumen
completo del fermentador si no una parte (normalmente el 90%) dejando
el restante 10% como indculo y reponiendo el restante 90% con caldo
fresco estéril. De esta manera se aumenta la productividad ya que se
eliminan los tiempos de limpieza y esterilizacion del fermentador y del

medio cuando este se hace en el fermentador [Bautista y col., 1986].

d) Fermentacion Continua

Las fermentaciones continuas se realiza en biorreactores altamente

equipados con controles sofisticados, donde el sustrato es suministrado
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de manera controlada y de forma continua. El proceso se realiza de
manera tal que el volumen extraido es repuesto a la vez por medio de
cultivo estéril, de manera continua. Este sistema permite la produccién
en continuo de los productos de interés (enzimas), por ejemplo,
quitinasas. Este procedimiento requiere de un sistema de control
altamente sofisticado si bien permite obtener altos rendimientos y

productividad. [Fenice y col., 1998].

En relacion con el sistema de produccion, para la produccion de
guitinasas se requiere de una buena eleccion del medio de cultivo. En la
mayoria de los casos las quitinasas se producen con una baja
concentracion de enzima, por lo que en cultivos en estado sélido, al
utilizar volimenes de medio de extraccibn mas pequefios que los
volimenes utilizados en fermentaciones sumergidas, la concentracion
de la enzima es mayor. Este es el motivo por el que a veces se elige
esta modalidad de cultivo, ya que en el caso de las fermentaciones
sumergidas se requerira de mas pasos en los procesos de recuperacion
y purificacion, pudiendo convertirse en un problema a la hora de la

produccién [Stoykov y col., 2015].

1.1.4.1 Microorganismos

Las quitinasas son producidas en un amplio abanico de
microorganismos, siendo los mayores productores de quitinasas
microbianas: Serratia marcescens, Serratia liquefaciens, Vibrio

vulnificus, Streptomyces spp., Myrothecium verrucaria, Trichoderma

Paginal|



Introduccion

harzianum y T. atroviride [Horwitz y col., 1984; Joshi y col., 1988;
Wortman y col., 1986; Ueno y col., 1990; Ridout y col., 1988; Vyas y
Deshpande, 1989].

Trichoderma harzianum ademas de ser utilizado para producir
guitinasas ha sido empleado también para la recuperacion de materiales
bioactivos como quitina/quitosano y quitino-oligosacéaridos con actividad
antioxidante, utilizando como sustrato residuos o subproductos de
crustaceos, pero hasta la fecha no se han utilizado subproductos ricos
en quitina de origen fungico. También se ha utilizado para combatir
infecciones de plantas por hongos patégenos y/o insectos ya que su
actividad quitinolitica permite que degrade la estructura de la pared
celular de los hongos fitopatégenos y los exoesqueletos de insectos,
pudiendo de esta manera ser utilizado como un control biol6gico [Nava,
2009].

Las bacterias utilizan la quitina como Unica fuente de carbono y
energia; logrando de esta manera secretar un coctel de quitinasas
durante la patogénesis en el hospedador o durante la hidrélisis de los

desechos quitinosos, lo que facilita su accion [Nakanishiy col., 2001].

Las quitinasas se expresan en varios organismos incluidos aquellos
gue en su estructura no contienen quitina como plantas, bacterias, y
virus, pero se ha demostrado que para la produccion en grandes
cantidades de esta enzima se requiere de sustratos especificos que
contengan quitina debido a que son utilizados como un inductor. La
produccion de quitinasas estd ampliamente distribuida en todos los

reinos vivos; siendo las bacterias y hongos los principales degradadores
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de quitina, y son importantes en el reciclaje biogeoquimico del carbono y
nitrogeno favoreciendo la hidrolisis de la quitina para uso propio o de
otros microorganismos [Adrangi y Faramarzi, 2013; Karasuda y col.,
2003; Shinoday col., 2001].

1.1.4.2 Factores extrinsecos de Cultivo

La produccion de quitinasas, como de cualquier otra enzima, viene
condicionada por una serie de factores extrinsecos tales como son la
naturaleza del sustrato (tipos de nutrientes), humedad, actividad del
agua, cantidad de CO2, Oz, pH, temperatura, concentracion, inéculo, y
tipo o sistema de cultivo. Pero de todos ellos, el medio de cultivo o
sustrato sobre el que se va a llevar a cabo el crecimiento y por tanto la
produccion de quitinasas, es de especial interés tanto técnico como
econdémico [Smith y col., 1990; Byrne y Ward, 1989; Jisten y col.,
1996; Oldshue, 1966; Einsele, 1978], como se discutira mas abajo.

En relacion con los parametros fisico-quimicos del cultivo, existen
trabajos en los que se indica que las quitinasas se expresan de pH
neutro a basico [Leger y col., 1998]. El pH de un cultivo puede cambiar
debido a ciertas actividades metabolicas por razones como: secrecion
de acido acético o lactico, la asimilacion de acidos organicos presentes
en ciertos medios, utilizacién de fuentes de nitrdgeno y modificaciones
del sustrato. Por este motivo en el caso de cultivos en medio sélido hay
gue considerar que el microorganismo a utilizarse tenga un amplio rango
de pH [Huerta, 2000].
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En cuanto a la temperatura, esta depende del microorganismo, Si
bien, generalmente estan sobre los 30 °C, aunque el uso de cepas
termoestables son grandemente deseables, sobre todo por las ventajas
gue presenta trabajar a altas temperaturas, ya que desde el punto de
vista de posibles contaminaciones trabajar bajo estas condiciones de
altas temperaturas minimiza grandemente el riesgo [Mohamed y col.,
2019].

La aireacion y agitacion son parametros fundamentales, sobre todo,
en cultivos en medio liquido, ya que una aireacidbn y agitacion
adecuadas facilitan la solubilidad del oxigeno y por lo tanto mejoran la
productividad; mientras que en un cultivo solido la agitacién puede tener
efectos negativos debido a que puede provocar la ruptura del micelio y
por lo tanto una disminucién en la productividad [Smith y col., 1990; Cui
y col., 1997]. En el caso de los cultivos sélidos una buena aireacion es
necesaria para lograr una buena oxigenacion del cultivo, y por lo tanto

para el desarrollo del cultivo [Liu y col., 2003].

1.4.3 Medios de cultivo (Sustratos)

Si bien los parametros fisico-quimicos, como hemos indicado mas
arriba, son esenciales para la produccién de quitinasas, como de
cualquier enzima, la naturaleza del sustrato, su disponibilidad y coste,
son fundamentales a la hora de su desarrollo e implantacion. Estos han
de ser abundantes, no depender de estacionalidades, baratos y
contener cantidades importantes de quitina en su composicion; ya que

tanto en fermentacibn en medio soélido como en medio liquido la
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produccion de quitinasas, ademas de producirse constitutivamente, son
inducibles. Esto quiere decir que la utilizacion de una fuente rica en
quitina podria actuar como inductor para aumentar la produccién de

quitinasas.

En general los sustratos, utilizados para producir quitinasas, son en
su mayoria subproductos derivados de crustaceos (industriales o
naturales) [Tengerdy, 1985; Pandey, 1992]. Sashiwa en 2002 fue el
primero que informé sobre la produccién de quitinasas a partir de quitina
del caparazén de cangrejo con Aeromonas hydrophila H2330 [Sashiwa
y col., 2002]. A partir de ahi se han obtenido varias quitinasas de
diferentes organismos en sustratos que contienen quitina [Wang y col.,
2006; Suresh y Anil, 2012; Wang y col., 2012; Zhang y col., 2016;
Yang y col., 2016a; Yang y col., 2016b; Krolicka y col., 2018; Kumar
y col., 2017; Liu y col., 2013; Fu y col., 2016].

Sin embargo, también los subproductos agricolas y derivados de la
industria agroalimentaria podrian ser de interés. Estos sustratos deben
tener en su composicion importantes cantidades de nutrientes que
puedan ser utilizados como fuente carbonada y nitrogenada utilizables
como fuente de energia para el crecimiento y produccion de las
enzimas, pero ademas deben contener quitina para que pueda actuar
como inductor de la sintesis de las quitinasas [Urbina-Salazar y col.,
2018]. Esto solo puede lograrse suplementandolos con quitina de
crustaceo coloidal o utilizando subproductos agroalimentarios ricos en
quitina por si, como por ejemplo los subproductos del cultivo industrial

de setas y hongos comestibles.
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1.2 Subproductos Agroindustriales ricos en Quitina como
fuente de fermentacion para la produccion de quitinasas.

Desde de un punto de vista realista los dos principales subproductos
ricos en quitina son: el exoesqueleto de crustaceos procedente del
procesamiento industrial o de los grandes depdsitos existentes en la
Antértida, y los subproductos agroindustriales procedentes de la
industria de setas y hongos comestibles [Urbina-Salazar y col., 2018] y

de la produccion de acido citrico [Mufioz y col., 2015].

La quitina al presentar una estructura resistente, inflexible e insoluble
es dificil de eliminar o degradar, ocasionando de esta manera la
contaminacion del medioambiente donde se deposita. Dependiendo del
origen de la quitina, la quitina de crustdceos se almacena en regiones
costeras y/o zonas industriales de procesamiento de mariscos y la
quitina de hongos comestibles (quitina fangica) procedentes de las

Industrias conserveras del champifion y produccion de acido citrico.

En relacién con los subproductos ricos en quitina procedentes de la
industria agroalimentaria, a pesar de la gran cantidad de
residuo/desecho que se generan anualmente hasta hoy en dia no se
estd desarrollando métodos o procedimientos adecuados para la
utilizacion de estos subproductos para su valorizacion como fuente de
compuestos de interés industrial y de alto valor afiadido. Estos residuos,
debido a su composicién, al ser procesados podrian generar

compuestos de gran interés, tales como: quitosano, quitooligosacaridos
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y glucosamina, que podrian tener diversas aplicaciones industriales

[Buruleanu y col., 2018].

El quitosano, obtenido por desacetilacion de la quitina, bien por via
guimica o por via enzimatica, se ha utilizado como materiales
funcionales en los campos de la alimentacion, la salud o la agricultura
debido a su biocompatibilidad, no toxicidad y disponibilidad de biomasa
abundante y econ6émica [Baranwal y col., 2018].

Los quitooligosacaridos, obtenidos bien por via quimica o enzimatica
tienen aplicaciones de gran interés en el campo de la Biotecnologia. Los
quitooligosacéridos, obtenidos mediante procesos enzimaticos tienen un
mejor control del grado de polimerizacion y del grado de acetilacion,
ademas no tienen efectos secundarios perjudiciales, a diferencia de los
obtenidos mediante procesos quimicos que forman compuestos toxicos
gue son dificiles de eliminar y producen un efecto negativo para el medio
ambiente [Lodhi y col., 2014].

La N-acetil-glucosamina obtenida por degradacion quimica o
enzimatica de la quitina, tiene diversas aplicaciones tanto en la industria
alimentaria y como en la industria farmacéutica entre estas aplicaciones
estd: la produccion de &cido sialico [Ogata y col., 2009], bioetanol
[Inokuma y col., 2016], y proteinas unicelulares [Vyas y Deshpande,
1989], y como una terapia farmaceéutica para trastornos de la inflamacion
gastrointestinal [Salvatore y col., 2000], y artrosis [Shikhman y col.,
2005].
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Como hemos indicado, existen varios subproductos agroindustriales
ricos en quitina procedentes de la industria de hongos y setas
comestibles, residuos de la industria del acido citrico, residuos de

crustaceos y moluscos.

1.2.1 Subproductos de la Industria de Hongos y Setas
Comestibles

Agaricus bisporus es uno de los hongos comestibles cultivados en
gran escala a nivel mundial por lo que se considera de gran importancia
econdmica. El cultivo de champifion nacié por casualidad en Francia en
el siglo XVII al haber abonado su cultivo con estiércol de caballo y
utilizando como agua de regadio el agua que se uso para el lavado de
champifiones silvestres, observaron después de unos dias que crecio
una nueva variedad de champifiones. De esta manera se inici6 el cultivo
del champifion usando tres componentes basicos: un sustrato organico
(estiércol de caballo) utilizado como medio de cultivo del hongo, un
in6culo (agua de lavado de champifiones) que contiene pequefios
residuos de tejido de champifiones y un microambiente adecuado

(temperatura, humedad y aireacién) [Labarere, 1994].

Desde Francia se expandio el cultivo de champifién hacia el resto de
Europa. En Estados Unidos aparece en 1880 tras ser introducido por
unos emigrantes espafoles, en 1893 Costantin y Matruchot lograron
obtener el inéculo a partir de cultivos puros de Agaricus bisporus crecido
sobre un compost esterilizado (exento de patégenos) evitandose de esta

manera la propagacién de enfermedades. Posteriormente se realizaron
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otros estudios en los que se indicaron que el champifidn requeria
ademas de otros nutrientes esenciales como lignina, celulosa y

hemicelulosa [Hayes, 1977].

En Espafa el cultivo de champifidn se inicia a principios de los afos
cincuenta de manera artesanal, y se realizaba en cuevas, bodegas,
principalmente en la Rioja y Castilla - la Mancha. En la actualidad el
cultivo de champifién se sigue realizando por el método del compostaje
pero con procesos mas controlados [Pardo, 1994]; existiendo tres
métodos o procedimientos: el método francés, el método holandés y el

método americano.

En cuanto a la clasificacibn taxondémica el champifidn comun,
champifion de Paris -cuyo nombre cientifico es Agaricus bisporus- es
una especie de hongo basidiomiceto de la familia Agaricales nativo de
Europa y América del norte, cultivado extensamente para Su uso

alimentario.

Descripcion Taxonémica de Agaricus bisporus
Reino: Fungi
Divisidon: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales
Familia: Agaricaceae
Género: Agaricus
Especie: Agaricus bisporus [Lange, 1926; Imbach, 1946]
Nombre Comun: Champifion
Nombre Cientifico: Agaricus bisporus

Paginal|


https://es.wikipedia.org/wiki/J.E.Lange
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Emil_J._Imbach&action=edit&redlink=1

Introduccion

Como puede observarse en la Figura-1.6, en la parte visible del
champifidn, o cuerpo fructifero, se pueden distinguir 2 partes principales:
el sombrero o pileo, y el pié, tallo o estipite, y en la parte subterrdnea del
champifién se encuentra el micelio, cuyas células poseen una estructura
externa y rigida denominada pared celular que esta protegida por la
membrana plasmatica cuya funcion es la de mantener la forma y

protegerle de dafios mecanicos, quimicos y osméticos.

_» Sombrero o pileo

. Pie 0 estipite

Filamentos o _
tubos

Figura 1.6. Morfologia de Agaricus bisporus.

Estas paredes celulares contienen un alto porcentaje de
polisacéaridos, seguidos de proteinas, lipidos, pigmentos y sales
minerales [Bartnicki-Garcia, 1968]. Siendo el polisacarido mas
importante la Quitina que se presenta en forma microfibrilar unida
covalentemente a un 1,3-1,6 B-glucano, a las que se asocian pequefas
proporciones de glicanos y otros componentes de naturaleza fibrilar
como el mucilago [Garcia Mendoza y col., 1987], formando de esta

manera un complejo fibrilar insoluble en &lcali [L6opez, 2003].
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Ademas de los polisacéaridos, existen también ciertas proteinas que
juegan un papel importante en la estructura de la pared celular y otras
con funciones plasticas como el caso de las enzimas degradativas y
biosintéticas encargadas en el proceso de crecimiento y morfogénesis.
Los polisacéaridos y proteinas contenidas en las paredes celulares son
digeridas por sus correspondientes enzimas degradativas ya sea para
cambios morfogenéticos durante su ciclo biolégico o como parasitismo.
A este respecto, en los hongos y en particular en Agaricus bisporus ha
podido demostrarse la presencia de enzimas como glucanasas,

quitinasas y proteasas [Zhang y col., 2019].

La demanda de hongos comestibles ha incrementado drasticamente
en los ultimos afios debido al desarrollo de nuevos métodos de cultivo
mecanizados y al incremento en la aceptacion de este tipo de productos
por parte de los consumidores, ya que cada vez se conocen mas las
propiedades nutricionales y saludables de éste alimento [Atila y col.,
2017; Muszynska, y col., 2017].

Segun los datos obtenidos de la FAO la produccion en el afio 2016
fue de aproximadamente 10.790.859 Tm [FAO STAT, 2018a], de los
cuales Asia se encuentra en el primer lugar con un 76% de produccién,
seguido por Europa (18%), América (5%); Oceania y Africa con menos
del 1% (ver Figura-1.7).
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Figura I.7. Produccion mundial de Hongos y setas comestibles.
Adaptado de datos FAO STAT 2018a.

De la produccion total correspondiente al continente europeo en el
afio 2016 (Figura-1.8) el 9% corresponde a la produccion de Espafa
(197.010 Tm), siendo la Rioja el mayor productor y lider del pais,
seguido de Castilla-La Mancha (La manchuela, Albacete). En Europa el
90% de la venta de hongos comestibles corresponde a la especie
Agaricus bisporus, sea esto para consumo en fresco o procesado en
forma de conservas [Fletcher, 2001]. Debido a su agradable sabor y
valor nutricional son muy apreciados por el consumidor, aunque tienen
como desventaja su corta vida media, unos 15 dias a 4 °C, ya que son
altamente perecibles en fresco, debido al pardeamiento enzimatico y
degradacion.
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Figura I.8. Produccion de Hongos y setas comestibles en Europa en
el 2016. Adaptado de datos FAO STAT 2018a.

Agaricus bisporus al conservarse en refrigeracion (2 - 4 °C) reduce su
actividad microbiana que es el principal responsable de su deterioro y
puede permanecer asi por un periodo de vida de hasta 13-15 dias
utilizando peliculas plasticas y/o atmosferas especiales [Devece y col.,
1999; Kotwaliwale y col., 2007; Beelman y col., 1989; Burlo y col.,
2004].

La produccion de hongos y setas comestibles en Espafia en fresco es
del 75% (147.757 Tm), mientras que la comercializacion actual en
conserva es del 25% (49.253 Tm) siendo un poco mas alto en
comparaciéon con afios anteriores debido a la alta demanda
experimentada por los productos listos para el consumo,
especificamente en forma de conserva (ver Figura-R.9). El champifion
en forma de conserva pasa por un tratamiento denominado escaldado,
gue consiste en someter al champifion a una temperatura adecuada que

tiene por objetivo reducir el pardeamiento enzimatico, los champifiones
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se envasan en un recipiente de hojalata y son cerrados herméticamente

evitando cualquier tipo de contaminacién [Biekman y col., 1997].

Figura I.9. Consumo de Hongos y setas comestibles en Espafia en el
2016. Adaptado de datos FAO STAT 2018b.

Esta gran produccion de hongos y setas comestibles genera 3 tipos
diferentes de subproductos o material de desecho: 1) compost agotado,
2) residuos de champifion (tallos y champifiones no comercializables) y
3) el liquido de escaldado (Figura-1.10), representando un desafio
medioambiental para las Industrias del ramo, ya que su eliminacion no
adecuada podria y puede generar graves problemas medioambientales

[Buruleanu y col., 2018].

Descartando el compost agotado, que no se tratara en este trabajo,
los otros dos subproductos generados en la produccion y procesamiento
del champiidn son: los tallos y champifiones no comercializables
generados tanto en el procesamiento para fresco como en el
procesamiento de conservas, y el liquido de escaldado, generado
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Uunicamente en el procesamiento de conservas.

La mayor parte de estos residuos actualmente no se utliza y en
algunos casos son utilizados como alimento animal o como abono,
fundamentalmente los tallos y champifiones no comercializables. Sin
embargo al ser un alimento rico en quitina y proteina podria ser utilizado
como fuente para la produccion de quitinasas y de otros compuestos de

interés para las diferentes Industrias.

Cultivo

Comercializacion

Residuosde
Champifiones

y

Liquidode
Escaldado

Fresco

Conservas

Figura I.10. Subproductos obtenidos del cultivo del champinon.

En cuanto al liquido de escaldado, generalmente es vertido a la red,

€n unos casos previo tratamiento en depuradoras y otros directamente.
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1.2.2 Subproductos de la Industria de Crustaceos

Los Crustaceos son un extenso grupo de artrépodos que se
caracterizan por tener un exoesqueleto formado principalmente por
quitina. Pertenecen a éste grupo las langostas (Palinurus elephas),
langostinos (Dendrobranchiata), percebes (Pollicipes pollicipes) vy
cangrejos, que pueden habitar en distintos sitios como el mar, agua

salobre y agua dulce dependiendo de la especie.

En relacion con nuestra ubicacién (Sevilla, Espafa), la principal
fuente de subproductos ricos en quitina se localiza en la zona de los
arrozales de las Marisma del rio Guadalquivir, donde desde los afios
1970 se ha desarrollado una importante industria basada en el
procesamiento del cangrejo rojo de rio (Procambarus clarkii) (Figura-
I.11). Esta industria genera una importante cantidad de subproductos
(cabeza, térax y pinzas) que practicamente no se utiliza o infrautiliza y
gue en la mayoria de los casos se esparce por el campo. Lo que
potencialmente supone un grave problema medioambiental debido a su

facil podredumbre y deterioro.

Cefalotérax
\

To‘rax Cabeza
Abdomen t
Ojo _yRostro

-

- _yAnténula

—— —» Antena

v
Segmento ) o
Telson | K — Boca

Pata
locomotora

A
Celipedo

Figura I.11. Morfologia de Procambarus clarkii.
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Procambarus clarkii es una especie nativa del sureste de Estados
Unidos y del Noreste de Meéxico [Rodriguez y col.,, 2005], y
posteriormente fue introducido en los demés continentes [Hoobs, 1984;
Gherardi y Holdich, 1999; Gil-Sdnchez y Alba, 2006; Souty-Grosset y
col., 2006], (ver Figura-1.12).

Nativo

Figura I.12. Distribucion mundial de Procambarus clarkii. Tomado
de TUCN Red List guiding conservation 2014.

Descripcién Taxondmica de Procambarus clarkii

Reino: Animal

Rama: Antropodos

Clase: Crustacea

Subclase: Malacostraca

Superorden: Eucarida

Orden: Decapoda

Familia: Astacidae

Género: Procambarus

Especie: Procambarus clarkii (Girard, 1852)
Nombre Comun: Cangrejo de rio
Nombre Cientifico: Procambarus clarkii

Pagina|



Introduccion

Los astacidae o cangrejo de rio son crustaceos decapodos que
presenta un rostro estrecho y alargado, la pinza bien definida, un
saliente muy fuerte en el carpopodito, y un cefalotérax caracteristico de
color rojo y rugoso [Girard, 1852; Arrignon, 1985].

Produccion y comercializacion de Procambarus clarkii

La produccion mundial de Procambarus clarkii en el afio 2016 ha sido
de aproximadamente 920.000 toneladas (Figura-1.13). La mayor
produccion de esta especie, hasta 2002 tuvo lugar en los Estados
Unidos, pero actualmente la mayor produccion proviene de China
seguida por Estados Unidos. Hasta el 2005 en la FAO so6lo fueron
reportados los datos estadisticos de produccion de Estados Unidos y
China. Aunque se conoce gue existen otros paises como Costa Rica,
México, Espafia y Zambia que también son productores de esta especie
[FAO FishStat, 2016]

En Espafa actualmente la produccion es de unas 5000 toneladas al

afio localizandose su procesamiento practicamente en la zona de la

Marisma del Guadalquivir.
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Figura I.13. Produccion mundial de Procambarus clarkii.

En el afio 2000 en la region Andaluza se proces6 3700 toneladas de
cangrejo vivo, de las cuales el 65,89% se comercializaron enteros y el
31,21% se procesan para obtener colas [Mediterranean Business
Consulting. S.L. 2001]. Actualmente en Andalucia se generan 1.500
toneladas al afo de desecho de Procambarus clarkii (cefalotorax y
pinzas, fundamentalmente) que practicamente no se utilizan o mal
utilizan, constituyendo un foco contaminante grande, sobre todo en la
Marisma (Isla Mayor, Sevilla), donde estan ubicadas las principales

plantas procesadoras de este crustaceo.

Durante el procesamiento del marisco se produce enormes
cantidades de residuos de caparazon y parte del esqueleto (cefalotorax
y pinzas) de cangrejo, generandose de esta manera entre el 75 y 85%

de residuo, convirtiéndose asi en un problema no solo para la industria
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del procesamiento de productos marinos sino también para el
medioambiente [Russ y Meyer-Pittroff, 2004], debido a que su
eliminacion es bastante compleja y costosa [Gildberg y Stenberg,
2001]. Estos residuos o subproductos ricos en quitina (pueden contener
del 25 al 30% de quitina en peso seco) debido a su alto contenido en
quitina podran utilizarse para obtener productos de interés industrial de
alto valor afadido, tales como nanoquitina, quitosano, oligo-quitino-
oligosacaridos, etc. [Tsujibo y col., 1998; Meruvu y Donthireddy,
2014; Krishnaveni y Ragunathan, 2015].

Estos residuos, habitualmente, no son tratados adecuadamente y
frecuentemente son eliminados mediante métodos convencionales
como: el vertido en el océano, la incineracion y el relleno de la tierra
provocando de esta manera una contaminaciéon ambiental y biolégica, 1o
gue ha llevado a nuevas busquedas de eliminacién de estos residuos
[Brzezinskay col., 2013].

Estos residuos o subproductos no solo contienen quitina sino también
proteinas y sales minerales, por lo que ademas de sustancias derivadas
de la quitina, también podrian utilizarse para obtenerse hidrolizados
proteicos de alto valor nutritivo [Cremades y col., 2001,2003]. En
relacion con esto, existen tratamientos quimicos con alcali fuerte y
acidos para su desproteinizacion y desmineralizacion utilizados para la
obtencion de quitina y quitosano, sin embargo este procedimiento tiene
una serie de inconvenientes como la gran cantidad de aguas residuales
con concentraciones altas de alcali que se generan. Es por ello que se

necesitan de procesos alternativos biotecnoldgicos para la obtencion de
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quitina y sus derivados. Asi la desmineralizacion podria llevarse a cabo
mediante procesos de fermentacion lactica [Bautista y col., 2001], y la
desproteinizaciéon se podria llevar a cabo mediante procesos de
fermentacibn con microorganismos proteoliticos, que es un
procedimiento menos costoso, menos contaminante y mas compatible
con el medio ambiente [Wang y Liang, 2017; Wang, 2012; Kaur y
Dhillon, 2015; Younes y Rinaudo, 2015; Younes y col.,, 2016;
Ghorbel-Bellaaj y col., 2011].

Actualmente son pocos los usos de este subproducto, salvo su
aplicacion como alimento de gallinas y pollos [Goméz, 2014],
generalmente no se utiliza o mal-utiliza dispersandolo por el campo,
constituyendo focos de contaminacion importantes. Si bien, debido a su
composicién, podria utilizarse como fuente de partida para la obtenciéon
de productos de alto valor afiadido, como son la quitina y nano-quitina,
las astaxantina (antioxidante carotenoide: 3,3'-dihidroxy-B, B-caroteno-

4,4'-diona) y carotenoproteinas [Cremades y col., 2001, 2003].

Ademas, este subproducto tiene un gran potencial en el campo
biotecnoldgico relacionado con la produccién de enzimas, ya que debido
a su composicion podria ser utilizado como sustrato en la fermentacién
para la obtenciéon de hidrolasas, destacando en especial la produccién
de quitinasas, proteasas y otros materiales bioactivos de alto valor
afadido que son muy demandados industrialmente, como por ejemplo la
industria farmacéutica, cosmética, quimica y en agronomia [Liang Yy
col., 2016; Wang y col., 2009a; Kuo y col., 2011; Wang y col., 2016;
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Wang y col., 2009b; Nguyen y col., 2017; Nguyen y Wang, 2017;
Nguyen y Wang, 2018; Wang y col., 2008].

De lo discutido mas arriba, queda claro que los subproductos
agroindustriales ricos en quitina, debido a su composicién, constituyen
materias primas de partida, con un alto potencial de valorizacion para la
obtencion de diferentes materiales bioactivos de alto valor afadido
aplicables de distintos sectores industriales. Hasta la fecha
practicamente, la gran mayoria de los trabajos se han centrado en el uso
de los subproductos procedentes de la industria del procesamiento de
los crustaceos y en los grandes depdsitos existentes en la Antartida. Si
bien, esta fuente, con el tiempo, se ha revelado finita, y actualmente
tiende al agotamiento. Por otro lado, la industria del procesamiento de
crustdceos no seria capaz de suministrar toda la materia prima
demandada actualmente y sobre todo en el futuro. Es por ello que es
necesario investigar nuevas fuentes de quitina que cubra o ayude a
cubrir estas necesidades. Entre estas fuentes, las materias primas ricas
en quitina de origen fungico, por su caracter altamente renovable, y las
cantidades manejables, en particular la procedente del cultivo
mecanizado de setas y hongos comestibles, constituye un material

idéneo para dichos fines.

Por ello, en el presente trabajo de Tesis nos centraremos en el
estudio de los subproductos procedentes de la industria del champifién
como fuente de fermentacion para la produccion de enzimas hidroliticas
y en particular de quitinasas, como una de las alternativas posibles para

la valorizacion de este tipo de subproducto.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

% Producir quitinasas en medios baratos ricos en quitina, utilizando
subproductos de la industria alimentaria como medio de fermentacion:

Aplicacion a los hongos comestibles y crustaceos.

2.2 Objetivos Especificos

“ Preparacion y caracterizacion de las fuentes de fermentacion a partir
de subproductos industriales (harina de tallos de champifion, HTCH, F-
Q/G y harina de cangrejo, HC).

+ Produccion de quitinasas por fermentacion:
= Sumergida
» Estado solido

% Estudio de la secreciéon de proteinas (secretoma) crecido en los
diferentes medios de -cultivo, mediante técnicas electroforéticas y

protedmica.

% Extraccion, concentracion/fraccionamiento y estabilizacion de

enzimas (quitinasas).
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+« Produccion de quitinasas a escala semi-piloto.

% Inmovilizacion de concentrado de quitinasas en forma de

nano/microparticulas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos, Materiales y Equipos
3.1.1 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en el presente trabajo de Tesis han sido
de calidad analitica, y se muestran en la Tabla-M.1.

Tabla-M.1. Reactivos utilizados.

Reactivo Férmula Casa Comercial
Acetato de sodio C,HsNaO» Sigma-Aldrich,
Espafia
Labbox,
Aeetona CsHeO Barcelona-Espafia
Acido acético CHsCOOH Sigma-Aldrich,
Esparfia
Aci ori Labbox,
Aeido Borieo HsBOs Barcelona-Espafia
Acido Citrico CeHsO7 Sigma-Aldrich,
Espafia
Acido clorhidrico HCI Panreac,
Barcelona-Espafia
Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) C7H4N207 Sigma-Aldrich,
Esparfia
Acido formi Merck,
Acido formico CH-0. Darmstadt-Alemania
Acido fosférico HsPO4 Sigma-Aldrich,
Espaina
Acido Maleico C4H404 Sigma-Aldrich,
Espaina
Acido sulfarico conc. H.SO4 Sigma-Aldrich,
Espaina
ACN (Acetonitrilo) CoHsN SIgma—AINdnch,
Esparfia
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I Bio-rad,
Acrilamida CsHsNO California-USA
APS (Persulfato amonico) (NH4)2S20s8 Merck, .

Darmstadt-Alemania
Avicel PH-101 Sigma-Aldrich,
(Celulosa microcristalina) (CeH1006)n Espafia
Azocaseina Sigma-Aldrich,
(Sulfanilamida azocaseina) Espafia
Sigma-Aldrich,
Azul de bromofenol C19H10BrsOsS Espafia
Bicarbonato de amonio NH4HCOs3 Slgma-AI~dr|ch,
Espafia
. Lo Bio-rad,
Bis-acrilamida C7H10N202 California-USA
Thermo Fisher
BSA (Seroalbdmina bovina) Scientific,
Madrid-Espana
Citrato de sodio NasCeHsO7 Sigma-Aldrich,
Espafia
Cloruro de calcio dihidratado CaClz2-:2H20 Merck,
ez Darmstadt-Alemania
Cloruro de Cobalto (Il) dihidratado CoClz-2H20 S|ngTE1a-AI~dr|ch,
spafa
Cloruro de Cobre (I1) dihidratado CuCl2-2H20 Sigma-Aldrich,
Espafia
Cloruro de magnesio MgCl2 S|gma-A|~dr|ch,
Espafia
Cloruro de manganeso (1)) _ Sigma-Aldrich,
tetrahidratado MnClz-4H20 Espafia
Cloruro de Potasio KCI Panreac, ~
Barcelona-Espafia
Cloruro de sodio NacCl Panreac, ~
Barcelona-Espafia
Cloruro de Zinc ZnCl> Sigma-Aldrich,
Espaina
Bio-Rad
Coomassie Brilliant Blue G-250 CasHaaNsNaO7S2 Laboratories,

California-USA

Coomassie Plus-the better
(Bradford assay reagent)

Thermo Fisher
Scientific,
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Madrid-Espafia

Dihidrogeno fosfato de potasio KH2PO4 Sigma-Aldrich,
Espafa
Sigma Aldrich,
Ergosterol Ca2sHa40 Espafia
Panreac,
Etano! C2HsOH Barcelona-Espafia
Merck,
Extracto de levadura Darmstastt Alsmania
Fenol CsHsOH SIgma—AI~dr|ch,
Espafia
Fosfato de potasio dibasico KoHPO4 Slgma-AI~dr|ch,
Espafia
Fosfato dis6dico NazHPO4 Panreac,
Barcelona-Espafia
i Sigma-Aldrich,
Glicerol C3HsO3 Espafia
ici Sigma-Aldrich,
Glicina C2HsNO2 Espafa
Sigma-Aldrich,
Glucosa CeH1206 Esparia
Hexahidrato de Cloruro de hierro (lll) FeCls-6H-0 Merck, _
Darmstadt-Alemania
Labbox,
exano Coftue Barcelona-Espafia
Hidroxido de sodio NaOH Panreac,

Barcelona-Espafia

Kit de tincién de plata

GE Healthcare,

Espafia
Molibdato de sodio dihidratado NazMoOa-2H,0 Sigma-Aldrich,
Espaina
N-acetilglucosamina Sigma-Aldrich,
(N-Acetyl-D-Glucosamine) CeH1sNOa Espafia
Nitrato de sodio NaNOs Sigma-Aldrich,
Espaina
Labbox,

Peptona

Barcelona-Espafia
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p-nitrofenil-B-glucopiranoside C12H15sNOs Sigg;,/;::?;(:h’
p-nitrofenal CoHsNOs Darmstl\élgtr-(i(l'emania
Quitina polvo Sigrgsapglg;ich
SDS NaCizHzsS0s Sigrg:\pglr?;ich,
Serva Blue G Dye Siggg,;/;gmh’
Sulfato de amonio (NHa) 2S04 Siggg,;/;gmh’
Sulfato de Magnesio heptahidratado MgS0a4.7H20 Siggg{;glr?amh’
Sulfato Ferroso heptahidratado FeS04.7H20 Darmstl\r:\lgtﬂ(l,emania
Sulfito Sédico Na2SO0s 5‘922;,2?;“3“’
Tartrato de Sodio y Potasio C4H4KNaOs.4H-0 Sigg:pﬁ:m’
TEMED Sigma—AINdrich,
Espafia

Tincién de rojo congo Cs2H22NsNa206S2 Barcel_lgr?g-oéépaﬁa
Tricloroacético (TCA) CoHCl:02 Barcel_lgr?*aj?éépaﬁa
Tripsina porcina MaZ:?dr?éggéﬁa
Tris NH2C(CH2OH)s Sigggpg'r‘]j:‘?h’
Tris-HCI NH2C(CH20H)3.HC Sigma Al~drich,

| Espafia
Xilano (beechwood) (CsHgOa4)n Siggspggich
Xilosa CsH100s Sigggpglrtli;ich,
Yodoacetamida CoHAINO Merck,

Darmstadt-Alemania
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B-mercaptoetanol

C2HeOS

Panreac,
Barcelona-Espafia

3.1.2. Materiales

Los materiales utilizados en el presente trabajo de Tesis se muestran

en la Tabla-M.2.

Tabla-M.2. Materiales utilizados.

Nombre

Asade platino

Especificaciones

Asa de platino con mango

metalico con mordaza y zona
aislante. Dimensiones (mm):
0,1 x 135.

Casa Comercial

IBDCiencia S.L.

Botellas de Vidrio de
diferentes volimenes

Frasco de laboratorio de
vidrio transparente con tapon
de rosca.

Fisher Scientific,
Madrid-Espafa

Cubetas de poliestireno

espectrofotometria visible 2 y
3 mL.

Porcelaines
. Avignon™ 10804
™ ’
Cépsulas de porcelana Haldenwanger Fisher Scientific,
Madrid-Espafa
Crisoles esmaltados,
diferentes tamafos, utilizados QuercusLab
Crisol para incinerar o calcinar ~
. . Espafia
sustancias. Admiten
temperaturas hasta 1050 °C.
Cubetas de poliestireno para Deltalab.

Barcelona-Espafia

Cubetas de
electroforesis

Cubetas MultiSUB Midi, 10 x
7cm & 10 x 10cm UV tray, 2 X
16 sample combs.

Cleaver Scientific
LTD, Warwickshire-
Reino Unido

Embudos

Brand™ Embudo de vidrio de
borosilicato.

Fisher Scientific,
Madrid-Espafia
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Matraces Erlenmeyers
de vidrio de diferentes
volimenes

Policarbonato cuello estrecho
Nalgene.

Fisher Scientific,
Madrid-Espafia

Matraces Erlenmeyers
de vidrio de 2L

Policarbonato boca ancha

DURAN,
Main-Alemania

Espatula

Espatula cuchara plana,
longitud 120 mm, SPSS-120-
005.

Labbox,
Barcelona-Espafia

Gradillas de eppendorf

Bastidores Labcon 96-Place
Storage System 2500-229-
000.

Labcon,
California-USA

Gradilla para tubos
Falcon

Gradilla  rectangular para
tubos Falcon, chapa acero
inoxidable AISI 304, 24(8 x 3)

I.C.T, S.L.
Instrumentacion
Cientifica Técnica,
S.L., San Sebastian-
Espaia

Guantes de nitrilo

Guantes para examinacion
sin  polvo, Ref. 4020NP
calidad estandar.

Deltalab,
Barcelona-Espafia

Safelock-Cap microcentrifuge

Microtubos de 1,5y 2 tube PP, 1,5/2mL, attached I_\Ierbe plus,
] Winsen (Luhe)-
mL cap, boil-proof, transparent, Alemania
graduated.
Papel filtro Papel de filtro, hojas de 50 x Deltalab,

convencional

50 cm, tamafio de poro + 30-
40 micras.

Barcelona-Espafia

. ' . Bemis,
Parafilm M Parafilm M (Laboratory Film) Wisconsin-USA
PIPETMAN Neo® 1-10uL / GILSON®,

Pipeta P10/P100/ P1000

10-100uL /7 100-1000uL.

Wisconsin-USA

Pipeta serolégica

Pipeta serolégica de 5/10/25
mL, poliestireno transparente
con escala impresa positiva y
negativa, envasadas de forma
estéril unitaria.

SARSTEDT,
NUmbrecht-
Alemania

Piseta

Frasco lavador de 1000 mL.

ENDO Plasticware,
TecnylLab,
Valencia-Espafia

Probetas de vidrio de
diferentes volimenes

Probeta  graduada base
hexagonal, clase a, glassco.

Labbox,
Barcelona-Espafia
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Probetas de
plastico de diferentes
voliumenes

Probeta graduada PP, 1000
mL ENDO.

TecnylLab,
Valencia-Espafia

Puntas de pipeta
automatica

Pipette Tips.

Thermo Fisher
Scientific,
Madrid-Espafia

Filter Tip PP natural 0,5-

10pL/10-100pL/100-1000uL, Nerbe plus,
Puntas de pipeta short, graduated 96 tips/rack, Winsen (Luhe)-
P10/P100/P1000 Gilson type, premium surface, Alemania
RNase/DNase/DNA/pyrogenfr
e, sterile RCE/IVD.
- . SARSTEDT,
Placa de petri Petri dish  60x15mm  with NuUmbrecht-
cams. .
Alemania
Termometro amarillo -10/150 QuercusLab,
Termometro . ~
C. Espaia
Centrifuge tube PP with screw Nerbe plus
Tubos Falcon de 15y cap PE, 15/50 mL, @17x120 . plus,
. Winsen (Luhe)-
50 mL mm, conical bottom, tube Alemania

transparent, cap.

Vasos de precipitados
de diferentes
volimenes

Duran™ Vaso de precipitados
de vidrio de perfil bajo con
boquilla.

Fisher Scientific,
Madrid-Espafia

3.1.3 Equipos

Los equipos utilizados se indican en la Tabla-M.3.

Tabla-M.3. Equipos utilizados.

Casa Comercial

Especificaciones

ARE Heating
Agitador magnetico Snaker magnetic stirrer,
Singapore
Agitador orbital Agitador orbital MaxQ 4000, Barnstead

MaxQ 5000.
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Agitador vortex

Mezclador vértex

Fisherbrand,
Madrid-Espafia

Analizador de imagenes
guimioluminiscencia

Equipo Imager 600
(Amersham Imager 600.

GE Healthcare,
Espaia

Autoclave 75 L
(Presoclave 11 80)

Autoclave 4002518 - Autester
ST DRY PV-IIl 150.

JP Selecta,
Barcelona-Espafia

Balanza de precision

Balanza de precision modelo

Denver Instrument,

BD BC 200. NY-USA
- Balanza Analitica modelo BC Denver Instrument,
Balanza analitica BC 100. NY-USA
~ Bafio Termostéatico Analdgico Nahita, La Rioja-
Bafio de agua =
5L Espana

Barra de agitacién Microbarra agitadora Fisher scientific,
9 magnética de PTFE. Madrid-Espafia
Campana de flujo Cabina de flujo laminar Telstar,
laminar modelo mini H. Madrid-Espafia
Ductless Fume Hood CRUMA CRUMA,

Campana de gases

870.

Barcelona-Espafia

Centrifuga

Eppendorf centrifuges.

Eppendorf,
Madrid-Espafia

Centrifuga diferencial

Avanti J-26 X
(JLA-10500, JLA-8100)

Beckman Coulter,
Nyon-Switzerland

New Brunswick

Congelador (-40 °C, -80 Congelador -80 °C Modelo Scientific,
°C) ULT-1786-V. Fisher scientific,
Madrid-Espafia
Cubeta de Celda de electrophoresis Bio-Rad,
electroforesis Criterion. California-USA

Desecador de vidrio

Desecador de vidrio pyrex con
tapa y disco de porcelana,
diametro 100 mm y capacidad
1L.

QuercusLab,
Espafia

Espectrofotémetro

Ultrospec 2100pro UV/Visible.

GE Healthcare,
Espafia

Estufa Secado estatico

Estufa para desecacion vy
esterilizacibon modelo IDL
AlI80.

Indelab, Espafa

Estufa de Secado con
aire forzado

Estufa de aire forzado modelo
UF 260.

Memmert,
Schwabach-
Alemania
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Extractor de Grasa

Soxhlet
Extractor ser 148/3.

Labolan,
Navarra-Espafia

Frigorifico

Frigorifico LKUv 1610.

Liebherr, Espafia

Fuente de alimentacién

Electrophoresis power supply
EPS 500/400.

Pharmacia,
LabTrader Inc.,
California-USA

Jasco, Madrid-

HPLC HPLC de columna Superdex™ ~
Espafia
. Kjeltec™ 840 equipado con Foss Iberica S.A.,
™
Kjeltec™ 840 digestor y destilador. Barcelona
Telstar,

Liofilizador

Liofilizador Cryodos -80 ‘C

Madrid-Espafa

Molino de fresado

Molino de fresado modelo SM

Retsch SM 100,

100. Alemania
Mufla de incineraciéon Modelo Termocontroller ST. Nannett|,_
Faenza-ltalia
Crison,

pHmetro

pH-meter BasiC20.

Barcelona-Espafia

Pipetas automaticas

Pipeta  volumen  variable

labmate pro.

HTL Lab Solutions,
Marszawa-Polonia

Sartorious Stedium,

Reactor Reactor Biostat A Goettingen-
Alemania
Savant Instruments.
Savant Speed Vac SVC 100 Inc. Farmingdale,

NY.

3.2. Microorganismos

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo de Tesis han

sido: Trichoderma harzianum CEC-T24, Trichoderma atroviride CEC-
T23 y Bacillus licheniformis ATCC 21415, como se muestra en la Tabla-
M4.
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Tabla-M.4. Microorganismos utilizados.

Nombre cientifico Cepa Coleccion

American Type Culture

Collection (Georgetown

University, Washington,
USA)

Bacillus licheniformis ATCC 21415

Spain Type Culture
Collection (Burjasot,
Universidad de Valencia,
Espafia).

Trichoderma atroviride CEC-T23

Spain Type Culture
Collection (Burjasot,
Universidad de Valencia,
Espafia).

Trichoderma harzianum CEC-T24

3.3. Subproductos

Los subproductos utilizados en este trabajo han sido subproductos
procedentes de la industria del champifién, tanto los procedentes de la
produccién para consumo en fresco (tallos y champifiones no
comercializables) como de la industria conservera (tallos) (Figura-M.1a).
También se ha utilizado un subproducto procedente de la industria del
procesamiento del cangrejo de rio (Procambarus clarkii), constituido
fundamentalmente por el cefalotérax (cabeza y pinzas) y el
exoesqueleto de las colas (Figura-M.1b), que se ha utilizado como
control de subproductos ricos en quitina de origen crustaceo. En la

Tabla-M.5 se muestran los diferentes subproductos y su origen.
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Tabla-M.5. Subproductos y sus origenes.

Subproducto

Tallos de champifidon y
champifiones defectuosos.

Producto
estabilizado

Harina de tallos de
champifion (HTCH)

Origen

Industria del
champifidn,
frescoy
conservas.
Grupo Riberebro
(Haro, La Rioja).

Cefalotérax y
exoesqueleto de las colas.

Harina de cangrejo
HC)

Industria del
cangrejo de rio.
Alfocan S.A. (Isla
Mayor, Sevilla)

Figura M.1. a) Agaricus bisporus, b) Procambarus clarkii.
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3.4 Estabilizacion de los subproductos y generacion de
sustratos

Una vez recibidos los subproductos, debido a su naturaleza y alto
contenido en agua, éstos se han estabilizado, para evitar su deterioro y
pérdida. Procesos que se han llevado a cabo mediante secado,
molienda, conservacién en vacio y temperatura ambiente en almacén
(22-23 °C).

3.4.1 Secado y molienda

Para estabilizar los subproductos procedentes de la industria del
champifidn, se ha utilizado una estufa de secado estatico y otra de aire
forzado a 90 °C (Figura-M.2a y 2b). Una vez secos se molieron en un
molino de rotor, equipado con un tamiz de 0,5 mm (Figura-M.3a), y
posteriormente fueron tamizados en un tamiz de 355 um (Figura-M.3b),
obteniéndose un producto al que se denomind harina de tallos de
champifion (HTCH) (Figura-M.4a). Los residuos de cangrejo siguieron un
procedimiento andlogo y al producto molido, en este caso, se le

denomind harina de cangrejo (HC) (Figura-M.4b).

Los productos asi obtenidos se guardaron en bolsas de plastico, a
las que se hizo el vacio, y se guardaron en almacén a temperatura
ambiente (22-23 °C), manteniéndose asi durante el tiempo necesario
para su uso. El producto es estable durante varios meses (6 a 8 meses),
no observandose peroxidacion lipidica ni generacion de olores durante

este tiempo de conservacion.
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Figura M.2. a) Estufa de secado estatico, b) Estufa de secado con aire
forzado.
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Figura M.3. a) Molino de rotor, b) Diferentes tamanos de tamices
utilizados para la preparacion de los subproductos.

Figura M.4. a) Harina de Tallos de Champin6on (HTCH), b) Harina de
Cangrejo (HC).
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3.4.2 Preparacion de la Fraccion enriquecida de
Quitina/Glucano de champiiiones

Para la preparacion de la fraccion enriquecida en quitina y glucano (F-
Q/G) se ha seguido el procedimiento descrito por Cremades y col.
[Cremades y col., 2012]. El procedimiento seguido se muestra
esquematicamente en la Figura-M.5. Brevemente, una vez resuspendida
la HTCH al 10% en agua (p/v), se ajusta el pH a 8,5 y se procede a su
hidrélisis con la proteasa Alcalasa® utlizando una relacién E/S de 0,3
(p/v), siguiendo el procedimiento del pH-stat [Adler-Nissen, 1986;
Parrado et al., 1993]. El hidrolizado obtenido se centrifug6 a 10.000 x g,
a 4 °C durante 15 min, obteniéndose por una parte un sobrenadante
(material soluble o hidrolizado) y un precipitado (material insoluble, o
fraccidn bruta enriquecida en quitina y glucanos). Seguidamente, el
precipitado se ha lavado tres veces con 10 L de agua corriente, se ha
resuspendido en 1 L de agua, y se esterilizé en autoclave a 121 °C
durante 20 min, una vez enfriado a temperatura ambiente se centrifugd
durante 15 min a 10.000 x g, desechandose el sobrenadante y nos
guedamos con el precipitado, que una vez secado en la estufa de aire y
tamizado, se utilizé como F-Q/G (Figura-M.6).
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Dosificacion de NaOH

a
Control _-
de pH WHl . Control de
—HN temperatura
i .
Bafio o
térmico Agitacion

PreC|p|tado

Hidrolizado
Proteico

T >_ ﬂ

Sobrenadante

Figura M.5. Esquema de la obtencion de la fraccion enriquecida de
Quitina/Glucano, mediante un tratamiento enziméatico con proteasas.

F-Q/G

Figura M.6. Fraccion enriquecida en Quitina/Glucano.
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3.5 Caracterizacion de los Sustratos

Una vez obtenidos los sustratos se procedié a la caracterizacion de
los mismos.

La caracterizacion se ha llevado a cabo mediante la determinacion de
los siguientes parametros: humedad, materia organica (MO), grasa
bruta, nitrégeno total (Nt), proteinas, hidratos de carbono totales, quitina,

etc., y pH.

El contenido de humedad, ceniza, grasa bruta se determind
gravimétricamente de acuerdo con los métodos estandar de AOAC.
Como se detallan a continuacion [A.O.A.C, 1995; A.O.A.C, 2006].

3.5.1 Humedad

La Humedad se determiné gravimétricamente siguiendo el
procedimiento estandar de la A.O.A.C. [A.0.A.C, 1995]. Para ello se
pes6 en una capsula vacia 2 g de muestra, se seco en estufa a 100 °C
durante 24 horas; una vez transcurrido este tiempo se retira y enfria en
un desecador. Finalmente se pesa la muestra seca y se calcula el

contenido de humedad mediante la siguiente formula:

(P = Py)

i

% de Humedad = x 100

Dénde:

Pi = Peso inicial Pt = Peso final
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3.5.2 Cenizas

El contenido de cenizas se determind gravimétricamente siguiendo el
procedimiento de la A.O.A.C. [A.O.A.C, 1995]. Brevemente, se taran los
crisoles a peso constante en la mufla por 15-30 min a 550-600 °C. Luego
se enfrian los crisoles en un desecador, pesamos nuevamente los
crisoles y colocamos 2 g de muestra en cada crisol e incinerar la
muestra en la mufla durante 8 horas a temperatura entre 550-600 °C,
una vez transcurrido este tiempo sacamos los crisoles y dejamos enfriar

y finalmente se pesa cada crisol con las cenizas.

Las cenizas se calculan mediante la siguiente formula:

Peso de Cenizas x 100

% de Ceniza =
0 Peso de la muestra

3.5.3 Grasas

El contenido en grasa total se determiné por gravimetria tras la
extraccién de la muestra con hexano durante 12 horas en un extractor
Soxhlet. Una vez terminada la extraccion, el solvente se destila y el

residuo graso se pesa [Clemente y col., 1997].

3.5.4 Nitrégeno Total

El nitrogeno total se determin6 mediante el método Kjeldahl
establecido por la A.O.A.C. 2006 [AOAC, 2006], en un equipo
automatico Kjeltec™ 840 (Foss Iberica S.A., Barcelona) equipado con
digestor y destilador.
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3.5.5 Cuantificacion de Proteinas en Subproductos y Sustrato

Las proteinas totales en los subproductos y sustratos se ha
determinado multiplicando el nitrégeno total por el correspondiente factor
de conversion en proteina: Nt x 5,45 para la HTCH y Nt x 6,24 para la
HC.

3.5.6 Hidratos de Carbono

Los carbohidratos totales se calcularon utilizando el método
colorimétrico de Dubois, usando un reactivo de &cido fendlico sulfarico
[Dubois y col., 1956]. Los carbohidratos totales solubles fueron
medidos partiendo de 0,5 g de muestra que se resuspendié en 10 mL de
una mezcla H20/fenol (80% v:v)/acido sulfurico concentrado (2:1:40). La
muestra resuspendida se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente
(22-23 °C) y se calentd lentamente hasta 95 °C, manteniendo esta
temperatura durante 60 min, seguidamente se enfrié lentamente hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Se tomd una muestra, se centrifugo a
6000 x g y se midid la absorbancia a 575 nm utilizando un
espectrofotometro  Ultrospec 2100pro UV/Visible (GE Healthcare,
Barcelona, Spain) (Figura-M.7). La concentraciéon de hidratos de
carbono totales se determiné por interpolacion en una curva patron

trazada con glucosa como se observa en la Figura-M.8.
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Figura M.7. Espectrofotometro utilizado.

1 0 0,43
2 0.1 0,461
3 0,2 0,540
4 0,3 0,740
5 0,4 0,825
6 0.5 0,876
7 0,6 1,025
8 0.7 1,123
9 0.8 1,165
10 0.9 1,285
11 1 1,401

Absorbancia 575 nm

16 -
1,4 -

1,2 1

08
06 -
04 ¢

0,2 -

y =0,9993x+0,3977
R? = 0,9898

0 0.2 04 0,6 08 1 12
Concentracion de Glucosa (mg/mL)

Figura M.8. Curva de calibraciéon de Glucosa.

3.6 Fermentaciones

Se estudié la produccién de quitinasas mediante dos sistemas de

fermentacion: Fermentacion Sumergida (FS) y Fermentacion en estado
Sélido (FES), utilizando como sustratos la HTCH, F-Q/G y HC, este
ultimo utilizado como control de sustrato rico en quitna.
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3.6.1 Fermentacion sumergida (FS)

Las fermentaciones sumergidas se han llevado a cabo en matraces
de 500 mL con 150 mL de medio de cultivo, tal y como se muestra

esquematicamente en la Figura-M.9.

FS
e — —_—
LB/Agar
Liofilo
Bacillus licheniformis 15 mL ] .
ATCC 21415 Medio de Cultivo
150 mL
FS
— ) ) T ) [ —
PDA

Liofilo Solucion acuosa

Trichoderma (Tampon fosfato 0,1 M p7H 7,0, MgCl, 0,1 M, T\:zeen 20 al 2%) Medio de Cultivo
(1 x 107 esporas mL™)
15 mL 150 mL

Figura M.9. Esquema del proceso de Fermentacion Sumergida.

a) Microorganismos y preparacion del Inéculo

Los microorganismos utilizados han sido: Bacillus licheniformis ATCC
21415, T. atroviride CEC-T23 y T. harzianum CEC-T24 (ver Tabla-M.4).

Bacillus licheniformis ATCC 21415, se obtuvo de la American Type

Culture Collection (Georgetown University, Washington, USA), fue
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almacenado en forma liofilizada a - 80 °C y mantenido en LB/Agar a 28
°C, replicandose cada 2 semanas. 24 h antes de la inoculacion una
porcién de biomasa cogida con el asa de platino se refresca en 15 mL
medio LB (10 g L™ peptona, 5 g L™ extracto de levadura y 10 g L™
NacCl, ajustado a pH 7), y se crece a 37 °C, utilizdndose como inéculo en

matraces de 500 mL con 150 mL de medio de cultivo.

T. atroviride CEC-T23 y T. harzianum CEC-T24 se obtuvieron de la
Coleccion de cultivo tipo Espafia (Spain Type Culture Collection)
(Burjasot, Universidad de Valencia, Espafa). ElI microorganismo fue
almacenado en forma liofilizada a - 80 °C y se mantuvo en PDA (patata-
dextrosa-agar) replicandose cada 4 semanas. Las esporas procedentes
de una placa, resuspendidas en una solucién acuosa (tampoén fosfato
0,1 M pH 7,0, MgCl2 0,1 M, Tween 20 al 2%) con una concentracion de
esporas de aproximadamente 1 x 10’ esporas mL™, se ha utilizado

como inéculo de los respectivos cultivos.

b) Preparacion de la fuente de carbono (Quitina coloidal)

La Quitina coloidal (Qc) se prepardé segun el método descrito por
Ramirez y col. [Ramirez y col., 2004] con ligeras modificaciones.
Brevemente, se mezcla 10 g de quitina en polvo (Figura-M.10a) con 200
mL de HCl (37%) previamente enfriado, manteniendo agitacion
constante y vigorosa durante 24 h a 4 °C. A continuacion, se agrega
etanol al 96% hasta un volumen final de 2 L y se agita vigorosamente.

Después de 24 h de incubacion a -20 °C, la suspension se centrifugd a
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5000 x g durante 20 min. Finalmente se lavo el precipitado con agua
destilada hasta que el pH del sobrenadante alcance un valor de 70,1, y
éste se resuspende en tampon fosfato 0,1 M (Figura-M.10b).

Figura M.10. a) Quitina pura en polvo, b) Quitina coloidal.

¢) Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Se han preparado diferentes medios de cultivo para las FS, cuya

composicion se muestra en la Tabla-M.6.
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Tabla-M.6. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la FS.

Medios H.0 M

de 2 Q, | Q. Czapeck PB @ F-Q/G HTCH
. (mL) | (mL)

Cultivo

H20/Q, 150 - 1% - -

H0/Q. | 150 | - - 1% - - - -

MM/Q, - 150 | 1% | - - - - -

Mm/Q. | - | 180 | - | 1% - - - -

Czapeck/
Qc
PB/Q. - - - 1% - 150 | - -

- - - | 1% | 150 - -

F-Q/G 150 - - - - - 2% -

HTCH 150 - - - - - - 2%

(Qp: Quitina en polvo, Qc: Quitina coloidal, Mm: Medio minimo, PB: (Potato Broth = Extracto de Patata, F-
Q/G: Fraccion enriquecida de Quitna/Glucano de champifion, HTCH: Harina de Tallos de Champifién).

El medio (H20/Qp, H20/Qc), contiene Unicamente quitina ya sea en
forma de polvo o coloidal, y agua.

El medio minimo (Mm) tiene los siguientes componentes: 8,2 g L™
NazHPO4, 3,8 g L™t KH2POg4, 0,4 g L™ NaCl, 2 g L™ (NH4)2S04, peptona
de champifiones 10 g L™ y 10 ml L™ de la solucién de elementos traza;
la composiciéon de la solucién de elementos traza es (g L™): 0,55 g
CaCl2-2H:0, 1,67 g de FeCls-6H20, 0,10 g MnCl2:4H20, 0,17 g ZnClz,
0,043 g CuCl2-2H20, 0,06 g CoCl2:2H20 y 0,06 g Na2Mo00O4-2H20, y se
ha suplementado con Qp 0 Q-c.
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El medio Czapeck esta constituido por los siguientes componentes:
0,3% NaNOs3, 0,1% K2HPO4, 0,005% MgS0a4.7H20, 0,005% KCI, 0,001%
FeS04.7H20, 4% de glucosa y 1% de Quitina coloidal.

Ademés se estudio la produccion de quitinasas en medios ricos en
quitina, como es el medio PB/Qc, que contiene extracto de patata y Qc, y
los medios F-Q/G y HTCH que debido a su contenido en quitina se

utilizaron directamente sin adicion alguna de otras formas de quitina.

Una vez preparado los medios de cultivo se dispensaron en matraces
de 500 mL y se esterilizaron en autoclave durante 30 min a 121 °C
(Figura-M.11), posteriormente se inocularon los microorganismos y se
cultivaron como se describen mas adelante. Cada medio de cultivo se

realizé por triplicado.

H,0/Q,

Cza peck/ PB/Q. F-Q/G

Figura M.11. Medios de cultivo utilizados para FS.
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* Condiciones de crecimiento de Bacillus licheniformis ATCC
21415

Una vez esterilizados los medios de cultivos, éstos se inocularon con
15 mL de in6culo de Bacillus licheniformis ATCC 21415 previamente
crecido en LB, a 37 °C y pH 7 hasta que el caldo de fermentacion
alcance un 30% de transmitancia (aproximadamente por 18 h); y se
dejaron crecer durante 14 dias a 37+1 °C con agitacion mecanica (150
rpm), tomandose muestras (aproximadamente 2,5 mL) periédicamente y

se almacenaron a -20 °C hasta ser usada para los diferentes analisis.

= Condiciones de crecimiento de Trichoderma

Una vez esterilizados los medios de cultivos, éstos se inocularon con
2 mL de una suspension acuosa (0,1 M MgClz / Tween 20 al 2%) de
esporas 1 x 107 esporas mL™ de T. atroviride CEC-T23 o T. harzianum
CEC-T24 y se crecieron durante 14 dias a 28 +1 °C con aireacion (30
L/min), y sin aireacion (cultivo estatico); tomandose muestras
(aproximadamente 2,5 mL) periédicamente y se almacenaron a -20 °C

hasta ser usada para los diferentes analisis.

3.6.2 Fermentacion en estado so6lido (FES)

En la siguiente Tabla-M.7 se describen los medios de cultivo
utilizados para la FES. En este caso se han utilizado como medios de

cultivo: la F-Q/G, la HTCH y la HC, y se han preparado de modo que el
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sustrato tenga la humedad suficiente para promover el crecimiento y

desarrollo del microorganismo.

Tabla-M.7. Composicion de los medios de cultivo utilizados para la

FES.

Medios de cultivo  Sustrato Inoculo
F-Q/G.a 2% 5107 esporas*
F-Q/G.a 2% 5 107 esporas
HTCH.a 2% 5 10’ esporas
HTCH.a 2% 5 10’ esporas

HC.a 2% 5 10’ esporas
HC.a 2% 5 107 esporas

HTCH: Harina de tallos de champifion, HC: Harina de Cangrejo, A: Aireacion
(*15 mL x 3.3 10° esporas/mL = 5 107 esporas)

Una vez colocado el sustrato (F-Q/G, HTCH o HC) en el
correspondiente matraz de 250 mL, éste se ha humedecido de manera
tal que el medio de cultivo sélido esté bien y uniformemente humedo
pero no haya fase acuosa visible. Los medios de cultivo una vez
preparados se esterilizaron a 121 °C durante 30 min (Figura-M.12), y
posteriormente se inocul6é el microorganismo (2 mL de una suspensién
acuosa (0,1 M MgClz / Tween 20 al 2%) de esporas (1 x 107 esporas
mL™1), y se cultivé durante 14 dias a 28+1 °C con aireacion (30 L/min), y

sin aireacion (cultivo estatico). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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En la Figura-M.13 se muestra como se realizd el proceso de

fermentacion para la produccion de enzimas especificamente quitinasas.

F-Q/G HTCH  HC

Figura M.12. Medios de cultivo utilizados en FES para la produccion de
Quitinasas.

Liofilo
T. harzianum CEC-T24

| ——
PDA

|

Suspension acuosa
(0,1 M MgCl, / Tween 20 al 2%)

2mL 9; y

(1 x 107 esporas mL-1)

U
A

-~

=

O

Figura M.13. Proceso de fermentacion para la obtencion de quitinasas.
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3.7 Caracterizacion de las fermentaciones

3.7.1 Determinacion de la Biomasa

La biomasa se determiné directamente en las muestras descongeladas.

En el caso de B. licheniformis ATCC 21415, crecido en fermentacién
sumergida el crecimiento o biomasa producida se determiné mediante la
medicion directa de la transmitancia (%T) de las muestras diluidas con
agua (1:20, v/v). La concentracion de biomasa, en mg/mL, se determind
por interpolacion a partir de una curva estandar de biomasa vs %T
(Figura-M.14).

y = -22,4x + 96,667
R? = 0,9803

Transmitancia (%)

0 0.5 1 15 2 2,5 3
Concentracion de biomasa (mg/mL)

Figura M.14. Recta %T vs mg biomasa/mL para B. licheniformis ATCC
21415. (Muestras diluidas 1:5, v/v)

Para T. harzianum CEC-T24 y T. atroviride CEC-T23, la biomasa se

estim6 indirectamente mediante la cuantificacidon del ergosterol. La
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concentracion de biomasa se calculd por interpolacibn en una curva
estandar de ergosterol vs biomasa [GOrs y col., 2007] (Figura-M.15 y
M.16).

Y]
v o

pe

Biomasa Ergosterol 40
TUBO | (mgmL) | (ugml) o
1 0 0 E 30
2 11 55 » .
3 24 124 S
4 39 182 g /
5 53 %6 $ y=4,6109x +0,6676
6 75 15 g, 15 R*=0,9968
7 938 45,5 o
5
0
0 2 4 6 8 10 12

Biomasa (mg/mL)

Figura M.15. Recta conversion ergosterol vs biomasa (7. harzianum

CEC-T24).
a5
a0 —
35
Biomasa Ergosterol -
TUBO | (mgimL) (1g/mL) EY®
~
1 0 0 25
2 1.1 48 =
3 22 112 g
4 41 17.3 @ 1 ¥ =4,1919%+0,6586
5 6.1 26,9 g, 10 . R =0,0958
6 79 347 w
7 93 38,4 5
0

Biomasa (mg/mL)
Figura M.16. Recta conversion ergosterol vs biomasa (7. atroviride
CEC-T23).

3.7.2 Ensayos Enzimaticos

Para la determinacién de las actividades enziméaticas excretadas al

medio por cada microorganismo, las muestras se centrifugaron a 12.000

Pagina|



M&M

x g durante 20 min, y los sobrenadantes obtenidos se usaron para los

ensayos enzimaticos y analisis electroforéticos.

a) Ensayo de Actividad Quitinasa

La actividad quitinasa se determiné midiendo la cantidad de azUcares
reductores producidos utilizando quitina coloidal como sustrato,
mediante el método del &cido dinitrosalicilico (DNS) [Miller, 1959].
Brevemente, la mezcla de reaccién, que consta de 0,25 mL de quitina
coloidal al 1% (p/v) y 0,25 mL de muestra (enzima), se incub6 a 37 °C
durante 30 min (Figura-M.17a). La reaccién se detuvo mediante la
adicién de 1 mL de solucién acuosa de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) y
la mezcla se calenté durante 10 min en un bafio de agua hirviendo.
Después de enfriar (Figura-M.17b), se determind la absorbancia de la
solucién a 575 nm utilizando un espectrofotémetro Ultrospec 2100pro
UV / Visible (GE Healthcare, Suecia). En paralelo, el mismo volumen de
agua desionizada se utilizé, en lugar de la muestra, como control
negativo. Una unidad de actividad quitinasa se defini6 como la cantidad
de enzima que produce 1 mg mL?' de azucar reductor, en las

condiciones de ensayo, a 37 °C.

o Preparacion de la solucion acuosa de acido dinitrosalicilico
(DNS)

La solucién de DNS se preparo disolviendo 10 g de DNS en 200 mL
en una solucion 2 M de NaOH. Posteriormente, se agregaron 300 g de
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tartrato de sodio y potasio, 2 g de fenol y 0,5 g de sulfito Soédico

previamente disueltos en unos 700 mL de agua desionizada caliente. Se

mezclan cuidadosamente las dos soluciones y se enrrasa con agua
destilada hasta 1000 mL.

Figura M.17. a) Bafo con control de temperatura, b) Muestras para
determinacion de actividad quitinasa.

La concentracion del azucar reductor liberado se determind por

interpolaciébn en una recta estandar preparada con GIcNAc (Figura-

M.18).

Soncantacion Absorbancia
TUBO | N-acetilglucosamina
575 nm
(mg/mL)

1 0 0

2 0.1 0,014
3 0.2 0,039
4 03 0,075
5 04 0,12
6 0.5 0,158
7 0,6 023
8 07 0,269
9 08 0,302
10 0.9 037
11 1 0412

Absorbancia 575 nm

0,05

0,45
04
035
03
0,25
0,2

0,15

01 y=0,4337x- 0,036

005 R? =0,9848
oe
04 06 08 1 12
01

N-acetilglucosamina (mg/mL)

Figura M.18. Curva de calibracién de N-acetilglucosamina.
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b) Ensayo de Actividad Celulasa

La actividad celulasa extracelular se determin6 incubando 0.25 mL de
celulosa microcristalina soluble (Avicel PH-101, Sigma-Aldrich) al 2% en
tampdn acetato 0.1 M (pH 5) junto con 0.25 mL de muestra, durante 2
horas a 37 °C. Para detener la reaccion se afiadio 1 mL de solucién DNS
[Bernfeld, 1955]. A continuacién se calent6 la mezcla a 95 °C durante
15 min, se enfriaron las muestras a temperatura ambiente y se midio la

absorbancia a 575 nm.

La concentracion del azucar reductor liberado se determind por
interpolaciébn en una recta estdndar preparada con glucosa (Figura-
M.19). Una unidad de actividad celulasa se define como la cantidad de

enzima que libera 1 mg/mL de azucares reductores en las condiciones

de ensayo.
1,2
Concentracion
1
TUBO | Glucosa | Abeorbancla
575 nm -
(1mg/mL) £ 08 el
1 0 0 E o
2 0.1 0,029 R 06 o
3 02 0,1015 L
4 03 0,312 L.} e
o 04 P
5 04 0,419 £ . ¥=0,0904x-0,0316
6 05 04115 2 R 20,0842
7 06 06025 g " /
8 07 0,6825 2 e
9 08 0736 4 0%
10 0'9 0 !5475 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
T 1 0,9585 02

Concentracion de Glucosa (mg/mL)

Figura M.19. Curva de calibraciéon de Glucosa.
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¢) Ensayo de Actividad Xilanasa

La actividad xilanasa se determind incubando 0.20 mL de muestra
con 1,8 mL de sustrato (Solucién de Xilano de beechwood, Sigma
Aldrich ref. X4252) al 0,2 % en tampon Citrato de Sodio 50 mM (pH 5,3),
incubar a 50 °C durante 5 min. Para detener la reaccion se afadi6é 1,5
mL de solucion DNS. Se calentd la mezcla a 95 °C durante 15 min. A
continuaciéon se enfriaron las muestras a temperatura ambiente y se
midio las absorbancias a 540 nm. A su vez, se realiz6 una curva patron
empleando Xilosa 0,01 M (Figura-M.20).

Una unidad de actividad xilanasa se define como la cantidad de

enzima que libera 1 mg/mL de azucares reductores en las condiciones

de ensayo.

TUuBO

Concentracién
Xilosa
(0,5mg/mL)

Absorbancia
540 nm

0

0

0,05

0,074

01

0,217

0,15
02

0,394
0,545

025

0,703

03

0,916

0,35

1,111

WOIN | O AW (N

04

1,313

0,45

1,49

- |
ey

05

1,61

Absorbancia 540 nm

Concentracion de Xilosa (0,5 mg/mL)

Figura M.20. Curva de calibracion de Xilosa.
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d) Ensayo de Actividad Proteasa

La actividad proteésica se ha determinado mediante el método de la

Azocaseina [Jones y col., 1998].

Mezcla de reaccion:

e 0,1 g. azocaseina (Sigma Aldrich 11610)
e 0,2 mL etanol

e 4,8 mL tampon fosfato 0,1 M pH 7

Mezclar completamente la disolucion hasta que sea homogéneo, se
puede calentar para favorecer la mezcla. Si se forma espuma,

centrifugar brevemente.

Método:

Mezclar 250 pL de muestra con 250 pL de mezcla de reaccion.
Incubar durante 10 min a 40 °C, una vez alcanzado este tiempo parar la
reaccion con 2,5 mL de TCA (acido tricloroacético) al 5% (p/v).
Centrifugar durante 1 min a 10 000 x g, y medir la absorbancia a 440

nm.

Una unidad de actividad proteasa se define como la variacién de
0,001 unidades de absorbancia por cada mL de muestra y min. También
es posible realizar una recta de calibrado y extrapolar los datos

obtenidos usando una proteasa de actividad conocida.

Los valores de absorbancia se transformaron en actividad proteasa,
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(Mmol/mL/min = Ul/mL= UI/L), mediante la siguiente ecuacion:

Actividad (umol/mL/min) = Absorbancia *1000*10/10

e) Calculo de actividades enzimaticas en UI/mL

Segun la Comisiébn de Enzimas de la Union Internacional de
Bioquimica (NC-1UB, 1981), define a: “Una unidad internacional (1 Ul) de
actividad enzimética a la cantidad de enzima que cataliza la formacién
de 1 umol de producto por minuto bajo unas condiciones definidas (1 Ul

= umol/min)”.

Actividad Quitinasa
Cantidad de enzima que libera 1 umol de N-acetilglucosamina/min,

bajo las condiciones de cada ensayo.

Actividad Celulasa
Cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa/min, bajo las

condiciones de cada ensayo.
Actividad Xilanasa
Cantidad de enzima que libera 1 pmol de xilosa/min, bajo las

condiciones de cada ensayo.

Asi por ejemplo, para la actividad quitinasa que produce 1,6 mg/mL

de GIcNAc en un volumen total de reaccion de 1,5 mL (0,25 mL de
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muestra + 0,25 mL de Qc + 1 mL de solucion DNS), esto implica que la
cantidad de GIcNAc contenida en 0,25 mL de muestra es de 2,4 mg, tras

30 minutos de reaccion:

Ul= 2,4mg ,1000 umol GlcNAc

= = 43,39 umol/mL
0,25 mL 221,21 mg

_ 43,39 pmol/mL_
30 min

Ul 1,45 pmol/mL/min

Ul= 1,45 Ul/mL 6 1450 UI/L

3.7.3 Cuantificacion de Proteinas solubles

Las proteinas solubles se han cuantificado mediante el método de
Bradford utilizando albumina de suero bovino como estandar [Bradford,
1976]. Este método permite cuantificar proteinas, en un rango
comprendido entre 0,1y 0,001 mg/mL, o entre 100y 1 ug/mL. El método
se fundamenta en la interaccibn de las proteinas con el colorante
Coomasie Brillian Blue G250 (Figura-M.21), dando lugar a la formacién
de un complejo de color azulado que presenta un maximo de

absorbancia a 595 nm.
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HO,S
SUPREe Ra s
v
/—CH3
CBB G-250 HNOO

Figura M.21. Estructura del colorante Coomasie Brillian Blue G250.

Reactivos:
= Serva Blue G Dye (Coomasie Brillian Blue G250)

= BSA (Bovine Serum Albumin, Albumina sérica bovina) 100 pg/mL

= Etanol 96%

» Acido fosférico 88%

Solucion Stock de Bradford:
= 100 mL Etanol 96%

= 200 mL &cido fosforico 88%
= 350 mg Serva blue G

Reactivo de Bradford:

= 425 mL H20 Destilada

= 15 mL Etanol 96%

= 30 mL &cido fosforico 88%

= 30 mL Solucién Stock de Bradford
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Protocolo:

A 100 pL de muestra se afiade 1 mL del Reactivo de Bradford, se
agita y se incuba a temperatura ambiente durante 10-20 min. Se mide la
absorbancia a 595 nm inmediatamente y se lee las muestras de menor a
mayor concentracion. A su vez se realiza una curva patron con BSA de
una concentracion conocida de proteinas (de 1 pg/mL a 100 pg/mL)
(Figura-M.22), y se interpolan las absorbancias de las muestras para

obtener la concentraciéon en pg/mL.

0,25
0.2

0,15

01

y =0,0023x-0,0218
R*=0,9811

Absorbancia 595 nm

O |~N|O |0 || =
5.}
o
o
[=]
3]
(4]

60 80 100 120

Concentracion de BSA (mg/mL)

Figura M.22. Curva de calibracion de BSA.

3.8 Concentracion por Ultrafiltracion

Las muestras de caldo de fermentacion, cuando ha sido necesario, se
han concentrado por ultrafiltracion, tal y como se muestra
esquematicamente en la Figura-M.23a, utilizando para ello tubos
Vivaspin (Sartorious, Gottingen, Alemania) Figura-M.23b de 20 mL,

equipados con una membrana de ultrafiltracion de 10 o 50 kDa, y
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operados en una centrifuga a 6 000 x g durante 20 min.

a)
(innm (1
e i | UC
- HH - B
S — | UF
A4 N4
Muestra  10/50 KDa 10/50 KDa

Figura M.23. a) Concentracion por ultrafiltraciéon, b) Tubos Vivaspin de
ultrafiltracion.
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3.9 Estudio del secretoma

El estudio de las proteinas secretadas al medio de cultivo por
Tichoderma harzianum CEC-T24 se ha llevado a cabo mediante
técnicas protedmicas basadas en la separacidon de proteinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de sodio-dodecil-
sulfato sodico, PAGE-SDS.

3.9.1 Analisis electroforético (PAGE-SDS)

El perfil de proteina extracelular se ha estudiado mediante PAGE-
SDS, utilizando el método de Laemmli [Laemmli, 1970], adaptado por
Blacksheak [Blackshear, 1984]. Los geles de poliacrilamida se
realizaron en condiciones desnaturalizantes para analizar las proteinas
secretadas en los distintos medios de cultivo, formulados con sustratos

ricos en quitina.

La preparacion de los geles (gel de concentracion o
empaquetamiento y gel de separacion o corrido) se muestra en la
siguiente Tabla-M.8. Una vez cargado el gel de separacién, se afiade
una capa fina de agua:isobutanol (1:2, v/v) para evitar el intercambio de
oxigeno con el medio, facilitando la polimerizacion y haciendo que se
forme una superficie completamente lisa. Una vez que se ha
polimerizado se retira la capa de agua: isobutanol y seguidamente se
carga el gel de empaque y se coloca el peine, para formar los pocillos.
Se espera a que polimerice por completo, se retira el peine, y se lavan

los pocillos con el tampon de electroforesis 1X. De esta manera el gel
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gueda preparado para cargar las muestras.

Tabla-M.8. Composicion de los geles discontinuos de poliacrilamida.

= Gel de concentracién o empaque 5%

Solucion A (Acrilamida 30%-

Bisacrilamida 1%) 1,67 mL
Solucién C (Tampon de empaque 4x
1mL
pH6,8)
H20 7,33 mL
TEMED 25 uL
APS (Persulfato aménico 50% p/v) 40 pL
Volumen final 10 mL
= Gel de Separacion o corrido 12%
Acrilamida 30% 6 mL
Bis-acrilamida 1% 2,37 mL
Tampon de Separacion 4X (pH 8,8) 3,81 mL
H20 2,82 mL
TEMED 30 uL
APS (Persulfato aménico 50% p/v) 30 pL
Volumen final 15 mL

NOTA: El protocolo de la preparacion de los diferentes tampones se
encuentra en el apartado de ANEXOS.
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Las muestras previamente centrifugadas, se resuspenden en tampén
de muestra 4X y se hirvieron durante 5 min para desnaturalizar las
proteinas y facilitar la accion reductora del B-mercaptoetanol sobre los
puentes di-sulfuro. Se enfrian y se centrifugan a 12.000 x g durante 5
minutos. Seguidamente se cargan las muestras (20-30 pL/pocillo,
aproximadamente 40-50 ug de proteina). La electroforesis se corrio a
intensidad constante (25 mA) utilizando un sistema de tampon Tris-
glicina que contenia SDS al 0.1% hasta que el bromofenol sale por el
frente del gel. Terminada la electroforesis se desmontan los geles, se
lavan, y se tifien con azul de Coomassie o por plata, segun proceda.

e Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS)

% Tincion con Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue G-250)

Brevemente, se afiaden unos 100 mL de solucion Coomassie/gel de
manera que cubra totalmente el gel, y se mantiene en agitacion
“overnight”. Una vez transcurrido este tiempo se retira la soluciéon de
tincion y se procede a destefiir en una solucion de acido
acético/metanol, 10:35, v/v, hasta que se observan claramente las

bandas de color azul.

% Tincién con Plata (Plus One ™ Silver Staining Kit, GE Healthcare)

Este tipo de tincion es unas 10 veces mas sensible que la tincién con

Paginal|



M&M

Azul de Coomasie, el rango de deteccion de proteinas es de 10-100
ng/banda. Debido a la elevada capacidad reductora del ion plata (Ag™*),
es capaz de formar complejos con las proteinas con mayor afinidad que
con la poliacrilamida, siendo estos complejos reducidos mucho mas
rapido que cuando el i6n Ag* esta libre. EI método utilizado en el
presente trabajo ha sido el método descrito por Heukeshoven y Dernick
[Heukeshoven y Dernick, 1985]. Brevemente, terminada la
electroforesis, si la muestra contiene baja concentracién de proteinas se
tine el gel directamente por plata, o bien primero se tifie con Azul de

Coomasie, se destifie y tras destefiirlo se procede a la tincion por plata.

La tincibn por plata consta de las siguientes etapas: Fijacion,
Sensibilizacion, Lavado, Reaccion de Ag*, Lavado, Revelado, Parada,

Lavado, tal y como se muestra en la Tabla-M9.

Tanto los geles tefiidos con Azul de Coomasie como los tefiidos por
plata se han escaneado en un escaner (FUJIFILM FLA5100), equipado
con el sistema de imagenes Gel Doc ™ XR + (Bio-Rad Laboratories, CA,
USA).
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Tabla-M.9. Protocolo de tincion de proteinas con Plata.

Paso Soluciones Tiempo
L Etanol 100 mL
Fijacion de _ . _
i Acido aceético glacial 25 mL .
proteinas _ 30 min
Volumen final 250 mL
Etanol 75 mL
*Glutaraldehido 25% (p/v) t 1,25 mL
Sensibilizacién | *Tiosulfato de sodio 5% (p/v) 10 mL
Acetato de sodio 17g | 30 min
Volumen final 250 mL
Lavado Agua destilada 3 x5 min
_ Solucion de nitrato de plata 2,5% (p/v) 25 mL
Reaccion de _ )
A &Formaldehido 37% (p/v) 0,1 mL| 20 min
g+
Volumen final 250 mL
Lavado Agua destilada 2 x 1 min
Carbonato de sodio 6,259 _
Revelado Formaldehido 37% (p/v) t 0,05 mL ~2-5min
Volumen final 250 mL
Solucion EDTA-Naz-2H20 3,659
Parada _
Volumen final 250 mL
Lavado Agua destilada

*E| glutaraldehido y el tiosulfato de sodio actian como agentes complejantes uniéndose a las
proteinas. ¢Formaldehido se usa como agente reductor. ~Hasta que se observen la presencia de

bandas.
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3.9.2 Tincion por afinidad (Zimografia)

Para la realizacion del zimograma de la actividad quitinasa, se utilizo
un gel de separacion al 10% que contenia un 0,1% de quitina coloidal
como sustrato de quitinasa para detectar la actividad de quitinasa. Las
muestras se mezclaron con tampdn de carga sin agente reductor y se
calentaron antes de cargarlas en el gel de electroforesis. Después de la
electroforesis, el gel se incubd en tampon de acetato de sodio 100 mM
(pH 5.0) a 4 °C durante 18 h. La actividad quitinasa se visualizé en el gel
mediante la tincion con rojo Congo al 0,1%, y se destifio con NaCl 1M.
La zona litica en el gel observada a la luz del dia sobre un fondo rojo
oscuro indico la presencia de una enzima activa [Yamabhai y col.,
2008].

3.9.3 Analisis proteé6mico

Los analisis protedbmicos se han realizado en el Gene Center de la
Ludwig Maximilian Universita, Munich (Alemania), en el laboratorio del
Dr. Georg J. Arnold. Brevemente, los geles para el analisis protedbmico
no se han tefido, utilizandose directamente tal cual se han extraido del
casette, se han lavado y estabilizado. El proceso global seguido en este

estudio se muestra esquematicamente en la Figura-M.24.

Una vez cargado 50 ug de proteinas por carril, éstas se separaron
por PAGE-SDS al 12%. Terminada la electroforesis, extraido el gel,
separados los carriles, cortando con un bisturi, cada uno de los carriles
de gel, sin tefiir, se dividio en tres partes y cada parte se colocd en un

tubo diferente. Seguidamente cada fragmento se procesé
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individualmente, mediante "digestion triptica in gel", siguiendo el
protocolo descrito por Carbonero-Aguilar [Carbonero-Aguilar, 2012].
Cada parte se incubo en NH4sHCO3 40 mM, 30% (v/v) de acetonitrilo a 30
°C durante 120 min. Las proteinas dentro de las piezas se redujeron con
ditiotreitol 10 mM durante 20 min. Después de lavar con NH4HCOs 40
mM, los geles se alquilaron mediante incubacién en yodoacetamida 20

mM durante 30 min a temperatura ambiente en la oscuridad.

Las muestras alquiladas se lavaron con NHsHCOs 40 mM y se
deshidrataron con 100% de ACN. Las proteinas in gel se digirieron con
tripsina porcina modificada grado secuenciacién (Promega, Madrid,
Espafia) en NH4HCO3 40 mM, a 37 °C durante la noche.

Los péptidos tripticos, generados durante la digestion triptica in gel,
se extrajeron dos veces, de las piezas de gel, con ACN al 50% (v/v), y se
secaron al vacio en una Savant. Los péptidos secos se guardaron a -80
°C hasta su andlisis por nano-cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (nLC-MS/MS).
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Figura M.24. Esquema del disefio experimental utilizado para el
analisis prote6mico del secretoma de T. harzianum CEC-T24.
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Brevemente, los digeridos peptidicos se resuspendieron en agua Milli-
Q ultrapura y se eliminaron las sales con un tampon A (H20 99,9% +
0,1% de acido férmico) en una columna atrapadora de péptidos Zorbax
300 SB-C18, 5 x 0,3 mm, (Agilent, Madrid, Espafia) durante 10 min. Los
péptidos unidos a la columna se eluyeron a una columna Picofrit
empaquetada con Microm Magic C18 AQ, de 10 cm x 75 um, y se
eluyeron con un gradiente de tampdn B (99,9% de acetonitrilo + 0,1% de
acido formico) al 5% hasta un 50% de tampén B en 75 min, y luego del
50% de tampon B al 90% de tampdn B en 80 min, usando para ello un
HPLC Themo Electron Surveyor. Eluyéndose los péptidos, a un flujo de
250 nL min’, a un espectrometro de masas Thermo Electron LTQ / FT

para su analisis.

Los espectros de MS y MS/MS se han obtenido en modo automéatico
con una resolucion de 100.000, y los diez iones principales de cada ciclo
se sometieron a una autolisis por disociacion inducida por colisién (CDI)
en una trampa lineal (LTQ). Para el andlisis de iones en modo MS/MS,
los iones precursores fueron acelerados a 8 kV y seleccionados en la
puerta de entrada de iones de trampa. Los fragmentos generados por
colisién de los precursores con aire en la cAmara de colisién CID, fueron
ademas acelerados a 15 kV en la 22 fuente y sus masas fueron

analizadas después de pasar por el reflector de iones.

El analisis automatico de los datos de masas se realizé usando una
tolerancia para los fragmentos de 0,80 Da (monoisotépica) y para los
precursores de 200 ppm (monoisotopica). Permitiéndose modificaciones

parciales y completas de restos aminoacidicos, asi como mutaciones
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puntuales y dos sitios de escision perdidos. La validacion probabilistica
de las identificaciones de proteinas en el secretoma de T. harzianum
CEC-T24 (v. 2.0, DOE Joint Genome Institute) se ha llevado a cabo con
la version Scaffol 01.07.00 (Proteome Software, Portland, Oregon),
utilizando para ello los algoritmos X-Tandem y Protein Prophet. [Craig y
Beavis, 2003; Nesvizhskii y col., 2003] Los criterios minimos para la
identificacion positiva se establecieron en al menos la identificacion de

dos péptidos y con una probabilidad> 95%.

3.10 Estabilizacion de Quitinasas

El estudio de estabilidad de los preparados enriquecidos en
quitinasas se ha llevado a cabo en preparados liofilizados,
ultraconcentrados y ultraconcentrados + glicerol al 30%, asi como
inmovilizada en microparticulas de alginato, midiendo la actividad de las
muestras al cabo de 1, 2, 4, 6 y 12 meses, previo almacenamiento a 4
°C, temperatura ambiente (22-23 °C) y 45 °C.

3.11 Produccion de quitinasas en un reactor tipo tambor
rotativo (escala semi-piloto).

El cambio de escala de la produccion de quitinasas en medios ricos
en quitina se ha llevado a cabo en un reactor tipo tambor rotatorio,
esquemadicamente descrito en la Figura M.25., de acuerdo con el
procedimiento descrito por Pérez-Rodriguez y colaboradores para la

produccion de otras enzimas, xilanas y feruloil esterasa [Pérez-
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Rodriguez y col., 2017].
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Figura M.25. Esquema del reactor tipo tambor rotatorio utilizado para
la produccién de quitinasas en medios ricos en quitina.

Para el seguimiento del proceso, medida de actividades, biomasa, etc.,
se han utilizado las mismas técnicas y procedimientos descritos mas

arriba.

3.12 Analisis de datos

Los datos analiticos se compararon mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando SAS 9.3. Se ha utlizando la prueba de rango
multiple de Duncan (DMRT), estableciendo el nivel de significancia en

0.05. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

En el caso del estudio protedmico, el analisis automatico de los datos
de masas se ha realizado usando una tolerancia para los fragmentos de
0,80 Da (monoisotépica) y para los precursores de 200 ppm

(monoisotopica). Permitiéndose modificaciones parciales y completas de
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restos aminoacidico, asi como mutaciones puntuales y dos sitios de
escision perdidos. La validacion probabilistica de las identificaciones de
proteinas en el secretoma de T. harzianum CEC-T24 (v. 2.0, DOE Joint
Genome Institute) se ha llevado a cabo con la versién Scaffol 01.07.00
(Proteome Software, Portland, Orego6n), utilizando para ello los
algoritmos X-Tandem vy Protein Prophet. [Craig y Beavis, 2003;
Nesvizhskii y col., 2003] Los criterios minimos para la identificacion
positiva se establecieron en al menos la identificacion de dos péptidos y

con una probabilidad> 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La produccion de quitinasas a escala industrial requiere de medios

ricos en quitina, abundantes, faciles de obtener y baratos.

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la Naturaleza
después de la celulosa. La fuente a partir de la que habitualmente se
obtiene la quitina son los residuos de la industria de los crustaceos y los
grandes depdésitos de exoesqueletos almacenados en la Antartida [Yan,
2015]. Si bien, también existen otras fuentes, potencialmente utilizables,
tales como los hongos, insectos, etc. [Ospina-Alvarez y col., 2014;
McGavin, 2000].

Entre estas potenciales fuentes los hongos son de especial interés,
sobre todo los subproductos generados en la industria conservera de
hongos comestibles [Hassainia y col., 2018] y el micelio producido
durante la produccion biotecnolégica (fermentacion) de &acido citrico
[Tayel y col., 2011].

4.1. Subproductos y sustratos

En el presente trabajo nos hemos centrados en el estudio de los
subproductos ricos en quitina generados a lo largo del procesamiento de
hongos comestibles, concretamente del champifion (Agaricus bisporus),
para conserva en comparacion con los subproductos generados en el

procesamiento de crustaceos (cangrejo rojo de rio, Procambarus clarkii).
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4.1.1. Recopilaciéon de subproductos

De acuerdo con el disefio experimental, lo primero en que nos
centramos fue en el acopio de materias primas (subproductos
agroindustriales) y de su estabilizacion, ya que debido a su naturaleza,
productos con alto contenido en humedad y nutrientes, son productos

facilmente perecederos y degradables.

En la Tabla-R.1 se muestran las materias primas o subproductos
agroindustriales utilizados en este estudio, asi como los sustratos
derivados de ellas y utilizados en los diferentes ensayos de fermentacion
y/lo cultivos. Como podemos observar, los subproductos utilizados
derivan, de la industria conservera del champifion: tallos de champifién y
champifiones no comercializables, y de la industria del procesamiento
del cangrejo de rio (Procambarus clarkii): cefalotérax y pinzas. Que nos
permiten obtener los siguientes sustratos: harina de tallos de champifién
(HTCH), fraccion enriquecida en quitina y glucanos (F-Q/G) y harina de
cangrejo (HC).

Tabla-R.1. Materias primas y/o sustratos utilizados en la produccion de
quitinasas.

Materia Prima Sustrato

Harina de Tallos de Champifiéon (HTCH)

Tallos de Champifién* Fraccién enriquecida en quitina y Glucanos
(F-Q/G)
Subproductos cangrejos** Harina de cangrejo (HC)

*Industria conservera de champifién, **Industria del procesamiento de cangrejos.
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¢ Por qué estos subproductos? La razén es porque son subproductos
con un alto contenido en quitina, muy abundantes y baratos, y a pesar
de que algunos (subproductos de la industria del procesamiento del
cangrejo) son temporales, es decir, se obtienen soOlo durante un
determinado tiempo, se pueden obtener en grandes cantidades, que una
vez estabilizados y almacenados adecuadamente se pueden utilizar
durante un largo periodo. Los subproductos del champifién (tallos y
champifiones no comercializables) no dependen de la temporalidad, se

producen a lo largo de todo el afio.

4.1.2. Preparacion de los sustratos

A partir de los dos subproductos ricos en quitina mencionados, se ha
procedido a preparar y estabilizar los correspondientes sustratos: HTCH
y F-Q/G, a partir del subproducto de la industria conservera del
champifion y la HC a partir de la industria del procesamiento del
cangrejo rojo de rio. Utilizdandose este Ultimo como sustrato control

(quitina de crustaceo).

Los tallos de champifion una vez lavados con agua fria abundante,
para eliminar restos de compost y tierra, se han escurrido y se han
secado con aire a 90 °C en una estufa con ventilacion forzada hasta
peso constante. El producto seco se moli6 en un molino de pistdn
equipado con un tamiz de 2,5 mm de didmetro, obteniéndose un polvo

fino uniforme al que hemos denominado HTCH (ver Figura-R.1a).
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Con el fin de obtener una fraccion enriquecida en quitina, asi como un
hidrolizado proteico, se ha procedido a la desproteinizacion parcial de la
HTCH mediante su tratamiento con la proteasa Alcalasa®.
Obteniéndose una fraccion soluble (hidrolizado proteico) y una fraccion
insoluble. Brevemente, la HTCH se ha resuspendido en agua en una
proporcion del 10% y se ha tratado con la proteasa Alcalasa® en una
relacién enzima/sustrato, E/S = 0,03 v/p, a 55 °C durante 180 min
manteniendo el pH constante a 8,5, alcanzando un grado de hidrélisis
del 6,21+0,4% (Figura-R.2).

Figura R1. Sustratos utilizados para la produccion de quitinasas: a)
HTCH, b) F-Q/G y c¢) HC.
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Seguidamente el hidrolizado se ha centrifugado a 10.000 x g,
obteniéndose un sobrenadante (hidrolizado proteico), y un precipitado
gue se ha secado en estufa con aire forzado a 55 °C hasta peso
constante. El producto seco se molié en un molino de pistén equipado
con un tamiz de 2,5 mm. Obteniéndose un polvo fino uniforme que
hemos denominado fraccién enriquecida en quitina/glucanos (F-Q/G)
(ver Figura-R.1b).

14 9,0

12

NaOH Consumido (mL)
Grado de Hidréliss (DH)

0 20 40 60 20 100 120
Tiempo (min)

=+=HTCH-Alcalasa

Figura R2. Curva de hidrolisis de la HTCH con Alcalasa®.

Los subproductos de la industria del procesamiento del cangrejo:
cefalotérax y pinzas, tratados con HClI 2M overnight, para
desmineralizar, se han lavado con abundante agua y una vez secados
con aire caliente (80°C), fueron molidos en un molino de piston vy
tamizados a través de un tamiz de poro 2,5 mm de diametro, tal y como
se describe en el correspondiente apartado de Materiales y Métodos.
Obteniéndose un polvo fino uniforme al que hemos denominado HC (ver

Figura-R.1c).
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Los tres productos: HTCH, F-Q/G y HC, sustratos ricos en quitina, se
han utilizado para la formulacion de medios de cultivo para producir

quitinasas, como mas adelante describiremos.

4.1.3. Caracterizacion de los sustratos

La caracterizacion de los sustratos para la fermentacion se ha llevado
a cabo mediante la determinacién de los siguientes pardmetros:
humedad, materia organica (MO), grasa bruta, nitrégeno total (Ny),
proteina (Nt x 5,45 para la HTCH y F-Q/G y Nt x 6,24 para la HC),
hidratos de carbono totales, quitina, y pH. En la Tabla-R.2 se resumen

los resultados obtenidos.

Tabla-R.2. Composicion basica de los sustratos utilizados en la
produccion de quitinasas por fermentacion. (Datos expresados en % p.s.)

| HTCH | F-Q/G ‘ HC
(%) (%) (%)
Humedad® 7,3%+1,2 7,4+0,5 7,0+0,7
Peso seco* 92,7+1,2 92,6+0,5 93,0+0,7
Cenizas* 8,8+2,3 7,6+0,7 355+25
MO#& 91,2+2,3 92,4+3,7 64,5+ 2,5
Grasa* 3,2+0,4 n.d. 12,8+0,9
Nt 5,2+0,3 0,6+0,1 5,04 +0,72
Proteina® 28,6+1,7°% 3,3+0,5% 31,5+ 4,5%
HC+Otros# 59,4451 89,1+0,9 20,2+1,9
- Quitina* 22,1+1.9 33,5124 16,1+1,7
pH* 6,9+0,3 7,9+0,4 7,2+0,3

&Datos calculados; *Datos experimentales; *factor 5,45 para HTCH; #factor 6,24 para HC.
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Analicemos con algo mas de detalle estos sustratos.

i) Harina de tallos de champifién (HTCH)

Una vez secados y molidos los tallos de champifion se obtiene una
harina de color marrén-oscuro, con un contenido de humedad del
7,311,2%, y peso seco del 92,7+1,2%; correspondiendo el 8,8+2,3%
(p.s.) a cenizas, y el 91,2+2,3% (p.s) a materia organica. Con un
contenido en grasa del 3,2+0,4%, p.s., en proteina del 28,6+1,7%, p.s., Yy
en hidratos de carbono mas otros del 59,4+5,1%, p.s. (ver Tabla-R.2).
Del contenido en carbohidratos mas de la mitad es quitina,
representando un 22,1+1,9% del peso seco. Contenido sumamente
interesante para utilizarse tanto como material de partida para obtener
sustratos ricos en quitina para producir quitinasas, como para obtener
nanoquitina [Liang y col., 2018; Wu y col., 2019].

ii) Fraccion enriquecida en quitinay glucanos (F-Q/G)

Una vez tratada la HTCH con la proteasa Alcalasa®, el precipitado
desproteinizado enzimaticamente se ha secado y molido, obteniéndose
un polvo fino uniforme de color beige-blanco, que hemos denominado
fraccion enriquecida en quitina/glucanos (F-Q/G) ya que esta constituida
mayoritariamente por polisacaridos (glucanos insolubles y quitina,

fundamentalmente). Esta F-Q/G tiene un contenido de humedad del
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7,4+0,5%, y peso seco del 92,6+0,5%; correspondiendo el 7,6+0,7%
(p.s.) a cenizas, y el 92,4+3,7% (p.s) a materia organica; con un
contenido en proteina del 3,3+0,5%, p.s., y en hidratos de carbono mas
otros (fundamentalmente quitina y glucanos) del 89,1+0,9%, p.s.,

correspondiendo a quitina el 33,54+2,4 (ver Tabla-R.2).

iii)Harina de cangrejo (HC)

Una vez los subproductos de cangrejo, secos y molidos se obtiene
una harina de color marron-claro con un contenido en humedad del
7,0+0,7% y peso seco del 93,0+0,7%, correspondiendo méas de un tercio
del peso a cenizas (35,5+2,5%) y el 64,5+2,5% a materia organica, de la
gue el 12,8+0,9 corresponde a grasa, el 31,5t4,5 a proteinas y el
20,2+1,9% a hidratos de carbono, correspondiendo un 16,1+1,7% a

quitina.

4.2. Fermentaciones

Una vez obtenido los sustratos ricos en quitina (HTCH, F-Q/G y HC)
se procedié a estudiar la produccién de quitinasas, en medios de
fermentacion formulados con los anteriores sustratos ricos en quitina por
diversas cepas productoras de esta enzima disponibles en nuestro
laboratorio (B. licheniformis ATCC 21415, T. harzianum CEC-T24 y T.
atroviride CEC-T23), y habitualmente utilizadas para la produccion
industrial de esta enzima. Para ello se ha estudiado la produccién de

guitinasas mediante dos sistemas: FS y FES.
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4.2.1. Fermentacion sumergida (FS)

En este primer estudio se analizd la produccién de hidrolasas,
fundamentalmente quitinasas, B-glucanasas y proteasas secretadas por
B. licheniformis ATCC 21415, de T. harzianum CEC-T24 y T. atroviride
CEC-T23. Estos microorganismos se cultivaron en fermentacion
sumergida (FS) en aerobiosis, con agitacibn mecanica, y temperatura
adecuada (281 °C), durante 14 dias, utilizando diferentes medios de
cultivo, tal y como se muestra en la Tabla-R.3. Los medios utilizados han
sido: medios con quitina (Qp 0 Qc) y H20, medios con quitina (Qp 0 Qc) ¥y
medio minimo de sales y vitaminas, un medio minimo utilizado para

cultivo de hongos (Czapeck) con Qc, y medios ricos (PB/Qc, HTCH y F-
Q/G).

Como puede observarse, inicialmente, los cultivos se han
desarrollado en medios que contienen Unicamente agua y quitina, bien
en forma de polvo o en forma coloidal (H20/Qp, H20/Qc), con el fin de
analizar la capacidad de estos microorganismos para utilizar la quitina
como unica fuente de energia. Como cabia esperar el desarrollo ha sido
escaso 0 pobre pero se pone de manifiesto claramente que tanto
Trichoderma como Bacillus pueden utilizar la quitina como fuente de
energia para su crecimiento y que necesariamente lo hacen a través de
la produccion de quitinasas y otras hidrolasas que facilitan su uso como

fuente de carbono y de nitrégeno.
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Tabla-R.3. Producciéon de biomasa en los diferentes medios de cultivo
después de 14 dias de crecimiento en fermentacion sumergida.

T. harzianum T. atroviride B. licheniformis

Medios HOmES | osc CEC-T23 ATCC 21415
de Cultivo (mg mL-1) (mg mL-1) (mg mL-1)
H20/Qp 0.1+0.1 0.2+0.1 0.2+0.2
H20/Qc 0.4+0.1 0.3x0.2 1.3+0.1
Mm/Qp 0.7x0.2 0.5x0.3 0.4x0.1
Mm/Qc 3.2t0.4 2.9+0.2 2.3x0.3
Czapeck/Qc 0.2£0.1 0.320.1 0.4£0.1
PB/Qc 4.6x0.5 3.7£0.3 2.6x0.2
HTCH 9.8+0.5 8.5+0.3 4.7x0.4
F-Q/G 8.2+0.6 7.4£0.4 2.7£0.4

(Qp: Quitina en polvo, Qc: Quitina coloidal, Mm: Medio minimo, PB: (Potato Broth = Extracto de
Patata, F-Q/G: Fraccion enriquecida de Quitina y Glucano).

El siguiente paso fue estudiar el efecto del aporte de minerales y
vitaminas, para ello se llevar6n a cabo los cultivos en medios minimos,
respecto al contenido mineral y vitaminico, suplementados con quitina
en forma de polvo o en forma coloidal (Mm/Qp, MmM/Qc), cuya finalidad,
basicamente, es la misma, testar el crecimiento de los tres
microorganismo, pero favorecido por la presencia del aporte mineral y
vitaminico minimo. Estos resultados se han complementado con el
estudio del crecimiento en el medio Czapeck/Qc que es también un
medio minimo para cultivo de hongos y levaduras [Gamazo y col.,
2009].
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Como se observa de los resultados expuestos en la Tabla-R.3, en los
medios minimos (Mm y Czapeck) suplementados con Qp 0 con Qc si se
observa una ligera mejora en el crecimiento de los tres
microorganismos, si bien el crecimiento en el medio Czapeck/Qc es
practicamente igual que el observado para los medios de H20/Q.
Ademads, estos resultados también muestran que tanto en el medio
formulado sélo con H20 y quitina (Qp 0 Qc), como en el medio minimo
(Mm) y quitina (Qp 0 Qc), cuando se utiliza Qc el crecimiento de los
microorganismos es mayor, se obtiene mayor cantidad de biomasa/mL,
gue cuando se utiliza Qp. Esto podria explicarse por la presencia de una
mayor proporcion de quitina amorfa presente en la Qc que en la Qp
donde predomina la quitina cristalina. Lo que facilitaria el uso de la
guitina como fuente nutritiva por los microorganismos por ser mas
facilmente accesible a las quitinasas. Por ello, a partir de este punto se

ha utilizado Qc en el resto de los ensayos.

Con el fin de analizar el efecto de la quitina sobre el crecimiento de
estos microorganismos en un medio nutritivamente rico, se ha estudiado
el crecimiento en un medio rico suplementado con quitina, como es el
medio PB/Qc y en dos medios naturales ricos en quitina formulados con
HTCH o F-Q/G, respectivamente (ver Tabla-R.3).

En los medios ricos (PB/Qc, HTCH, F-Q/G), con fuentes de carbono,

nitrégeno, sales, y vitaminas facilmente utilizables, se observa un mayor

crecimiento de los tres microorganismos.
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En el medio PB/Qc la produccién de biomasa es ligeramente superior
a la obtenida en el medio Mm/Qc, para los tres microorganismos, si bien
esta diferencia es mas pronunciada en el caso de T. harzianum CEC-
T24 y T. atroviride CEC-T23 que en el caso de B. licheniformis ATCC
21415.

Sin embargo, en los medios formulados con HTCH o con F-Q/G, T.
harzianum CEC-T24 y T. atroviride CEC-T23 muestran claramente un
mayor crecimiento que Bacillus, lo que podria atribuirse a una mayor
eficiencia en la produccién de enzimas hidroliticas secretadas al medio
por parte de T. harzianum CEC-T24 y T. atroviride CEC-T23. También
se observa que tanto Trichoderma como Bacillus crecen mejor en
presencia de quitina fungica (HTCH y F-Q/G) que en presencia de
quitina coloidal de crustaceo, probablemente a una mayor cantidad de

quitina amorfa en la quitina fingica que en la quitina de crustaceo.

Con el fin de estudiar la produccién de hidrolasas, y en particular de
quitinasas, a lo largo del cultivo, a la vez que el crecimiento se analizé
también la produccion de actividad quitinasa. En la siguiente Figura-R.3
se muestran las curvas de crecimiento de T. harzianum CEC-T24, T.
atroviride CEC-T23 y B. licheniformis ATCC 21415 y las curvas de
produccion de quitinasas (actividad quitinasa) en el medio de cultivo
formulado con F-Q/G, resultados analogos se han obtenido para los
cultivos en el medio formulado con HTCH (Figura-R.4).

De los resultados expuestos en la Figuras-R.3 y -R.4 se observa

claramente que la produccion de quitinasas en el medio formulado con
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HTCH es superior al obtenido en el medio formulado con la F-Q/G, lo
gue probablemente se ha debido a la mayor riqueza del medio
formulado con HTCH, ya que ademas de la quitina fungica y glucanos
insolubles, presentes también en la F-Q/G, se aportan proteinas,
péptidos, hidratos de carbono facilmente hidrolizables (algunos
glucanos), minerales y vitaminas que no estan presentes en la F-Q/G, ya
gue se han eliminado durante la elaboracién de esta fraccién. En la
Tabla-R.4 se muestran las actividades quitinasa alcanzas al 6° dia de
cultivo, para T. harzianum CEC-T24, y B. licheniformis ATCC 21415y al
9° dia para T. atroviride CEC-T23, crecidos en fermentacion sumergida
en medios formulados con F-Q/G y HTCH.
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Figura R.3. Produccién de biomasa (linea discontinua con tridngulo) y
produccion quitinasa (linea continua con cuadrado) de: a) T. harzianum
CEC-T24, b) T. atroviride CEC-T23 y ¢) B. licheniformis ATCC 21415,
crecidos en el medio F-Q/G.
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Figura R.4. Produccién de biomasa (linea discontinua con tridngulo) y
produccion quitinasa (linea continua con cuadrado) de: a) T. harzianum
CEC-T24, b) T. atroviride CEC-T23 y ¢) B. licheniformis ATCC 21415,
crecidos en el medio HTCH.
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Tabla-R.4. Produccion de quitinasas por T. harzianum CEC-T24, T.
atroviride CEC-T23 y B. licheniformis ATCC 21415 crecidos en
fermentacion sumergida en un medio formulado con F-Q/G y HTCH.

GIcNAc GIcNAc
Microorganismo (mg/mL) (mg/mL)

F-Q/G HTCH

T. harzianum CEC-T24 1,6+0,1 2,2+0,3

T. atroviride CEC-T23 1,3+0,1 1,8+0,4

B. licheniformis ATCC 21415 0,4+0,1 0,6+0,2

Estos resultados ponen claramente de manifiesto, que en medios
formulados con HTCH o F-Q/G, y en fermentacibn sumergida,
Trichoderma excreta al medio mayor cantidad de enzimas hidroliticas
gue Bacillus, los que justificaria el menor crecimiento (produccién de
biomasa) de Bacillus. Estos resultados también muestran que T.
harzianum CEC-T24 excreta mayor cantidad de quitinasas que T.
atroviride CEC-T23 tanto cuando se crecen en un medio formulado con
F-Q/G como en un medio formulado con HTCH. De acuerdo con la
Comision de Enzimas de la Unidn Internacional de Bioquimica (NC-1UB,
1981), y como se indica en el correspondiente apartado de M&M las
actividades enzimaticas se han expresado como Unidades
Internacionales (Ul, o Intenational Units, 1U). Los resultados obtenidos
por interpolaciéon en una curva patron de N-acetilglucosamina se han
expresado como Ul de actividad enzimatica tras la correspondiente

transformacion.

En relacion con la produccién de quitinasas, a partir de nuestros
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datos, se observa que T. harzianum CEC-T24 presenta un maximo de
producciéon de quitinasas de 1,6+0,1 mg de N-acetil-glucosamina/mL,
equivalente a 1446,59 Ul L™ de actividad de quitinasa al 6° dias de
cultivo en el medio formulado con F-Q/G y de 2,2+0,3 mg/mL
equivalente a 1989,06 Ul L™ de actividad de quitinasa también al 6° dias
de cultivo, en el medio formulado con HTCH, mientras que T. atroviride
CEC-T23 presenta el maximo de produccién de 1,3+0,1 y 1,8+0,4
mg/mL a los 9 dias cuando se crece en un medio formulado con F-Q/G o
HTCH, respectivamente, mientras que B. licheniformis ATCC 21415
presenta el maximo de producciéon de 0,4+0,1 y 0,6+0,2 mg/mL, tras 6
dias de cultivo, en un medio formulado con F-Q/G o HTCH,

respectivamente.

En todos los casos, a partir del punto de maxima producciéon de
actividad, se observa una importante reduccién de la actividad quitinasa,
coincidiendo, con la induccién de la produccién de proteasas, como mas
adelante presentaremos. Este fendmeno, de pérdida de actividad
quitinasa por induccién de la actividad protedsica, ha sido también
observado por otros investigadores utilizando otros sustratos y
microorganismos [Parrado y col., 2014]. Por lo que es fundamental
determinar el punto de cosecha para minimizar la pérdida de actividad
quitinasa por proteolisis, que en el caso de T. harzianum CEC-T24, tanto
en medios de cultivo formulados con HTCH como con la F-Q/G, estaria
sobre los 6 dias de cultivo. O bien monotorizar el cultivo, siguiendo la
produccion de la actividad proteasica mediante el método de la

azocaseina, por ejemplo, a partir del 5° dia cultivo midiendo dicha
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actividad cada 2 horas y cosechando el cultivo en el momento de
iniciarse la induccién, lo que viene reflejado por un marcado incremento

en la actividad.

Una vez obtenido estos resultados, centramos el estudio en la
produccién de quitinasas por Trichoderma harzianum CEC-T24 en
medios formulados con HTCH y/o F-Q/G. Los resultados obtenidos en
este estudio, mostrados en las Figuras-R.3, -R.4 y Tabla-R.4, son
similares a los descritos por otros grupos que utilizan sustratos ricos en
quitina, como las paredes celulares de los hongos [de Lima y col.,
2016] o quitina de crustaceos [Yang y col., 2019]. Estos resultados,
ademas sugieren que la regulacibn de la expresibn de enzimas
hidroliticas, como las quitinasas y B-glucanasas, en estos hongos puede
verse influida por la cantidad y complejidad de la quitina y B-glucanos
presentes en el medio de cultivo. Las paredes celulares flngicas estan
compuestas principalmente por -1,3 y B-1,6-glucanos (polimeros de
glucosa) y quitina (polimero de Glc-NAc unidas a través de enlaces B-
1,4), y el grado de cristalinidad de esta ultima depende en gran manera
de la fuente, siendo méas accesible, y probablemente mas amorfa, la
quitina fangica que la procedente de crustdceos que ademas de una
mayor cristalinidad presenta una mayor rigidez debido a restos del

componente mineral no siempre eliminado durante la desmineralizacion.

4.2.2. Fermentacion en estado solido (FES)

Identificado que T. harzianum CEC-T24 secreta eficientemente

quitinasas en medios de cultivo formulados con HTCH o con F-Q/G, el
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siguiente paso fue estudiar que sistema de fermentacién era mejor para
la produccion de quitinasas en gran escala. Por lo que también se
estudié la produccion de quitinasas en los mismos medios de cultivo
(ricos en quitina) pero utilizando la técnica de FES, ya que debido a
determinadas ventajas como: sencillez, mayor productividad, menores
costes en el downstrem, etc., actualmente hay una tendencia a la

sustitucion de la FS por esta tltima [Abdul Manan y Webb, 2017].

Actualmente, existe un gran interés en mejorar la produccion
industrial de proteinas y enzimas con potencial comercial, como
quitinasas e hidrolasas, que pueden tener importantes aplicaciones en la
industria  farmacéutica, cosmética, biotecnologia, biocontrol vy
biorremediacién [Askolin y col., 2001; Howard y col., 2003].

La fermentacion en estado soélido, o también denominada
fermentacion en medio sélido, se define como el crecimiento de
microorganismos en medios soélidos o semisdlidos en ausencia de agua
libre [Blandino y col., 2005; Krishna, 2005]. Las fermentaciones de
estas caracteristicas son aquellas en las cuales el sustrato no esta
disuelto ni en suspension en un gran volumen de agua. Es un proceso
microbiolégico que ocurre comunmente en la superficie de materiales
sélidos que tienen la propiedad de absorber y contener agua, con o sin
nutrientes solubles”. El sustrato debe contener solo la humedad
suficiente para promover el crecimiento y el metabolismo de la actividad

del microorganismo [De Ory y col., 2007].
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Esta técnica presenta ventajas y desventajas frente a la FS.

Entre las ventajas caben citar las siguientes: i) Los medios de cultivo
son simples, generalmente subproductos agricolas que presentan un
alto contenido de los nutrientes necesarios. ii) La baja actividad del agua
es de gran ayuda para evitar las contaminaciones, especialmente de
bacterias y levaduras. iii) La aireacion forzada es facilitada por la
porosidad del soporte, lo que permite una alta transferencia de oxigeno
al microorganismo. iv) el proceso de recuperacion de los productos es
sencillo. Algunos productos son utilizados integralmente como alimento

animal, productos para el control bioldgico, etc.

Entre las principales desventajas podemos indicar las siguientes: i) Su
aplicacién se limita a microorganismos que crecen en bajos contenidos
de humedad. ii) La extraccion del calor metabdlico puede ser un
problema, sobre todo cuando se trabaja a gran escala y no se controla el
proceso. iii) La naturaleza soélida del sustrato trae problemas al medir los
pardmetros de la fermentacion, tales como el pH, la temperatura, el
contenido de humedad y la concentracion del sustrato y productos. iv)
Muchos aspectos ingenieriles como el disefio de reactores y el escalado
estdn muy poco caracterizados. v) El tiempo de fermentacion es mayor
debido a que generalmente se utilizan microorganismos que presentan

bajas velocidades especificas de crecimiento.
A pesar de estos inconvenientes, que en la mayoria de los casos son

inevitables y en otros relativamente faciles de solucionar, la FES se esta

revelando como el procedimiento mas adecuado para la produccion de
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enzimas cuando se usan como sustratos sub-productos agroindustriales,

como es la HTCH.

Por lo que, seguidamente, en el presente trabajo, estudiamos la
produccién de quitinasas por T. harzianum CEC-T24 en FES con el fin
de comprobar cual de los dos sistemas utilizados, FS o FES, era el mas
adecuado para la produccion de quitinasas en medios formulados con
sustratos ricos en quitina: HTCH, F-Q/G y HC como control. Teniendo en
cuenta que en FS T. harzianum CEC-T24 es el microorganismo que
muestra una mejor produccion de quitinasa en los medios ricos en
quitina ensayados, en el caso de la FES, hemos centrado también el
estudio en este hongo; estudiando su crecimiento y la produccion de

guitinasas en los medios indicados en la Tabla-R.5.

Tabla-R.5. Produccion de quitinasas tras 6 dias de Fermentacion en
estado sdlido.

Medios de Cultivos GIcNAc (mg/mL)

F-Q/G.a 1,7+0,2
F-Q/Gia 2,8+0,3
HTCH.a 3,5+0,3
HTCH.a 5,8+0,4
HC.a 1,00,2
HC.a 1,2+0,3

FES: Fermentacion en estado s6lido, F-Q/G: Fraccién de quitina/glucano,
HTCH: Harina de Tallo de Champifién, HC: Harina de Cangrejo, A: Aireacion.
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De los datos expuestos en la Tabla-R.5 se observa que la aireacion
favorece la producciéon de quitinasas, probablemente debido a la mayor
cantidad de biomasa producida en estas condiciones. Si bien, en el caso
de la HC, practicamente no se observa diferencia, lo que podria
atribuirse a un mayor apelmazamiento de la HC humeda, que dificulta su
aireacion y que constituye uno de los inconvenientes sefialados para la
FES, pero que se podria solucionar con la inclusién de elementos
inertes (bolas o trozos de plastico) que evitaria el apelmazamiento del
sustrato [Costa y col., 2018].

Estos resultados también muestran que la produccién de quitinasas
es mayor en un medio formulado con HTCH que un medio formulado
con F-Q/G, lo que puede atribuirse a una mayor presencia de proteinas
y péptidos, asi como de azlcares, facilmente disponibles por el
microorganismo, en la HTCH, y que han sido eliminados en parte a la
hora de preparar la F-Q/G. Por otro lado, el uso de HTCH en lugar de F-
Q/G resulta mucho mas beneficioso, desde un punto de vista
econdémico, ya que su preparacion es mucho mas sencilla y barata, ya
gue no precisa del uso de enzimas para su obtencion y de ningun otro
procedimiento adicional, salvo el secado y la molienda. Lo que abarata
grandemente el proceso. Los resultados anteriores muestran que la
mayor concentracion de quitinasas se obtiene en el medio formulado
con HTCH y llevado a cabo con aireacion, seguido de la producciéon en
el medio F-Q/G y HC (5,8+0,4, 2,8+0,3 y 1,2+0,3 mg de GIcNAc/mL
respectivamente). Teniendo en cuenta estos resultados, parece logico
utilizar HTCH antes que la F-Q/G, ya que el objetivo es producir

quitinasas en medios baratos y con minimos pretratamientos.
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Tabla-R.6. Produccion de quitinasas tras 6 dias de Fermentacion tanto en FS como FES.

FS
- 0 A 0 A O
0
F-Q/G.a 1,6 2,4 9,6 43,40 1,45 1446,59
F-Q/Gia 1,7 2,55 10,2 46,11 1,54 1537,00
HTCH.a 2,2 3,3 13,2 59,67 1,99 1989,06
HTCH:a 2,5 3,75 15 67,81 2,26 2260,30
HC.a 0,4 0,6 2,4 10,85 0,36 361,65
HC.a 0,5 0,75 3 13,56 0,45 452,06
FES
: 0 A 0 A O
O
F-Q/G.a 1,7 2,55 10,2 46,11 1,54 1537,00
F-Q/Gia 2,8 42 16,8 75,95 2,53 2531,53
HTCH.a 3,5 5,25 21 94,93 3,16 3164,41
HTCH:a 5,8 8,7 34,8 157,32 5,24 5243,89
HC.a 1,0 1,5 6 27,12 0,90 904,12
HC.a 1,2 1,8 7,2 32,55 1,08 1084,94

*mgGIcNAc: Cantidad de GIcNAc en 1,5 mL de volumen final de reaccion, del cual 0,25 mL corresponde a la cantidad de muestra.
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4.2.3 Analisis de la produccion relativa (UI/L/dia)

Teniendo en cuenta que lo que nos interesa es conseguir la maxima
produccion de nuestra enzima, se procedié al analisis de la produccion
relativa (Ul/L/dia) del cultivo de T. harzianum CEC-T24 en los diferentes
medios, mediante los dos sistemas de fermentacion utilizados: FS y
FES.

En la Figura-R.5 se muestra la produccién de quitinasa de T.
harzianum CEC-T24 cultivada con diferentes sustratos (HTCH, F-Q/G y
HC) como principal fuente de carbono, cultivado en FS y FES. Estos
resultados muestran que T. harzianum CEC-T24 produjo mas actividad
de quitinasa en el medio de HTCH-a, en FES obteniendo una produccion
maxima de 5243,89 Ul L en el dia 6 de fermentacion, a partir de dicho
punto la actividad se reduce drasticamente siendo en el dia 14 de
361,65 Ul L' probablemente a una importante induccién de la
produccion de proteasas, tal y como se ha discutido mas arriba y ha sido
reportado por algunos autores para otros miroorganismos y medios de
cultivo [Orts Gémez y col., 2017].
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Figura R.5. Comparacion de la produccion de quitinasas por 7.
harzianum CEC-T24 crecido en medios formulados con diferentes
sustratos con aireacion (+A) y sin aireacion (-A). a) Fermentacion

Sumergida (FS) y b) Fermentacion en estado so6lido (FES).
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En la siguiente Figura-R.6 se muestra comparativamente la
produccién de quitinasas por T. harzianum CEC-T24 crecido en en los

diferentes medios con aireacion (Figura-6.a) y sin aireacion (Figura-6.b).

Como se puede observar Figura-R.6 donde se compara la produccion
de quitinasas por T. harzianum CEC-T24 crecido en los diferentes
medios con aireacién (Figura-6.a) y sin aireacion (Figura-6.b), la
produccién maxima alcanzada al sexto dia, es mayor en todos los casos
cuando el cultivo se lleva a cabo con aireacién eficiente, que cuando no
hay aireacion, lo cual es logico ya que el oxigeno es necesario para el
normal desarrollo y metabolismo del microorganismo. En esta figura
también se observa claramente que la maxima produccion se obtiene en
el medio de HTCH-a, poniendo de manifiesto que la aireacion favorece
notablemente en la produccion de enzimas como se observa en todos

los medios de cultivo ensayados.
a) +A
F-Q/G (FS) »F-Q/G (FES) ~HTCH (FS) mHTCH(FES) ~ HC(FS) =HC (FES)
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b) A

~F-Q/G (FS) ®F-Q/G (FES) ~HTCH (FS) mHTCH (FES) ~HC(FS) ®HC (FES)
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Figura R.6. Comparacién de la produccion relativa de quitinasas por 7.
harzianum CEC-T24, en medios formulados con diferentes sustratos, al
sexto dia de cultivo. a) Cultivos con aireaciéon y b) Cultivos sin aireacion.

200

En cuanto a la produccion relativa, los resultados obtenidos en los dos

sistemas de fermentacion, FS y FES, se muestran en la Tabla-R.7.

Tabla-R.7. Produccidn relativa de quitinasas de Trichoderma
harzianum CEC-T24 crecido en FS y FES en diferentes medios, tras 6
dias de fermentacion.

Medios de vl L 'pia” uIL'pia’
cultivos FS FES
F-Q/G, 241,10 256,17
F-Q/G,, 256,17 421,92
HTCH 331,51 527,40
HTCH, , 376,72 873,98
HC , 60,27 150,69
HC,, 75,34 180.82

FS: Fermentacion Sumergida, FES: Fermentacion en estado solido, F-Q/G: Fracciéon de
quitina/glucano, HTCH: Harina de Tallo de Champifién, HC: Harina de Cangrejo, A: Aireacion.
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Estos resultados muestran que, independientemente del medio de
cultivo, la produccion relativa (Ul L't dia?) es sistematicamente mayor en
FES. Lo que podria ser debido a una utilizacion mas eficiente de los
nutrientes por T. harzianum CEC-T24 en este sistema de cultivo. Estos
resultados también ponen de manifiesto que la aireacion favorece la
produccion de enzimas, (Figura-R.6a), probablemente debido a que al
crecer el microorganismo en superficie tiene un mayor acceso a los
sustratos y al oxigeno, mientras que en el caso de la FS esto depende
grandemente de la difusion de los sustratos y del oxigeno en el medio
de cultivo, ademas, a medida que crece el microorganismo la viscosidad
del medio va aumentando, lo que dificulta la difusiébn tanto de los
nutrientes como del oxigeno, dificultando por lo tanto la asimilacién de
nutrientes, y consecuentemente el crecimiento, ocasionando que la

excrecion de enzimas sea menor [Viniegra, 2003; Raimbault, 1998].

Como se observa en la Tabla-R.7, los mejores resultados se obtienen
en el medio formulado con HTCH¢a+a) en FES donde la produccion
relativa de quitinasas es de 527,40 Ul L diat, y 873,98 Ul L1 dial,
cuando se crece T. harzianum CEC-T24 sin aireacidén y con aireacion,
respectivamente. Estos resultados también ponen de manifiesto que el
cultivo en el medio HTCH-a en FES produce 1,6 veces méas cantidad de
quitinasas que en FS, y de igual manera el cultivo en el medio HTCH+a
produce 2,3 veces mas cantidad de quitinasas en FES que en FS;
poniéndose de manifiesto que un mismo sustrato en diferentes tipos de
cultivo (fermentaciones) puede incrementar significativamente la
produccién enziméatica, en este caso la actividad quitinasa, debido a una

utilizacion mas eficiente de los nutrientes.
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En el caso de utilizar la HC como subproducto rico en quitina la
produccion de quitinasas también se ve influenciada por el tipo de
fermentacion: FS o FES, siendo esta mayor en FES que en FS, tanto sin
aireacion como con aireacion. Al comparar la produccion relativa en los
medios formulados con HC+a con la obtenida al utilizar HTCH+a, en un
mismo sistema de fermentacién esta es mucho menor (180,82 Ul L dia-
1y 873,98 Ul L dia*! respectivamente, esto se debe a que la HC esta
constituido por una quitina mas dura, resistente y mas dificil de ser
degradada, por lo que se necesitaria de otros procedimientos previos a

la fermentacién como es la desmineralizacion [Bautista y col., 2001].

Estos resultados ponen claramente de evidencia la ventaja de utilizar
FES con HTCH+a como sustrato para la produccion de quitinasas en un
periodo relativamente corto (6 dias). Ademas, al excretarse las enzimas
al medio de cultivo, su recuperacién, mediante simples lavados, y
centrifugaciones es sencilla y barata, lo que facilita la pre-purificacién de
las enzimas y hace mas eficiente y viable el procedimiento/proceso,

como mas adelante discutiremos con detalle.

4.2.4 Analisis de la produccion total (UI)

Si bien, la produccién relativa es importante, a la hora de la
produccion de una enzima de manera practica o industrial, lo mas
importante es su produccion total, es decir la cantidad de unidades

producidas al cabo de un periodo de tiempo dado y para unos
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volumenes de cultivos empleados.

Aplicando este andlisis a los distintos cultivos llevados a cabo en el
presente estudio, en la Tabla-R8 se muestran los resultados obtenidos.
Como puede observarse, salvo en el caso del medio F-Q/G-a, en todos
los demas casos estudiados se obtiene una mayor produccion total de

quitinasa en los cultivos realizados mediante FES que en FS.

Asi, en los medios formulados con F-Q/G se observa que cuando el
cultivo se lleva a cabo sin aireacion, es decir en el medio F-Q/G.a la
produccién de quitinasas, paraddjicamente, es mayor en FS que en
FES: 209.8 y 154,9 Ul, respectivamente; es decir un 26,17% mayor en
FS que en FES. Esto podria ser debido a que el crecimiento en velo,
gue tiene lugar en la FS sin aireacion le permite una mejor toma de
oxigeno a T. harzianum CEC-T24 que en FES donde el microorganismo
crece tanto en superficie como en el interior del sustrato, ademas en FS
la toma de nutrientes también esta favorecida al encontrarse una parte

importante de estos disueltos en el medio de cultivo.
En el caso de F-Q/G+a es decir cuando el mismo cultivo se lleva a

cabo con aireacion la produccién de quitinasas es un 8,89% mayor en
FES que en FS.
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Tabla-R.8. Produccion total de quitinasas obtenidas en FS y FES tras 6
dias de fermentacion.

F-Q/G.a FS Sobrenadante 0,145 241,10 6 209,8 100
Extraccion 1 0,068 256,17 6 1045
F-Q/Ga| FES Extraccion 2 0,047 178,50 6 50,3
Total Extraccion 1549 | 73,83
F-Q/G+a FS Sobrenadante 0,144 256,17 6 2213 100
Extraccion 1 0,067 421,92 6 169.6
F-Q/G+a | FES Extraccion 2 0,048 247,90 6 71,4
Total Extraccion 2410 |108,89
HTCH-a FS Sobrenadante 0,15 331,51 6 2984 100
Extraccion 1 0,068 527,40 6 2152
ArSHa | =59 Lavado 1 0,051 47075 | 6 | 1440
Total Extraccion 359,2 |120,40
HTCH:a| FS Sobrenadante 0,15 376,72 6 339.0 100
Extraccion 1 0,069 873,98 6 361,8
e S Lavado 1 0,05 79423 | 6 | 2383
Total Extraccion 600,1 | 176,99
HC.a FS Sobrenadante 0,15 60,27 6 54.2 100
Extraccion 1 0,068 150,69 6 61,5
HC.a | FES Lavado 1 0,049 57,54 6 | 169
Total Extraccion 78,4 | 144,53
HC:a FS Sobrenadante 0,15 75,34 6 67.8 100
Extraccion 1 0,067 180,82 6 72.7
HCwa | FES Lavado 1 0,047 105,20 6 | 297
Total Extraccion 102,4 | 150,95

MC: Medio de cultivo; SC: Sistema de cultivo; %: Porcentaje. Los resultados son valores medios
+ SD de tres experimentos.
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Sin embargo, en los medios formulados con HTCH, tanto en los
cultivos sin aireaciéon como en los cultivos con aireacion la producciéon de
quitinasa mediante FES es significativamente mayor que en FS: 359,2 y
298,4 Ul respectivamente para los cultivos en un medio formulado con
HTCH-o y 600,1 y 339 Ul, respectivamente, para los cultivos en un
medio formulado con HTCH-a, es decir, en este caso se obtiene un
20,40% mas en las FES sin aireacion y un 76,99% mas en el caso de la
FES con aireacion.

Resultados analogos se obtuvieron para los cultivos en medios
formulados con HC, si bien los valores de produccién de quitinasas son
significativamente menores que los obtenidos en los cultivos formulados
con HTCH (ver Figura-R.6). Probablemente, esto sea debido a que
cuando T. harzianum CEC-T24 crece en un medio formulado con HTCH
o F-Q/G la utilizacién de la fuente carbonada es mas eficiente, ya que la
quitina de la HTCH y F-Q/G presenta una estructura mucho menos
cristalina y con mas zonas amorfas facilmente atacable por las
quitinasas producidas por T. harzianum CEC-T24 en el medio de cultivo,

gue la quitina presente en la HC.

El andlisis conjunto de estos resultados se muestra de manera

resumida en la siguiente Figura-R7.
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Figura R.7. Produccién de quitinasa en diferentes medios formulados

con sustratos ricos en quitina (F-G/Q, HTCH y HC) mediante FS y FES

con y sin aireacion. [A) Anélisis porcentual. B) Analisis por produccion
total (UD)].
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A partir de estos resultados, como puede verse de los datos
expuestos en la Tabla-R.8 y resumidos en la Figura-R.7, se puede
concluir que el mejor medio de fermentacidbn para la produccion
industrial de quitinasas por T. harzianum CEC-T24 es el formulado con
HTCH+a cultivado en FES. Estos resultados también ponen de
manifiesto que la mayor produccion de quitinasa, en cantidad, tiene
lugar en los medios formulados con HTCH, seguido de los medios
formulados con F-Q/G, que deriva de la HTCH, y donde la produccién es
mas baja es en los medios formulados con HC. Una posible explicacién
a este hecho es, que como ya hemos indicado anteriormente, que la
quitina de la HC, al no estar probablemente completamente
desmineralizada y a que presenta una estructura mas cristalina, sea
mas dificil de atacar por las quitinasas secretadas al medio por T.
harzianum CEC-T24, y por tanto se liberen menos moléculas de
azucares fermentables (N-acetil-glucosamina y/o glucosamina),
utilizables como fuente de C por el microorganismo. Ademas, tanto en la
HTCH como en la F-Q/G al poseer estas fuentes glucanos y T.
harzianum CEC-T24 ademdas de secretar quitinasas al medio secreta
también glucanasas, como mas adelante discutiremos, la liberacion de
azucares utilizables como fuente de C, en estos medios, es bastante
mayor y por tanto el crecimiento y la produccién, ya que ambos
fendbmenos van parejos, al menos durante la fase de crecimiento

exponencial.
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4.3 Aproximacion al secretoma de T. harzianum CEC-T24
crecido en medios ricos en quitina

Una vez establecida la FES con aireacion como mejor sistema para la
produccién de quitinasas por T. harzianum CEC-T24 en un medio
formulado con un sustrato rico en quitina, la HTCH, el paso siguiente fue
estudiar el patron de proteinas secretadas al medio por dicho
microorganismo, es decir, aproximarnos al secretoma de T. harzianum
CEC-T24 en dicho medio. Para lo que en una primera aproximacion se
realiz6 un estudio cromatografico y otro electroforético en geles de
PAGE-SDS, con el fin de obtener informacion sobre el perfil proteico del

caldo de fermentacion libre de células.

4.3.1 Analisis cromatografico

Para indagar si T. harzianum CEC-T24 consumia eficientemente las
proteinas del medio, se realiz6 un estudio cromatogréafico, mediante
cromatografia de exclusiéon molecular o filtracibn en gel, del caldo

fermentacion inicial (0 dias) y tras 6 dias de cultivo (Figura-R.8).
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Figura R.8. Perfil proteico del caldo de cultivo antes de inocular
(linea azul O dias) y del caldo de cultivo tras 6 dias de crecimiento de T.

harzianum CEC-T24 en FES (linea verde).

El analisis de las proteinas por cromatografia de exclusion o filtracion

en gel
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correspondientes a la HTCH se han consumido durante el crecimiento
de T. harzianum CEC-T24 cuando se crece en FES, ya que el perfil
proteico del caldo de cultivo a los 6 dias de crecimiento es totalmente
diferente al de la HTCH (ver Figura-R.8). Lo que nos indica que el

microorganismo esta utilizando esta fuente de N para su metabolismo.

4.3.2. Analisis electroforético

El estudio de los caldos de fermentacion libres de células, con el fin
de estudiar el tipo de proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24 al
medio, se ha llevado a cabo por PAGE-SDS. En la Figura-R.9 se
muestra un gel correspondiente al analisis electroforético realizado
mediante PAGE-SDS, donde se observan las proteinas secretadas por
T. harzianum CEC-T24 en el medio de cultivo rico en quitina (HTCH),

tras seis dias de cultivo.

Como se observa en dicha figura, en el gel tefiido con azul de
Coomassie, se distinguen claramente un importante nimero de bandas
(més de 25 bandas), mientras que en el gel tefiido con plata se detectan
un numero de bandas mayor, lo que no es de sorprender ya que la
tincion de plata es unas 10 veces mas sensible que la de azul de
Coomassie. Cuando estos geles se tifien por actividad (zimograma) se
detectan cinco bandas, con masa molecular 82, 65, 48, 31y 25 kDa, con
actividad quitinasa, lo que podrian corresponder a quitinasas secretadas

por T. harzianum CEC-T24 al medio.
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Figura R.9. Separacion electroforética por PAGE-SDS de proteinas
secretadas por T. harzianum CEC-T24 crecido en un medio de cultivo
formulado HTCH. [a: marcadores; b: tincién con azul de Coomassie; c:
tincion de plata y d: tincion de la actividad (zimograma)]. Marcadores de
peso molecular: miosina 201 kDa, [ galactosidasa 114 kDa, Albiimina de
suero bovino 74 kDa, ovoalbimina 48 kDa, Anhidrasa carbdnica 34 kDa,
inhibidor de la tripsina de soja 277 kDa, lisozima 17 kDa, Aprotinina 6
kDa.

Sin embargo, esto no quiere decir que este sea el niumero total de
enzimas y/o proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24, ya que en
el medio de cultivo ademas de las proteinas y enzimas secretadas por el
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microorganismo también estan presente las proteinas del medio de
cultivo no digeridas por el microorganismo durante su crecimiento.
Ademas, en una banda de una electroforesis PAGE-SDS no hay una
Unica proteina sino que puede haber varias, pudiendo en algunos casos
haber mas de 100 proteinas o péptidos diferentes de pesos moleculares
muy proximos [Fréhlich y Arnold, 2006]. Por otro lado la tincion con
azul de Coomassie Unicamente detecta proteinas en el gel si estas
estan en cantidades del orden del microgramo y la tincién con plata,
unas 10 veces mas sensible que la tincion de azul de Coomassie,
Unicamente detecta proteinas en el gel si estas estan en cantidades del
orden de 0,1 pg. Por lo que proteinas presentes en cantidades mas
bajas no son detectadas en el gel por estas tinciones. Para detectar
estas proteinas y/o enzimas presentes a concentraciones muy bajas es
necesario utilizar técnicas mas sensibles, sobre todo aquellas basadas
en la espectrometria de masas. Por ello, basandonos en la
disponibilidad de técnicas prote6micas altamente sensibles, una vez
separadas las proteinas por electroforesis en PAGE-SDS, se llevo a
cabo un andlisis proteémico de dichos geles tras su digestion triptica in

gel, como mas adelante discutiremos.
4.3.3. Analisis proteémico

Separadas las proteinas, secretadas por T. harzianum CEC-T24 al
medio, por PAGE-SDS, los carriles se cortaron longitudinalmente y

seguidamente cada carril se fraccion6 en tres partes, sometiendo cada

una de las facciones a una digestion in gel con tripsina [Shevchenko y
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col., 2006], tal y como se describe detalladamente en el correspondiente
apartado de Materiales y Métodos. Las muestras digeridas, una vez
eliminadas las sales y componentes no deseables, se sometieron a un
andlisis proteébmico mediante la técnica de nLC-MS/MS; analisis llevado
a cabo en el Gene Center, de la Universidad Ludwig Maximilian
Universitat, de Munich (Alemania), y en la Unidad de Protedmica de la
Universidad de Cordoba; si bien los resultados han sido analizados e
interpretados por nosotros. De esta manera se han identificado 183
proteinas especificas de T. harzianum CEC-T24 cuando se crece en un
medio formulado con HTCH, 161 proteinas cuando se crece en un
medio formulado con F-Q/G y 91 proteinas cuando el cultivo se lleva a
cabo en un medio formulado con HC o quitina coloidal de crustaceo
[Urbina-Salazar y col., 2018] (ver Tabla-R.10,-R.11 y —R.12).

450
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HTCH F-Q/G HC

Numero de Proteinas

Totales = Especificas

Figura R.10. Numero de proteinas (totales y especificas de T.
harzianum CEC-T24) detectadas por n-LC-MS/MS en el secretoma de T.
harzianum CEC-T24 crecido en medios formulados con HTCH, F-Q/Gy

HC.
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Esta diferencia en el nimero de proteinas podria deberse, a como ya
hemos mencionado mas arriba, a la presencia de glucanos en los
medios formulados con HTCH y F-Q/G, que podrian inducir la
produccion de glucanasas en estos medios, mientras que en los medios
formulados con HC o quitina coloidal de crustaceos los glucanos estan
ausentes. Y efectivamente el numero de glucanasas detectadas en los
medios formulados con HTCH y F-Q/G es mayor que el encontrado en
los medios formulados con HC o quitina coloidal de crustaceos (ver
Tabla-R.10,-R.11 y —R.12 y Figura-R.11).

151

183

Figura R.11. Namero de proteinas especificas de T. harzianum CEC-
T24 detectadas por n-LC-MS/MS en el secretoma de T. harzianum CEC-
T24 crecido en medios formulados con HTCH, F-Q/G y HC.
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Como se observa en la figura-R.11 existe un 43,89% de similitud
entre las proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24 en los medios
HTCH Y F-Q/G, y un porcentaje mas bajo (31,38%) cuando se compara
las proteinas secretadas en HTCH y HC. De igual forma al comparar las
proteinas en F-Q/G y HC se obtiene un 30,95%. Es decir como se
observa el nUmero de proteinas obtenidas en los medios HTCH y F-Q/G
es mayor que en HC, debido a que estas tienen en comun la presencia
de glucanos lo que induce a la mayor produccion de glucohidrolasas
secretadas al medio. Mientras que al comparar entre los tre medios de
fementacion (HTCH, F-Q/G y HC) el porcentaje de similitud es minima
(17,01%).

En el analisis por nLC-MS/MS de las proteinas secretadas en el
medio formulado con HTCH se identificaron un total 423 proteinas en el
sobrenadante, 183 proteinas especificas de Trichoderma (Tabla-R.10 y
Figura-R.12) y el resto (240 proteinas) correspondientes a fragmentos
proteoliticos de las proteinas especificas, probablemente generadas por
la secrecidn de proteasas y peptidasas en el medio de cultivo, asi como
a proteinas propias del medio de cultivo y contaminaciones
medioambientales (fundamentalmente queratinas). Dentro de las 183
proteinas especificas de Trichoderma (secretoma) se identificaron 103
proteinas (56,3% del total de proteinas detectadas) con sefiales de
secrecion dependientes de Sec N-terminal. Las restantes 80 proteinas,
correspondiente al 43,7% de las proteinas secretadas, carecian de
sefales de secrecion que indican una posible lisis celular, muerte celular

0 mecanismos secretores no clasicos.
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Figura R.12. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado
con HTCH.

Tabla R.9. Numero de Proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24
con actividad hidrolitica.

Actividad hidrolitica HTCH F-Q/G HC

Total proteinas secretadas 183 161 91
Glicohidrolasas 107 98 54
Lipasas 6 3 2
Proteasas/Peptidasas 13 7 4

Numero de proteinas con

actividad hidrolitica 126 108 60
% Proteinas de proteinas
con actividad hidrolitica 68,8 67,08| 6593
Numero de Glicohidrolasas 107 98 54
% Glicohidrolasas 84,92 90,74 90

Las proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24 en HTCH se
agruparon de acuerdo con su funcion biolégica (Fig-R.13), se
identificaron 126 proteinas (68,8% de las proteinas secretadas totales)
con actividad hidrolitica, el 84,9% de ellas con actividad glucolitica
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(celulasa, hemicelulasa, glucanasa, quitinasa, pectinasas y enzimas
degradadas del almidon) relevantes para la degradacion de celulosa,

hemicelulosa, glucano y quitina.

Proteasas/Peptidasas
7% Esterasas

Oxidorreductasas
4%
Lipasas

3% Glicohidrolasas

59%
Hipotéticas
10%

Figura R.13. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado
con HTCH clasificadas segtin su funcién biolbgica.

El estudio de las proteinas secretadas en el medio formulado con F-
Q/G permite la identificacion de un total 357 proteinas en el
sobrenadante, 161 proteinas especificas de Trichoderma (Tabla-R.11 y
Figura-R.14) y el resto (196 proteinas) correspondientes a fragmentos
proteoliticos de las proteinas especificas, probablemente generadas por
la secrecidn de proteasas y peptidasas en el medio de cultivo, asi como
a proteinas propias del medio de cultivo y contaminaciones
medioambientales  (fundamentalmente  queratinas). Dentro  del
secretoma, especifico de T. harzianum CEC-T24, se identificaron 85
proteinas (52.8% del total de proteinas detectadas) con sefales de

secrecion dependientes de Sec N-terminal, correspondientes a T.
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harzianum CEC-T24. El 47,2% de las proteinas secretadas (76

proteinas) carecian de sefiales de secrecion que indican una posible

lisis celular, muerte celular o mecanismos secretores no clasicos.

Fragmentos
Proteoliticos

Total de
Proteinas
secretadas

Proteinas
especificas de
Trichoderma

Con
seflales de
secrecion

Sin
seflales
de

secrecion

Figura R.14. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado

con F-Q/G.

Las proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24 en F-Q/G se

agruparon de acuerdo con su funcién biologica (Fig-R.15), se

identificaron 108 proteinas (67.08% de las proteinas secretadas totales)

con actividad hidrolitica, el 90,74% de ellas con actividad glucolitica

(celulasa, hemicelulasa, glucanasa, quitinasa, pectinasas y enzimas

degradadas del almidén) relevantes para la degradacion de celulosa,

hemicelulosa, glucano y quitina.
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Figura R.15. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado
con F-Q/G clasificadas segin su funcién biolbgica.

Cuando se estudiaron las proteinas secretadas por T. harzianum
CEC-T24 crecido en un medio formulado con HC se identificacion un
total 188 proteinas en el sobrenadante, de las que 91 proteinas eran
especificas de Trichoderma (Tabla-R.12 y Figura-R.16) y el resto (97
proteinas) correspondian a fragmentos proteoliticos de las proteinas
especificas, probablemente generadas por la secrecion de proteasas y
peptidasas al medio de cultivo, asi como a proteinas propias del medio
de cultivo y contaminaciones medioambientales (fundamentalmente
gueratinas). Dentro del secretoma, especifico de T. harzianum CEC-
T24, se identificaron 53 proteinas (58.2% del total de proteinas
detectadas) con sefiales de secrecion dependientes de Sec N-terminal,
correspondientes a T. harzianum CEC-T24. El 41,8% de las proteinas
secretadas (38 proteinas) carecian de sefales de secrecion que indican
una posible lisis celular, muerte celular o mecanismos secretores no

clasicos.
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Figura R.16. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado
con HC.

Las proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24 en HC se
agruparon de acuerdo con su funcion biolégica (Fig-R.17), se
identificaron 60 proteinas (65,93% de las proteinas secretadas totales)
con actividad hidrolitica, el 90% de ellas con actividad glucolitica
(celulasa, hemicelulasa, glucanasa, quitinasa, pectinasas y enzimas
degradadas del almidon) relevantes para la degradacion de celulosa,

hemicelulosa, glucano y quitina.

Pagina|



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Proteasas/Peptidasas
5y,  Esterasas

Otras 2%

Oxidorreductasag
3% . -
Lipasas Glicohidrolasas

2% 59%

Hipotéticas
8%

Figura R.17. Numero de proteinas secretadas en el medio formulado
con HC clasificadas segtin su funcion biologica.
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Tabla R.10. Proteinas especificas secretadas por T. harzianum CEC-T24 crecido en FES en un medio

formulado con HTCH.
gi number Protein name Family
GIMLT2 Cutinase; Carbohydrate Esterase Family 5 protein Carbohydrate Esterase
GIMW33 Esterase; Carbohydrate Esterase Family 16 protein Carbohydrate Esterase
GIMJIQ6 Esterase; Carbohydrate Esterase Family 4 protein Carbohydrate Esterase
GINOGO Esterase; Carbohydrate Esterase Family 1 protein Carbohydrate Esterase
GI9N3Y9 Acetyl xylan esterase; Carbohydrate Esterase Family 5 protein Carbohydrate Esterase
GO9MMP9 Pectinesterase; Carbohydrate Esterase Family 8 protein Carbohydrate Esterase
GOMYG2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GOMIE9 B-1,3-glucanase;Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GI9N962 NAG1; Glycoside Hydrolase Family 20 protein Glycoside Hydrolase
GIONAU7 candidate B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GO9N4L5 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 24 protein Glycoside Hydrolase
G9MUY4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GO9N118 B-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 30 protein Glycoside Hydrolase
G9N451 endo -1,4-B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MM35 chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIONCT3 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GO9MZE3 endo-1,3- B-glucanase ; Glycoside Hydrolase Family 81 protein Glycoside Hydrolase
GIONBU7 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 75 protein Glycoside Hydrolase
GI9MRV6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase




GOIMWQ7 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MFN2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MSHS8 B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
G9N8J2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 75 protein Glycoside Hydrolase
GIMF62 endo-1,3(4)- B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GO9MGP3 chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MQD4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 25 protein Glycoside Hydrolase
GI9MVG5 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9ML80 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GIONCDS8 B-1,3-exoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MRP4 a-amylase; Glycoside Hydrolase Family 13 protein Glycoside Hydrolase
GIMM76 glucoamylase; Glycoside Hydrolase Family 15 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4F2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MQSO0 a-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 31 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4W6 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 28 protein Glycoside Hydrolase
G9MWB3 candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9NOT9 CHTL1.1; candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GOMXZ5 mgn candidate N-acetylglucosaminidase; Glycoside Hydrolase Family 20 Glycoside Hydrolase
GI9MR60 a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
G9N5J3 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GOMZY7 candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9N8GS8 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
G9NCJ4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GI9MXFO0 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIMZT6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 12 protein Glycoside Hydrolase




GI9MFK5 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GIOMYAS B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein (not annotated by verena) Glycoside Hydrolase
GI9NOU8 B-1,3-exoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GO9MLE1 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GI9MXG9 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 64 protein Glycoside Hydrolase
GIMQ83 candidate a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9MNF6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ53 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GINOWS8 candidate B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GI9MS92 candidate a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GI9MX26 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 39 protein Glycoside Hydrolase
GI9MWV6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4X2 candidate -1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9MVK7 candidate a-1,2-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 47 protein Glycoside Hydrolase
G9NO047 candidate B-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 30 protein Glycoside Hydrolase
G9MRB7 candidate 3-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ65 a-L-arabinofuranosidase B; Glycoside Hydrolase Family 54 protein Glycoside Hydrolase
GI9N1C8 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
G9MK64 candidate B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MZV2 exo- B-D-glucosaminidase ; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GIMY26 candidate cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 7 protein Glycoside Hydrolase
G9MV70 candidate glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 93 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ09 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase




GI9MSSO0 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 76 protein Glycoside Hydrolase
G9N9E3 candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
G9MS91 candidate B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MX73 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 64 protein Glycoside Hydrolase
GI9MHWS8 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GI9ML76 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GO9MLES5 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 79 protein Glycoside Hydrolase
G9MMQO candidate B-mannanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9N9X8 candidate xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase
GIN8R7 CHTL1.2; candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MJ83 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 76 protein Glycoside Hydrolase
GON171 candidate b-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MJIY8 xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase

GON168;REV__G9
MGP3

B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein

Glycoside Hydrolase

G9MVW6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 95 protein Glycoside Hydrolase
GI9MFS8 candidate endo-1,4-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GOMWQ6 candidate endo- -1,6-galactanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein; C-type Glycoside Hydrolase

lectin

GO9MUML;GONCA9

candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein

Glycoside Hydrolase

G9MUNO cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 6 protein Glycoside Hydrolase
GI9N626 a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GI9MGZ6 candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GIN7Q9 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIN4S9 xyloglucanase; Glycoside Hydrolase Family 74 protein Glycoside Hydrolase
G9NBD2 xylanase; Glycoside Hydrolase Family 10 protein Glycoside Hydrolase




GIMQX4 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MV09 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 54 protein Glycoside Hydrolase
GI9MSH9 B-xylosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GO9N147 a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 36 protein Glycoside Hydrolase
G9MUP6 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9IMV83 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 62 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ60 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GI9MK43 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GIMU59 TVCB6; candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GON7I4 (lizrr]rc]iill?/asfg ) rBo-tgz;';\rl;actos|dase/ galacto- B-D-galactanase; Glycoside Hydrolase Glycoside Hydrolase
GI9N4X9 candidate endo-1,4-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9N2S7 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GIMY65 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 62 protein Glycoside Hydrolase
G9MT58 candidate endoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 12 protein Glycoside Hydrolase
G9MX23 polygalacturonase; Glycoside Hydrolase Family 28 protein Glycoside Hydrolase
GoMV41 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
G9MM38 Glycosyl hydrolase catalytic core; This family is probably a glycosyl hydrolase Glycoside Hydrolase
GI9MWBO Glycosyl hydrolase catalytic core Glycoside Hydrolase
GIN8M5 Glycoside Hydrolase superfamily Glycoside Hydrolase
GI9MY63 candidate a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9MF19 Glycosyl hydrolase catalytic core Glycoside Hydrolase
G9NB68 Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily Glycoside Hydrolase
G9MQD2 336aa; 11cys; hypothetical hypothetical




GO9MPV7 982aa; hypothetical hypothetical
G9MSJ3 314aa; 3cys; hypothetical hypothetical
G9MEP9 392aa; hypothetical hypothetical
G9N2F3 782aa; hypothetical hypothetical
GI9MMP1 548aa; contains WSC domain; hypothetical hypothetical
GIMQ14 409aa hypothetical hypothetical
GOMTV2 Ycil-like protein; Dimeric alpha+beta barrel superfamily hypothetical
GIMKR4 236aa hypothetical hypothetical
GIMKYO 719aa; hypothetical hypothetical
GI9N3V6 226aa; no cys; hypothetical hypothetical
GIO9N1K1 207aa; 2cys; hypothetical hypothetical
GIMSUO 277aa hypothetical hypothetical
GINOWO 292aa; hypothetical hypothetical
GO9MFM3 227aa; 2cys; Family 9 carbohydrate-binding modules (CBM9) hypothetical
GINAG0 298aa hypothetical hypothetical
GI9MWAY9 Hypothetical hypothetical
GIN553 474aa ; hypothetical hypothetical
G9MIO01 164aa; 6¢ys hypothetical
G9MU6E0 Secretory Lipase Lipase
GI9NOP8 Patatin-like phospholipase Lipase
G9MFBO Putative phospholipase C; putative phospholipase C Lipase
G9MUE2 putative Glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase C Lipase
GI9MGZ5 Predicted lipase Lipase
G9MNR4 Lipase; Alpha/beta hydrolase Lipase
G9N475 Manganese and iron superoxide dismutase Oxidoreductase




G9MLB5 Soluble quinoprotein glucose dehydrogenase Oxidoreductase
GIN7N4 Superoxide dismutase, copper/zinc binding Oxidoreductase
GIN3Y5 Haem peroxidase Oxidoreductase
G9MV18 Glucose-methanol-choline oxidoreductase Oxidoreductase
GINDF2 Putative Glyoxal oxidase Oxidoreductase
G9MK38 FAD dependent oxidoreductase Oxidoreductase
GIMKH2 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase Other
GI9MNX1 Arylsulphatase Other
GINA55 S-adenosylmethionine synthetase Other
GOMHR1 gjﬂgli::m(.jomam containing protein; This domain corresponds to an amidase Other
GOMTV5 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, class-1l; Aromatic-ring hydroxylase Other
G9MNB2 putative endoribonuclease L-PSP Other
GI9N074 Protein-arginine deiminase (PAD) Other
GI9MMH1 FAD-binding-4 domain Other
GIN5H1 Ribonuclease Other
GI9N2U2 laccase Other
GI9N456 FAD-binding-4 domain; Berberine/berberine-like Other
GI9N2D8 Ribonuclease T2 Other
GI9N875 S-adenosylhomocysteine hydrolase Other
GO9MEP1 Amidase Other
GOMFQ7 Cuperdoxin Other
GI9N380 Metallophosphoesterase Other
GI9N609 Tyrosinase Other




G9MJIN2 Putative glutaminase Other
GI9N109 Gamma-glutamyltransferase Other
G9NAA9 Phosphesterase Other
GI9MG46 contains sugar transporter domain; alpha/beta-Hydrolases superfamily Other
GIN561 Carboxylesterase Other
GI9N7D3 acid phosphatase Other
GINBG3 flavin containing polyamine oxidase, putative Other
GON7TO Metallophosphoesterase Other
GI9MFM5 Peptidase S28 proteolysis and peptidolysis
G9MRS1 Peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin proteolysis and peptidolysis
GOMEQ7 Peptidase T2, asparaginase 2 proteolysis and peptidolysis
GI9MES4 Peptidase M, neutral zinc metallopeptidases, zinc-binding site proteolysis and peptidolysis
GI9MNF3 Peptidase M14, carboxypeptidase A proteolysis and peptidolysis
GI9MWZ0 Peptidase aspartic, active site; Peptidase Al, pepsin proteolysis and peptidolysis
GIMY25 Peptidase G1, eqolisin proteolysis and peptidolysis
GINBQ3 Peptidaze M20 proteolysis and peptidolysis
GIONBTO Peptidase S53, propeptide proteolysis and peptidolysis
G9MX31 Peptidase S8 and S53, subtilisin, kexin, sedolisin proteolysis and peptidolysis
G9ML58 Peptidase G1, eqolisin proteolysis and peptidolysis
G9MS88 Peptidase aspartic proteolysis and peptidolysis
GI9NBG4 Peptidase S28 proteolysis and peptidolysis




Tabla R.11. Proteinas especificas secretadas por T. harzianum CEC-T24 crecido en FES en un medio

formulado con F-Q/G.

gi number Protein name Family
GIMLT2 Cutinase; Carbohydrate Esterase Family 5 protein Carbohydrate Esterase
GI9MW33 Esterase; Carbohydrate Esterase Family 16 protein Carbohydrate Esterase
GINOGO Esterase; Carbohydrate Esterase Family 1 protein Carbohydrate Esterase
GIN3Y9 Acetyl xylan esterase; Carbohydrate Esterase Family 5 protein Carbohydrate Esterase
GIMYG2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GIMIE9 B-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GIN9E2 glrﬁ%n candidate N-acetylglucosaminidase; Glycoside Hydrolase Family 20 Glycoside Hydrolase
GIN4L5 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 24 protein Glycoside Hydrolase
GI9MUY4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9N118 B-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 30 protein Glycoside Hydrolase
GI9N451 endo-1,4- B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MM35 chitinase; CHT2; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIONCT3 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GI9MZE3 endo-1,3- B-glucanase ; Glycoside Hydrolase Family 81 protein Glycoside Hydrolase
GIONBU7 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 75 protein Glycoside Hydrolase
G9MRV6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
GOMWQ7 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9MFN2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9MF62 endo-1,3(4)- B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase




GI9MGP3 chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MQD4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 25 protein Glycoside Hydrolase
GIMVG5 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9ML80 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GINCD8 B-1,3-exoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MRP4 a-amylase; Glycoside Hydrolase Family 13 protein Glycoside Hydrolase
GI9MM76 glucoamylase; Glycoside Hydrolase Family 15 protein Glycoside Hydrolase
GIN4F2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MWB3 candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GINOT9 CHTL1.1; candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIMXZ5 NAG2; Glycoside Hydrolase Family 20 protein Glycoside Hydrolase
G9MR60 a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9N5J3 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GIMzZY7 candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIN8GS8 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
GI9NCJ4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GI9MXFO B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9MZT6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 12 protein Glycoside Hydrolase
G9MLE1 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GIMXG9 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 64 protein Glycoside Hydrolase
G9MQ83 candidate a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9MNF6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
G9MZz53 candidate a-glycosidase ; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GIONOWS8 candidate B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GI9MS92 candidate a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase




GI9MX26 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 39 protein Glycoside Hydrolase
GIMWV6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GIN4X2 candidate B-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9MVK?7 candidate a-1,2-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 47 protein Glycoside Hydrolase
G9MRB7 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ65 Alpha-L-arabinofuranosidase B; Glycoside Hydrolase Family 54 protein Glycoside Hydrolase
GI9N1C8 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GI9MK64 candidate B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GIMZV2 exo- B-D-glucosaminidase ; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GIMY26 candidate cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 7 protein Glycoside Hydrolase
G9MV70 candidate glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 93 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ09 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
GI9MSSO0 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 76 protein Glycoside Hydrolase
GI9N9E3 candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GI9MS91 candidate B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GI9MX73 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 64 protein Glycoside Hydrolase
G9MHW8 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GI9ML76 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GI9MLES candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 79 protein Glycoside Hydrolase
G9IMMQO candidate B-mannanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GIN9X8 candidate xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase
GIN8R7 CHTL1.2; candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MJ83 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 76 protein Glycoside Hydrolase




GI9N171 candidate B-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GIMJIY8 xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase
GIMVW6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 95 protein Glycoside Hydrolase
GI9MFS8 candidate endo-1,4-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GOMWQ6 lcea::r:idr:date endo- 3-1,6-galactanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein; C-type Glycoside Hydrolase
G9MUNO cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 6 protein Glycoside Hydrolase
GIN626 a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GIMGZ6 candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GIN7Q9 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4S9 xyloglucanase; Glycoside Hydrolase Family 74 protein Glycoside Hydrolase
GINBD2 xylanase; Glycoside Hydrolase Family 10 protein Glycoside Hydrolase
GIMQX4 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MV09 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 54 protein Glycoside Hydrolase
G9MSH9 B-xylosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GO9N147 a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 36 protein Glycoside Hydrolase
G9MUP6 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MV83 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 62 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ60 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
G9MK43 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MU59 TVCE6; candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GON7I4 Fc::]ciill):jggeprcﬁ)tgiz:]lactosmase/ galacto- p-D-galactanase; Glycoside Hydrolase Glycoside Hydrolase
GI9N4X9 candidate endo-1,4-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GIN2S7 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GIMY65 a-L-arabinofuranosidase; Glycoside Hydrolase Family 62 protein Glycoside Hydrolase




GI9MT58

candidate endoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 12 protein

Glycoside Hydrolase

GIOMX23 polygalacturonase; Glycoside Hydrolase Family 28 protein Glycoside Hydrolase
G9IMV41 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
G9MM38 Glycosyl hydrolase catalytic core; This family is probably a glycosyl hydrolase Glycoside Hydrolase
GI9MWBO Glycosyl hydrolase catalytic core Glycoside Hydrolase
GIN8M5 Glycoside Hydrolase superfamily Glycoside Hydrolase
GIMY63 candidate a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9MF19 Glycosyl hydrolase catalytic core Glycoside Hydrolase
GINB68 Concanavalin A-like lectin/glucanases superfamily Glycoside Hydrolase
GI9MGP3 B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GI9NCA9 candidate b-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
G9MQD2 336aa; 11cys; hypothetical hypothetical
GO9MPV7 982aa; hypothetical hypothetical
GO9MEP9 392aa; hypothetical hypothetical
GI9N2F3 782aa; hypothetical hypothetical
GO9MMP1 548aa; contains WSC domain; hypothetical hypothetical
GIMQ14 409aa hypothetical hypothetical
GIMTV2 Ycil-like protein; Dimeric alpha+beta barrel superfamily hypothetical
GI9MKR4 236aa hypothetical hypothetical
GIMKYO 719aa; hypothetical hypothetical
GI9MSUO 277aa hypothetical hypothetical
GIONOWO 292aa; hypothetical hypothetical
GI9MWA9 Hypothetical hypothetical




GIN553 474aa ; hypothetical hypothetical
GI9NOP8 Patatin-like phospholipase Lipase
G9MFBO Putative phospholipase C; putative phospholipase C Lipase
G9MUE2 putative Glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase C Lipase
GIN475 Manganese and iron superoxide dismutase Oxidoreductase
G9MLB5 Soluble quinoprotein glucose dehydrogenase Oxidoreductase
GION7N4 Superoxide dismutase, copper/zinc binding Oxidoreductase
GIN3Y5 Haem peroxidase Oxidoreductase
GI9MK38 FAD dependent oxidoreductase Oxidoreductase
G9MKH2 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase Other
GI9MNX1 Arylsulphatase Other
GINA55 S-adenosylmethionine synthetase Other
GOMHR1 fCl:JIr-:?t:::)nclzlomaln containing protein; This domain corresponds to an amidase Other
GOMTV5 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, class-1l; Aromatic-ring hydroxylase Other
G9MNB2 putative endoribonuclease L-PSP Other
GI9NO074 Protein-arginine deiminase (PAD) Other
G9MMH1 FAD-binding-4 domain Other
GI9N5H1 Ribonuclease Other
G9N2U2 Laccase Other
G9N456 FAD-binding-4 domain; Berberine/berberine-like Other
G9N2D8 Ribonuclease T2 Other
GI9N875 S-adenosylhomocysteine hydrolase Other
GO9MEP1 Amidase Other
GOMFQ7 Cuperdoxin Other
GI9N380 Metallophosphoesterase Other




GIN609 Tyrosinase Other
GI9MJIN2 Putative glutaminase Other
GI9N109 Gamma-glutamyltransferase Other
GINAA9 Phosphesterase Other
GIMG46 contains sugar transporter domain; alpha/beta-Hydrolases superfamily Other
GIN561 Carboxylesterase Other
GI9N7D3 acid phosphatase Other
GINBG3 flavin containing polyamine oxidase, putative Other
GON7TO Metallophosphoesterase Other
G9N7D3 acid phosphatase Other
G9IMJIC2 putative phosphoglycerate mutase family protein Other
GION551 FAD-binding-4 domain; Berberine/berberine-like Other
G9MKI6 Putative isomerase YbhE Other
G9MUI5 candidate polysaccharide lyase; Polysaccharide Lyase Family 7 protein Other
GI9N4FO0 S1/R1 nuclease Other
G9MFM5 Peptidase S28 proteolysis and peptidolysis
GO9MEQ7 Peptidase T2, asparaginase 2 proteolysis and peptidolysis
GI9MNF3 Peptidase M14, carboxypeptidase A proteolysis and peptidolysis
GIMWZ0 Peptidase aspartic, active site; Peptidase Al, pepsin proteolysis and peptidolysis
GINBQ3 Peptidaze M20 proteolysis and peptidolysis
GIN3S5 Peptidase aspartic proteolysis and peptidolysis
GI9MUES Peptidase aspartic, active site; Peptidase Al, pepsin proteolysis and peptidolysis




Tabla R.12. Proteinas especificas secretadas por T. harzianum CEC-T24 crecido en FES en un medio
formulado con HC.

gi number Protein name Family
GI9NOGO Esterase; Carbohydrate Esterase Family 1 protein Carbohydrate Esterase
GI9N3Y9 Acetyl xylan esterase; Carbohydrate Esterase Family 5 protein Carbohydrate Esterase
GOMYG2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GIN962 gr,gtczlln candidate N-acetylglucosaminidase; Glycoside Hydrolase Family 20 Glycoside Hydrolase
GIMUY4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9N118 B-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 30 protein Glycoside Hydrolase
G9N451 endo-1,4- B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
G9MM35 chitinase; CHT2; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GIONCT3 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GO9MZE3 endo-1,3- B-glucanase ; Glycoside Hydrolase Family 81 protein Glycoside Hydrolase
G9MRV6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
GI9MFN2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GI9MF62 endo-1,3(4)- B-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
G9MQD4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 25 protein Glycoside Hydrolase
GI9MVG5 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9ML80 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GINCDS8 B-1,3-exoglucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
GIMM76 glucoamylase; Glycoside Hydrolase Family 15 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4F2 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MWB3 candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
G9MR60 a-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase




GIN8GS8 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 17 protein Glycoside Hydrolase
GIO9NCJ4 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 16 protein Glycoside Hydrolase
GIOMZT6 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 12 protein Glycoside Hydrolase
GO9MLE1 a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GI9MXG9 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 64 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ53 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
GINOWS8 candidate B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
GIMS92 candidate a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GIMX26 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 39 protein Glycoside Hydrolase
GI9MWV6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 71 protein Glycoside Hydrolase
GI9N4X2 candidate 3-1,6-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9MVK7 candidate a-1,2-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 47 protein Glycoside Hydrolase
G9MRB7 candidate 3-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MZ65 a-L-arabinofuranosidase B; Glycoside Hydrolase Family 54 protein Glycoside Hydrolase
GI9N1C8 B-1,3-glucanosyltransferase; Glycoside Hydrolase Family 72 protein Glycoside Hydrolase
G9MK64 candidate B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
G9MzZV2 exo- B-D-glucosaminidase ; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GIMY26 candidate cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 7 protein Glycoside Hydrolase
GI9ML76 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 92 protein Glycoside Hydrolase
G9MLES5 candidate B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 79 protein Glycoside Hydrolase
G9MMQO candidate B-mannanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GI9N9X8 candidate xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase
GIN8R7 CHTL1.2; candidate chitinase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase




G9MJ83 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 76 protein Glycoside Hydrolase
GO9N171 candidate B-1,3-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 55 protein Glycoside Hydrolase
G9MJIY8 xylanase; Glycoside Hydrolase Family 11 protein Glycoside Hydrolase
GOMVW6 candidate a-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 95 protein Glycoside Hydrolase
GIMFS8 candidate endo-1,4-glucanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein Glycoside Hydrolase
GOMWQ6 lcea::r;idr:date endo- 3-1,6-galactanase; Glycoside Hydrolase Family 5 protein; C-type Glycoside Hydrolase
G9MUNO cellobiohydrolase; Glycoside Hydrolase Family 6 protein Glycoside Hydrolase
GI9N626 a-galactosidase; Glycoside Hydrolase Family 27 protein Glycoside Hydrolase
GI9MGZ6 candidate B-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GION7Q9 B-glycosidase; Glycoside Hydrolase Family 18 protein Glycoside Hydrolase
GO9MGP3 B-mannosidase; Glycoside Hydrolase Family 2 protein Glycoside Hydrolase
GI9NCA9 candidate 3-glucosidase; Glycoside Hydrolase Family 3 protein Glycoside Hydrolase
GO9MMP1 548aa; contains WSC domain; hypothetical hypothetical
G9MQ14 409aa hypothetical hypothetical
GOMTV2 Ycil-like protein; Dimeric alphat+beta barrel superfamily hypothetical
GI9MKYO 719aa; hypothetical hypothetical
GI9MSUO 277aa hypothetical hypothetical
GI9NOWO 292aa; hypothetical hypothetical
GO9MWA9 Hypothetical hypothetical
GI9NOP8 Patatin-like phospholipase Lipase
G9MFBO Putative phospholipase C; putative phospholipase C Lipase
G9N475 Manganese and iron superoxide dismutase Oxidoreductase
GI9N7N4 Superoxide dismutase, copper/zinc binding Oxidoreductase
GIN3Y5 Haem peroxidase Oxidoreductase
G9MKH2 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase Other




GIO9MNX1 Arylsulphatase Other
GI9NAS5 S-adenosylmethionine synthetase Other
G9MNB2 putative endoribonuclease L-PSP Other
GI9N074 Protein-arginine deiminase (PAD) Other
GI9MMH1 FAD-binding-4 domain Other
GON5H1 Ribonuclease Other
G9N2U2 Laccase Other
GIN875 S-adenosylhomocysteine hydrolase Other
GOMEP1 Amidase Other
GOMFQ7 Cuperdoxin Other
GI9N380 Metallophosphoesterase Other
GI9N609 Tyrosinase Other
GI9MJIN2 Putative glutaminase Other
G9N109 Gamma-glutamyltransferase Other
GI9NAA9 Phosphesterase Other
GI9N7D3 acid phosphatase Other
GOMPP2 Alkaline ceramidase Other
G9MJC2 putative phosphoglycerate mutase family protein Other
GI9MFM5 Peptidase S28 proteolysis and peptidolysis
GI9MNF3 Peptidase M14, carboxypeptidase A proteolysis and peptidolysis
GINBQ3 Peptidaze M20 proteolysis and peptidolysis
GIN3S5 Peptidase aspartic proteolysis and peptidolysis




RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados anteriores nos dan una idea del amplio panel de
enzimas/proteinas que T. harzianum CEC- T24 secreta al medio de
cultivo, y que el grupo de las hidrolasas es el mayoritario, por ello,
ademas de la actividad quitinasa, se han medido también otras

actividades de interés industrial.

4.4 Produccion de hidrolasas

Como ya se analizd anteriomente la produccion de quitinasa entre FS
y FES, lo mismo ocurre para la produccién de las otras enzimas, la
produccion de estas otras enzimas también se ve influenciada por el tipo

de fermentacion y el otro factor que es la aireacion.

En la Tabla-R.13 se muestra los resultados de los andlisis

enzimaticos ensayados con los diferentes medios de fermentacion.

La propiedad hidrolitica de las quitinasas la convierte en una
alternativa atractiva como agente de control biolégico seguro para el
medio ambiente. Existe una variedad de casos en los que se utilizan
organismos productores de quitinasa para inhibir el crecimiento de

fitopatdogenos [Harman y col., 1993; Lorito y col., 1994].

Ademas, la capacidad de la quitinasa para hidrolizar la quitina la hace
muy util para la produccion de productos de valor agregado como
edulcorantes, factores de crecimiento, proteinas de una sola célula, etc.
[Cosio y col., 1982; Sakai y col., 1991].
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Tabla R.13. Ensayo de actividades enzimaticas

QUITINASA

CELULASA

XILANASA

PROTEASA

mg GlcNAc/mL ul/L mg Glucosa/mL ul/L mg Xilosa/mL ul/L muAbs ul/L
FS/HTCH+a 15 2260,30 3,24 149,88 5,78 7693,33 90,50 36,20
FS/HTCH-A 13,2 1989,06 2,7 124,90 5,60 7460,20 82,00 32,80
FES/HTCH+A 34,8 5243,89 14,22 657,79 11,03 14687,27 352,50 141,00
FES/HTCH-A 21 3164,41 8,04 371,91 8,23 10957,17 245,00 98,00




RESULTADOS Y RESULTADOS
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& 4000,00
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1000,00
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Figura R.18. Actividad quitinasa producida en el medio HTCH
utilizando FS y FES.
(P-valor, *= P<0,05,** = P<0,01y *** = P<0,001).

Como se observa en la Figura-R.18 la produccion de quitinasas es
mucho mayor en el medio HTCH-a utilizando la FES que en los otros

medios de fermentacion como ya se ha mencionado anteriormente.

Como se puede observar la produccion de celulasas (Figura-R.19)
FES/HTCH-+a es mucho mayor (657,79 UI/L) que en los otros medios de
cultivo, el maximo de produccién de esta enzima es al sexto dia de
fermentacion, siendo estas enzimas de gran interés en la biorrefineria

para producir biocombustibles y productos con un alto valor agregado.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Figura R.19. Actividad celulasa producida en el medio HTCH utilizando

FSy FES.
(P-valor, *= P<0,05,** = P<0,01y *** = P<0,001).

m FES/HTCH-A

Las xilanasas catalizan la ruptura de los enlaces xilosidicos internos
de la molécula heteroxilana (xilano), un tipo de componente polisacarido
de la hemicelulosa, un componente importante de la biomasa de la
pared celular en los vegetales [Fang y col., 2012, Anthony y col.,
2003]. Las enzimas que degradan el heteroxylane son las endoxilanasas
(EC 3.2.1.8), que rompen el esqueleto del xilano en oligosacaridos
pequefios y las B-xilosidasas (EC 3.2.1.37), gqe a su vez las degradan a
moléculas de xilosa [De Vries y Visser, 2001]. Las xilanasas se utilizan
principalmente en procesos de clarificacién de vinos, zumos y pulpas, y
en procesos de biodegradacion de papel [Krishna, 2005; Zhaoxin y
col., 2008]. La producciéon méxima obtenida de esta enzima es de
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RESULTADOS Y RESULTADOS

14687,27 UI/L en el medio FES/HTCHe-a (Ver Figura-R.20).

*
*
*
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8000,00 I FS/HTCH-A

6000,00

UI/L Xilanasa

200,00 u FES/HTCH+A

2000,00 = FES/HTCH-A

0,00

Figura R.20. Actividad xilanasa producida en el medio HTCH
utilizando FS y FES.
(P-valor, *= P<0,05,** = P<0,01y *** = P<0,001).

Las proteasas (EC 3.4.21-24 y 99) son enzimas hidroliticas
industrialmente Gtiles que dividen los enlaces peptidicos entre residuos y
aminoacidos, es la enzima dominante en el mercado mundial,
especialmente en la industria de los detergentes. La accién de las
proteasas es fundamental durante el proceso de patogénesis de los
hongos entomopatdgenos, ya que rompen los enlaces entre la quitina y
las proteinas, liberandola. Las proteasas son reprimidas por un sistema
de regulacién por induccién-represibn que ajusta la velocidad de
degradacion de la cuticula de los insectos o en este caso la pared
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

celular de los hongos. Las quitinasas se expresan en sitios de
degradacion proteolitica, por lo que la produccién de quitinasas depende
de la accesibilidad del sustrato. La produccion méaxima obtenida de esta
enzima es de 141,00 UI/L en el medio FES/HTCH-+a (Ver Figura-R.21).

180,00
160,00
140,00
120,00
N FS/HTCH+A
100,00

80,00 FS/HTCH-A

UI/L Proteasa

60,00

40,00

20,00 -
0,00

Figura R.21. Actividad proteasa producida en el medio HTCH
utilizando FS y FES.
(P-valor, *= P<0,05,** = P<0,01y *** = P<0,001).

m FES/HTCH+A

H ¥

u FES/HTCH-A

La produccién de B-glucanasas, el otro grupo principal de enzimas
involucradas en la degradacién de las paredes miceliales del patégeno,
también se induce en el medio de cultivo con HTCH como la principal

fuente de carbono [Bautista, 2015].

Como se observa en la Tabla R.13, se analizan diferentes enzimas en

cada medio de cultivo en el dia 6 de fermentacion, donde se puede
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observar que T. harzianum CEC-T24 excreta la mayor cantidad de
proteinas en el medio FES/HTCH-+a, obteniendo 5243,89 Ul /L de
quitinasa, 657,79 Ul /L de celulasa, 14687,27 Ul /L de Xilanasa y 141,00
Ul /L de proteasa,

El interés biotecnolégico de las enzimas liticas (quitinasas, PB-
glucanasas y otras) se debe principalmente a sus aplicaciones
potenciales en la industria farmacéutica, alimentaria y agronémica, y
particularmente porque se pueden usar en el control biolégico contra
hongos fitopatdgenos o para mejorar la actividad insecticida en el
tratamiento de plagas. En consecuencia, la produccion de estas enzimas

en grandes cantidades a bajos costos es muy deseable.

Por lo general, estas enzimas se producen en presencia de sustratos
especificos (quitina, glucanos, etc.) mediante mecanismos inductivos
especificos. Por lo tanto, los estudios principales sobre la secrecién de
estas enzimas se han realizado utilizando micelio inactivado o paredes
celulares de diferentes patégenos, como Guignardia citricarpa, Pythium
sp., Sclerotium rolfsii 0 Rhizoctonia solani como sustratos especificos

(fuente de carbono principal).

Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo utilizando
sustratos baratos y abundantes, como subproductos agroindustriales
ricos en quitina para mejorar la produccion de estas enzimas liticas

(quitinasas y glucanasas, etc.).
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4.5 Produccion de quitinasas a escala semi-piloto.

La produccion de quitinasas a escala semi-piloto se ha llevado a cabo
en un reactor tipo tubular rotatorio con aproximadamente 1 Kg de HTCH
adecuadamenta humedecida, sin formacion de fase acuosa detectable,
con una humedad relativa del 99% - 100%, agitacion suave de 60 rpm, y
aireacion constante (3 L/min). Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla-R.14.

Tabla R.14. Produccion y produccion relativa de actividad quitinasa en

un reactor tubular rotatorio a escala semi—iiloto.

ler ensayo 3.766,18 22.597,06

2° ensayo 4.468,71 26.812,27

3er ensayo 3.902,75 23.416,52
Valor medio 4.045,96+372,45 24.275,28+2234,97

Ensayo en mataz 8,73,98 5.243,88

Como puede observarse de estos resultados, la produccion en el
reactor tipo tubular rotatorio incrementa la produccion de actividad
quitinasa en un factor de 4,63. Esto puede explicarse por el mayor
control de pardmetros como la humedad relativa, la agitacién y sobre
todo la aireacion, que en el caso del cultivo en el reactor tipo tubular
rotatorio son mucho mas perfectos que en el cultivo en matraz con
aireacion. Todo ello contribuye a un mejor desarrollo de T. harzianum

CEC-T24 en el medio de cultivo y por tanto de su produccion.
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5. CONCLUSIONES

% Se ha estudiado la produccion de quitinasas por Bacillus licheniformis

X/

ATCC 21415, Trichoderma atroviride CEC-T23 y Trichoderma
harzianum CEC-T24 crecidos en diferentes medios de cultivo
formulados con subproductos agroindustriales ricos en quitina
procedentes de hongos comestibles (Agaricus Bisporus) y crustaceos
(Procambarus clarkii) como fuente principal de carbono en un intento
de producir estas enzimas de una manera econémicamente viable, y
darle un uso practico a estos subproductos. Este trabajo es uno de
los primeros, que aborda de manera sistemética la utilizacion de los
subproductos ricos en quitina de la industria de los hongos y setas
comestibles para obtener productos de alto valor afiadido, diferentes

de la quitina y el quitosano.

Se ha preparado y caracterizado diferentes fuentes de fermentacion a
partir de subproductos industriales (harina de tallos de champifién,
HTCH, F-Q/G y harina de cangrejo, HC), para la producciéon de
quitinasas por fermentacion, ensayando dos sistemas diferentes de
fermenacion: Fermentacion Sumergida (FS) y Fermentacion en
estado solido (FES). T. harzianum CEC-T24 mostr6 la mayor
productividad de quitinasa en comparacion con los otros
microrganismos ensayados, (873,98 Ul L-ldial) en el medio HTCH+a
en Fermentacion en estado sélido. Los mejores resultados se
obtubieron en dicho medio, en el que se puede observar que en el
medio HTCH-a en FES produce 1,6 veces mas cantidad de quitinasas

gue en FS, y de igual manera el cultivo en el medio HTCH-+a produce
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2,3 veces mas cantidad de quitinasas en FES que en FS.
Observandose que este sistema de fermentacidbn incrementa

significativamente la produccion enzimatica.

X/
°e

Se determind la produccion de quitinasa mediante la medida de
actividad y de proteina y el perfil de enzimas/proteinas secretadas al
medio de cultivo, el analisis electroforético permitié la deteccion de 25
proteinas diferentes entre ellas cinco quitinasas con masas
moleculares 82, 65, 48, 31 y 25 kDa, respectivamente, que fueron

comprobadas mediante un zimograma.

% Se estudiaron las proteinas secretadas por T. harzianum CEC-T24
mediante técnicas protedmicas el ndmero de enzimas/proteinas
detectadas es mucho mayor en HTCH (183 proteinas especificas de
T. harzianum CEC-T24), 161 proteinas especificas de T. harzianum
CEC-T24 en medios formulados con F-Q/G y 91 proteinas especificas

de T. harzianum CEC-T24 en medios formulados con HC.

L)

» Ademas cuando se crece T. harzianum CEC-T24 en un reactor tipo
tambor rotatorio, a escala semi-piloto (1 Kg de medio de cultivo), bien
controlado, la productividad es 6,72 veces superior a la descrita para

medios aireados en matraces.

X/

» Estas enzimas tienen aplicaciones potenciales en la industria
farmacéutica, alimentaria y agronomica donde podrian desempefar

un importante papel en biocontrol y tratamiento de enfermedades de
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las plantas, debido a que no son toxicas, son biodegradables y

biocompatibles.
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ANEXOS
Anexo 1.
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DE
PROTEINAS EN GELES DE ACRILAMIDA
EN TRIS-GLICINA

Soluciones stock

1. Tris-HCI 100 mM (pH 6,8):

Tris 12119
H20 80 mL
Ajustar el pH a 6,8

H20 csp 100 mL
2. SDS 10% (p/v):

SDS 10g
H20 csp 100 mL
3. Azul de Bromofenol 0,5% (p/v):
Azul de Bromofenol 0,25¢
H20 50 mL

Soluciones de trabajo

1. Acrilamida 30% (p/v):

Acrilamida 30¢g
H20 100 mL

2. Bis-acrilamida 1% (p/v):
Bis-acrilamida 0,59
H20 50 mL

3. Running buffer 4X:

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 369

H20 150 mL

Ajustar pH 8,8

0,4% SDS 8 mL de SDS al 10%
Revisar pH

H20 csp 200 mL
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4. Solucion A (Solucién stock de acrilamida, T= 30%, C= 2,7%)

Acrilamida 29,2 ¢
Bis-acrilamida 0,89
H20 csp 100 mL

Durante la preparacion de esta solucion trabajar siempre con guantes y
en campana. (Acrilamida es Neurotoxica)

5. Stacking buffer 4X (Solucion C):

0,5M Tris-HCI (pH 6,8) 6,05 g

H20 50 mL

Ajustar pH 6,8

0,4% SDS 4 mL de SDS al 10%
Revisar pH

H20 csp 100 mL

6. Tampon de electroforesis 1X:

Tris-HCI 25mM 39

Glicina 190mM 14,258 g

SDS 0,1% 10 mL de SDS al 10%
H20 900 mL

Ajustar pH a 8,4 con HCI gota a gota

H20 csp 100 mL

Estable a temperatura ambiente varias semanas. Preferible preparar
cada semana.

7. Tampon de muestra 4X (de carga, de disociacién, Mixer):

0,02M Tris-HCI pH 6,8 2 mL de Tris-HCI 100mM
20% B-mercaptoetanol 2mL

4,6% SDS 0,46 g

40% glicerol 4 mL de glicerol al 99%
0,01% azul de Bromofenol 0,3 mL de AdB al 0,5% (p/v)
H20 csp 10 mL

Hacer alicuotas y guardar a -20 °C
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Anexo 2:
X1l EUCHIS & VIII SIAQ

Production of chitinases by submerged fermentation in media
formulated with colloidal chitin of fungi.

Anabell Del Rocio Urbina Salazar, Alberto Renato Inca Torres, Pilar
Carbonero Aguilar, Gonzalo Falcon Garcia and Juan D. Bautista.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Farmacia, Universidad de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain.

ABSTRACT

Production of chitinases is essential for obtaining chitin-oligosaccharides
with potential use as elicitors in biocontrol (1). Chitinase production by
Bacillus licheniformis ATCC 21415 grown in different culture medium
formulated with powder chitin (pCH), colloidal chitin (cCH and fungal
chitin (fCH) as the main carbon source was studied. The growth of this
microorganism produced higher chitinase activity in a medium formulated
with fungal (Agaricus bisporus) chitin (fCH) than in the other culture
media (2). Bacillus licheniformis ATCC 21415 shows the highest
chitinase productivity after 8 days of growth with a productivity of 81.25
mU/L/day. Chitinase production, under these conditions, was studied by
electrophoretic methods, in which two bands with molecular mass
around 90 and 74 kDa are detected. These results show that the culture
of B. licheniformis ATCC 21415 in a medium formulated with fCH, a
cheap and abundant fermentation medium, could be a good procedure
for the regular production of glycosidases, particularly chitinases at
practical and/or industrial scale.
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Mushroom ergothioneine enriched agueous extracts (M-ERG-EAE) suppress
TNF-a and MMP-1 expression in UV-irradiated human dermal fibroblasts.

Anabell del Rocio Urbina-Salazar'?, Alberto Renato Inca-Torres?, Pilar Carbonero Aguilar?, Olga Cremades de
Molina, Juan Bautista®.
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Ergothioneine (ERG), is a dietary antioxidant that scavenges hydrogen
peroxide (H:20-), superoxide anion (*O2"), singlet oxygen (*O2), hydroxyl radical
(*OH) and nitric oxide (NO) derivatives [1]. ERG exhibits potential applications as
a food additive and as an antioxidant for the treatment and/or prevention of
oxidative stress related diseases [2]. Natural ERG is preferred by consumers
rather than the synthetic.

In this work we study the nature of the antioxidant activity and investigate
the effect of M-ERG-EAE, a natural product enriched in natural ERG in the form of
extract, M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus bisporus) [3],
on UV-induced cellular response.

In cultured fibroblasts, M-ERG-EAE suppressed TNF-a upregulation by
UV-B radiation. In addition, in fibroblasts exposed to UV-A, M-ERG-EAE
suppressed the expression of matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) protein by
nearly 50% and reduced MMP-1 mRNA expression.

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG,
scavenges reactive oxygen species generated by both type-l and type-ll
photosensitizacion and suppressed both TNF-a expression and MMP-1 at their
translational level. M-ERG-EAE may reduce skin antiaging effects after UV
irradiation by the scavenging of ‘O, and 'O, and reducing signals for protease
and inflammatory activity.
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PRODUCCION DE QUITINASAS A PARTIR DE LOS
SUBPRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA:
Aplicacion a los Hongos comestibles y Crustéceos.

Anabell del Rocio Urbina-Salazar.
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular

Introduccion

La quitina, es un polimero lineal B-1,4 insoluble de N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc), es un importante componente estructural de la
mayoria de los crustaceos, insectos, algas y hongos. Las quitinasas son
enzimas gque degradan la quitina a acetil glucosamina y son sintetizadas
principalmente por bacterias y hongos (1). Estas enzimas tienen
aplicaciones potenciales en la industria farmacéutica, alimentaria y
agronomica donde podrian desempefiar un importante papel en
Biocontrol y tratamiento de enfermedades de las plantas, debido a que
son no-toxicas, biodegradables y biocompatibles (2). Este trabajo trata
sobre la produccion de quitinasas por Bacillus licheniformis ATCC 21415
y Trichoderma harzianum CEC-T24 crecidos en diferentes medios de
cultivo formulados con sub-productos agroindustriales de hongos
comestibles (Agaricus Bisporus) y crustaceos (Procambarus clarkii)
como fuente principal de carbono.

Objetivos

Preparacion y caracterizacion de la fuentes de fermentacion a partir de
subproductos agroindustriales (harina de tallos de champifién, HTCH y
harina de cangrejo, CFM).

Produccion de quitinasas por fermentacion en estado solido (FES) y
fermentacion sumergida (FS)

Extraccion, concentracion/fraccionamiento y estabilizacién de enzimas
(quitinasas).

Estudio de la secrecion de proteinas (secretoma) de B. licheniformis
ATCC 21415 o T. harzianum CEC-T24 crecido en los diferentes medios
de cultivo, mediante técnicas electroforéticas y proteémica.

Produccion de quitinasas a escala semi-piloto. (Pendiente).
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e Estabilizacion y/o inmovilizacion de concentrado de quitinasas en forma
de nano/microparticulas para su uso como plaguicida alternativo al uso
de productos quimicos altamente toxicos para el medio ambiente.
(Pendiente).

Material y Métodos

Los microorganismos se han mantenido en placas de PDA y se
cultivaron en FS y FES utilizando diferentes medios formulados con
HTCH, M-Ch/G-F y CFM y CF-ChF como principal fuente de carbono,
bajo control de pH, temperatura, O2-disuelto y agitacion, utilizando polvo
de quitina (Chp) y quitina coloidal (CHc) como controles positivos (3).

La productividad y secrecion de la enzima (quitinasa) se ha seguido
mediante el analisis de la actividad quitinasa (midiendo la cantidad de N-
AcGIn liberada), la concentracion de proteina (4) y de biomasa. La
evolucion de las diferentes etapas se ha seguido mediante PAGE SDS

(5).

Resultados y Discusion

Todos los microorganismos produjeron una mayor actividad de quitinasa
en un medio formulado con M-Ch/G-F como fuente de carbono en
comparacién con el medio formulado con Chp o CHc. T. harzianum
CEC-T24 mostré la mayor productividad de quitinasa (261.5 mU L-/dia).
La produccién de quitinasa se control6 mediante la medida de actividad
y proteina y PAGE-SDS. El andlisis electroforético permitié la deteccion
de 28 proteinas diferentes -tres diferentes quitinasas con 82, 50 y 31
kDa-. Estos resultados apunta a que el cultivo de T. harzianum CEC-T24
en un medio de fermentacién barato y abundante representa un buen
procedimiento para la produccion a gran escala de quitinasas.
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Preparation of Fungal-Nano chitin crystals: Aplication to Mushroom
(Agaricus bisporus) by-products.
Anabell del Rocio URBINA-SALAZAR2P* Alberto Renato INCA-
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Abstract:

Chitin is a crystalline polysaccharide of high molecular weight,
found in crustacean shells, insect cuticles and in yeast, green algae and
cell walls of fungi. It occurs as a highly-organized micro- and nano-fibril
structure [1]. Transformation of micro-fibrils in nano-crystals can be
achieved dissolving the amorphous regions followed by acidic breaking
[2,3]. Functionalized fungal-chitin nanocristals (FChNC) can be used in
the medical-pharmaceutical and food industry do to it antifungal activity

[4]

In this work we report on FChNC preparation using fungal chitin
(Agaricus bisporus) as raw material, obtained by a sequential process
based on the use of proteases, glucanases [5]. The concentration of raw
fungal chitin obtained by this process, determined as N-acetyl-
glucosamine, is 83 +£1.8%, being a chitin of good quality, similar to that
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commercially available for food and medical uses. Preparation of fungal
nano-chitin fibres (FNChF) was obtained disintegrating chitin aggregates
in a wet-type grinder, generating chitin gel-suspension. Disintegration
was achieved due to a high surface-to-volume ratio. Obtained uniform
chitin fibers with a width of approximately 10 nm which still maintained
their original chemical and crystalline structures [6]. These fibrils form
highly crystalline regions and disordered (amorphous) regions that can
be turned in nanocrystals via top-down methods such as acid hydrolyses
by dissolving the amorphous regions [2,3]. Functionalization of FNChC
allows it uses in different composites with medico-pharmaceutical and
food uses.

[ Glucanases | | NaoH =

Graphical abstract
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PREPARATION OF FUNGAL CHITIN FROM AGROINDUSTRIAL BY-
PRODUCTS: APLICATION TO EDIBLE MUSHROOMS (Agaricus
bisporus) BY-PRODUCTS.

Alberto Renato Inca Torres, Anabell Del Rocio Urbina Salazar, Gonzalo
Falcon Garcia, Pilar Carbonero Aguilar, and Juan Bautista Palomas.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Farmacia,
Universidad de Sevilla. 41012-Sevilla, Spain.

The use of chitin-oligosaccharides for use as potential elicitors requires

abundant chitin rich materials, readily available and cheap (1). For this

purpose, the production of enriched chitin fractions from by-products of the

edible mushroom processing industry are of great interest if appropriated

procedures were developed (2).

Traditional methods for the commercial preparation of chitin involve
alternate hydrochloric acid and alkali treatment, followed by a bleaching
stage with chemical reagents to obtain a colorless product. These
processes are highly contaminant. Therefore, the developments of
environmental friendly processes are of high interest. In this work we report
on preliminary results obtained with an enzymatic procedure, environmental
friendly, based on the use on proteases and glucanases that lead to fungal

chitin fraction with a chitin concentration > 80+2%.
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“In vitro” study of mushroom ergothioneine enriched aqueous
extracts (M-ERG-EAE) against oxygen activated substances.

Alberto Renato Inca-Torres!?, Anabell Del Rocio Urbina-Salazar!?,
Gonzalo Falcén-Garcial, Olga Cremades de Molinal, and Juan Bautista®.
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Ergothioneine (ERG), 2-mercapto-L-histidine betaine, is a dietary
component acting as antioxidant and cytoprotectant. ERG scavenges
hydrogen peroxide (H202), superoxide anion (*O2"), singlet oxygen (*O2),
lipid peroxides, hydroxyl radical (*OH) and nitric oxide (NO) derivatives (1).
ERG exhibits potential applications as a food additive and as an antioxidant
for the treatment and/or prevention of oxidative stress related diseases (2).

Commercial ERG are mainly synthetic, however natural ERG is preferred by
consumers. In this work we present a natural product enriched in natural ERG in
the form of extract, M-ERG-EAE, obtained from the edible mushroom (Agaricus
bisporus) using enzymes and membrane technology (MAE) (3). This product can
be incorporated in solid or liquid foods or used as a component of cosmetic
creams such as sunscreen creams.

“In vitro” studies show that M-ERG-EAE, as pure ERG, scavenged
the superoxide anion radical (*O2") and singlet oxygen (*O2), preventing the
formation of the high dangerous radical *OH and preventing the damage in
biomolecules, mainly proteins, nucleic acids and lipids.

From these results, we concluded that M-ERG-EAE, as pure ERG,
scavenged ‘Oz and !O2, reducing the formation of the high dangerous
radical *OH mainly in presence of transition metals such as Fe?* and Cu*.
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Preparation of Nanochitin from Crawfish (Procambarus clarkii) by-
products.
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Abstract:
Nanochitin fibers (NChC) were prepared from crawfish chitin

(Procambarus clakii) by-products. Raw chitin has been obtained by two
different processes: Process A consists of a first deproteinization with a
protease treatments, followed by a demineralization in situ by lactic acid
fermentation (1) and a second deproteinization by alkaline treatment;
Process B consists of acid demineralization step, followed by an
enzymatic treatment with proteases and a final alkaline treatment. The
concentration of raw crab chitin obtained from Process-A and -B
determined as N-acetyl-glucosamine is 85 + 1.8% and 83 + 2.3%, being
a chitin of good quality, similar to that commercially available for food
and medical uses. Subsequently, the preparation of chitin nanofibers
were carried out disintegrating the chitin aggregates by a milling process.
After a treatment cycle with a wet-type grinder, the chitin suspension
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formed a gel; disintegration was achieved due to a high surface-to-
volume ratio. Obtaining highly uniform chitin fibers with a width of
approximately 10 nm which still maintained their original chemical and
crystalline structures (2,3). The obtained product can be used for
industrial applications in pharmacy, cosmetic, agriculture and wastewater
treatments.

Graphical abstract
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USE OF CRAYFISH (Procambarus clarkii) CHITIN AS CARBON
SOURCE FOR THE PRODUCTION OF CHITINASES BY
SUBMERGED FERMENTATION

Pilar Carbonero Aguilar, Gonzalo Falcon Garcia, Anabell Urbina
Salazar, Alberto Inca Torres and Juan Bautista.

There is an increasing interest in chitinases for it uses in biocontrol
and control of plagues, so as for the production of chitino-
oligosaccharides (elicitors) (1). But an effective practical uses required a
viable production of this enzymes. For that purpose it is necessary to
have an abundant, easily acquired, seasonally independent and cheap
fermentation media, obtained by environmentally friendly processes.
Such a fermentation media can be obtained from crayfish (Procambarus
clarkii) sub-products by treatment with enzymatic and chemical
procedures which originate chitin enriched fraction. These chitin enriched
fraction can be used as carbon sources and as an inductor for chitinases
production by fermentation procedures, using defined media culture
(Mesia-l, -Il, -lll and —IV) inoculated with a genetically modified Bacillus
licheniformis ATCC 21415 (2).

Production of chitinase was studied in the theses medias: Media-I:
Coloidal Chitin (positive control); Media-Il: P. clarkii-Chitin (65.3+2,7 %);
Media-Ill: P. clarkii-Chitin (78+3,2 %) and Media-IV: P. clarkii-Chitin
(23.1+1.03. %). Our results show that the production of chitinase activity
is higher than that observed with colloidal chitin (prepared from
commercial chitin, and used as positive control). Chitinase productivity
after 7 days of growth was of 73.25 mU/L/day. Secretion of chitinase to
culture medium was studied by electrophoretic methods, and two bands
with molecular mass around 91 and 75 kDa were detected. These results
show that the growth of B. licheniformis ATCC 21415 in a medium
formulated with P. clarrkii-Chitin, could be a good procedure for the
regular production of chitinases.
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Production of Crawfish (Procambarus clarkii) enriched fractions by
enzymatic procedures for fermentation uses and chitin-
oligosaccharides.

Falcon-Garcia G., Carbonero-Aguilar P., Inca-Torres A.R., Urbina-
Salazar A.R., and Bautista J.

Currently, chitin, chitosan, and their derivatives are widely used in
chemistry, medicine, pharmacy, cosmetics, food technology, water
treatment, etc. [1,2].

A prerequisite to increase the use of chitin is the development of
environmental friendly manufacturing processes, or the development of
profitable processes to recover chitin and other products such as
proteins, protein-hydrolyzates and pigments, if crustacean-processing
waste products are used as starting material [3]. Traditional methods for
the commercial preparation of chitin from crustacean shell (exoskeleton)
involve alternate hydrochloric acid and alkali treatment stages to remove
calcium carbonate and proteins, respectively, followed by a bleaching
stage with chemical reagents to obtain a colourless product. These
processes are highly contaminant [2].

Therefore, the development of environmental friendly processes is
of high interest.

The in-situ production of lactic acid at low cost from agroindustrial
by-products, and protease treatment could contribute to the development
of this type of processes for the recovery of chitin.

In this work, we report on the in-situ production of lactic acid using
crayfish meal supplemented with brewer’s grains soluble as fermentation
media, for the demineralization of crayfish exoskeleton followed by
protease treatment as deproteinization step.
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OBTAINING A SOIL BIOSTIMULANT FROM SEWAGE SLUDGE:
EFFECT ON SOIL BIOCHEMISTRY

Bruno RODRIGUEZ-MORGADO* (bromo@us.es); Pablo CABALLERO JIMENEZ; Alberto
Renato INCA TORRES; Anabell URBINA SALAZAR; Juan PARRADO RUBIO*, Dept.
Biochemistry and Molecular Biology, University of Seville, Spain; Manuel TEJADA MORAL, Dept.
Crystallography, Mineralogy and Agricultural Chemistry, University of Seville, Spain

Sewage sludge is a byproduct of wastewater treatment plants. These
sludges present a serious problem because current management
consists mainly in composting, a process that requires large amounts of
space and time, resulting in a final product with low added-value. In order
to promote a more dynamic use of sewage sludge while increasing their
added-value, we implemented a fermentative technology using Bacillus
licheniformis ATCC 21415, a microorganism widely used in industry, that
excreted different hydrolytic enzymes, which together with the Bacillus
itself have a great potential in soil applications. We studied both the
production of various enzymes associated with geochemical cycles, such
as proteases, cellulases, lipases, etc., and the total production of
extracellular proteins by proteomic analysis thereof. Finally, we have
applied these fermented products as edafic biostimulants, evaluating its
effect on the biochemical properties of soil, mainly in enzymatic activities
related to microbiota, such as dehydrogenase, phosphatase and

glucosidase.
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Abstract

Purpose The zim of this work was to evaluate the use of chitin-rich mushmoom (Agaricus B speris) by-products chitin/glu-
canenriched fraction (M-ChiG-F) as main carbon source for the production of chitinases by three different microorganisms
{Trichoderma hardanum, Trichodermae arroviride and Bocills H-L'.'rrnf.ﬁ'r#ﬁ:]. im an attermpt to ohiain thess ENEY mas 1.I5:'Il1g
& cheap and abundant fermentation medium.

Metheds Microorganisms were grown in submerged Ermentation wsing different media formulzied with chitin powder (Chy),
coelloidal chitim (Ch. b and M-Ch/G-F as the main carbon source, respectively. Enzyme productivity and secretion (secretome)
was studied by electrophoretic and proteomic methods.

Results All microorganisms produced higher chitinase activity in a medium formulated with M-CWG-F as a carbon source
compared to medium formulated with Chy or CHe. T harzfatiam showed the highest chitinase productivity (261.5 mlU (et
per day). Chitinase production was monitored by e lectrophoretic and proieomic methods. Electrophonetic method allowed
the detection of 28 different proteins—ihree different chitinases with B2, 50 and 31 kDa. Proleomic analysis could identify
a1 different proteins: & of them hydrolases, and 30% having glycobytic activity—35 of them werne chitinases. Thesa results
show that cultiv ation of T karziarum in 2 cheap and sbundant fermentation medium represents a good procedure for large
scale production of chitinases.

Conclusions Owr resulis show that cultivation of T. harzigmen in 2 culture medium formulated with M-ChG-F, a cheap
amnd abundant fermentation medium. is 2 good procedore for large scale production of glycosidases, particularly chitinases
within a relatively short cultivation period of & days.
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Ch, Colloidal chitin
PDE Potato dexrose broth
Introduction

Chitin is the most abundant organic compound in natare
after cellulose; it is & key structural component of most crus-
tapeans, mollusks, insects, fungi, algae and marine imver-
lebraies, constituting 75% of the weight of these microor-
gamisms |1, 2]. Enormous amounts of this insaluble linear
B 1 4-linked polymer of N-acetyl-o- pluocosamine (GlcMNAC)
ame synthesized in the hiosphere, and shout 10" metric tons
ame produced annually only in the aquatic bicsphene [ 3]

Chitin is found in three polymorphic forms that differ
in their molecular arrangement: a-, - and y-chitin [4].
a-Chitin is the most abundant, with an antiparallel configu-
ratiom form. It presents a highly ordered crystalline strc-
ture, caused by strong H-bonding, which leads to a rigid.
intractable and insoluble structune. It is assumed that chitin
plays a skeleton roba. fFChitin, with 2 paralke] configura-
tion and weak H-bonding, is unstable and soluble in water;
while y-chitin is 8 mixture of @ and j-chitin and presants
intermedizie properties |5]. The latter twio have mone flexible
mechanical properties and are easily degraded by e mrymes
(chitinases).

The enzymatic fiydrolysis of chitin to acetyl-p-glucosa-
mine is carried out by a two-hydrolases sysiem: chitinases
and chitobiases. Chitinases are enrymes that degrade chi-
tin, being synthesized mainly by bacteria and fungi, and
according to the mechanism, are classified into two broad
categories: endochitinases (EXC 3.2.1.14) and e xochitinases.
The former randomly divided chitin into the internal sites
of the reducing end, thereby forming the dimeric di-cetyl-
chylobinse and the low mokecular mass soluble multimers of
GlcMAc, such as chitolrioss, chitoletrarse and chitopentose.
The exochitinases act on the non-reducing end of the chain,
and ame divided into two subcate gories: chitobiosidases (EC
3.2.1.29), imvohved in the catabysis of the progressive mleass
of di-acety l-chylobiose from the non-redocing end of the
chitin microfibril, and the N-acetylhex osaminidase (EC
3.2.1.52), that cleaves the oligomeric products of endochi-
timases and chy tobiosidases penerating GlcMAC [6].

These enzymes have high potential applications in the
pharmaceutical. food and agronomic indostry, and can
be wsed in biocontral against phytopathogenic fungi or to
enhance insecticidal activity becanse they are not toxic,
hiodegradzble, and biccompatible [2]. They can e used
fior biological control on plants becawse their mechanism
agninst infection of fungal pathogens, which allows their
use a5 an alternative pesticide, avoiding the use of chemical
pesticides that are expensive, pollute the environment and
produce resistance bo certain pathopens.
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CUme of the major bottkenecks for the industrial applica-
tion of enzymes is the high production cost, whem culture
media may represent up to &% of the total production costs
|7]. Thus, greal interest in the development of e fckent and
cheap cultivation media has arisen. Among the media devel-
oped to address this issue, those derived from agro-industrial
by products are of special interest, and in particular those
bazed on the use of mushroom byproducts due to the high
ermw th rate of Trichoderma on media formuolated with this
substrate, its abundance, low cost and independence of the
anmual sesso.

Among the microorganisms that produce chitinases,
Becillus and Trichodersma species are of industrial interest.
Bacillus licheniformis is 3 gram-positive microorganism iso-
lzted from soil and plant material [E] and used in large- scale
industrial production of exoemzymes, as it can secrete large
amounts of proteins [9). Trichederma spp., & common soil
fungus belonging to Mitosporic Fungi group, is used in agri-
culture & hinlogical control agent because of its properties
as biopesticide and hiofertiliser.

The gims of this study were: (i) to produce chitinohytic
enzymes in a cheap and abundant fermentation media
{mushroom byproducts); and (i) to investigate enzyme
expression patterns of chitinolitic-producing microorgan-
isms of industrial interest: 8. licheriformis, Trichoderma
arrinviride and Trichoderma bor zianum, prowing on different
cultivation media formulated with chitin-rich byproducts,
using electrophoretic and proteomic methods for monitor-
ing production.

Materials and Methods
Microorganisms

Bacillur Neheniformis ATCOC 21415 was obtained from
American Type Culture Collection, stored at — 30 *C and
refreshed 24 b before inoculation in LE medium (10g L
peptone, 5 g L-" yeastextract, and 10 g L' NaCl, adjusted
to pH 7). and incubated at 37 °C. T arroviride CEC-TO3
and T. harzium CEC-T 24 werne obtained from Spain Type
Culture Collection (Burjasot, University of Valencia, Spain).

Culture Medium and Growth Conditions

Microorganisms wene grown in seven different culture media
in aarohiosis, with mechanical stirring, whose composition
is shown in the Table 1. 150 ml. of medium, pH 7.0 for 8.
licheniformiz, and pH 6.0 for Trichoderma, was dispensad
into 300 mlL flasks and sterilized at 121 *C for 20 min.
The flasks were inoculated in triplicate and grown for 14
days as described below. Minimal medium (Mm) is com-
pased by the following components: 8.2 g L™ Na,HPO,,
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Table | Compasition of the Colure medium  Mm (ml}) WO (ml) Ch (%) Ch (%} MCKGF PDBE{%) Crspeck

culture media o medium
H,ONCE, . 150 1 - - - _
HOCh, - 150 - 1 - - -
M_Ch, 150 1 - - - -
M_Ch, 150 - 1 - - -
PDRCH, . . 1 . 150 -
Crapeck'sCh, - . 1 . . 150
MLCHG-F 150 - - 2 - 0

Ch, chitin powder, Ok colloidal chitin, Mm minimal medium, PDR Potto Dextrose Broth, M-CRG-F
mushroom Chiin'{Flucan enriched fraction

Mm compasition: 8.2 g L Na PO, 38 g L' KH PO, 0.4 g L7 MNeCL 2 g L (NH,)50,, mushroom
pepione 10 g L' and 10 ml L~ of tresce alement solution

Compesition of trace element solution (g L~ 055 g Call,THD, 167 g FeCl6H0, 0.0 g
MnCl-dH 0, 017 g Zl,. 0043 g Cull,-2H,0, 006 g CoCl,-THAO and 006 g Na,Mol,-TH 0

382 L7VKHPO, 0.4 g L7 NaClL, 2 g L™ (NH,),50,,
mushreom peptone 10 g L' and 10 mL L™ of trace elke-
ment sxlution; and the composition of trace element solution
(e L7 is: 0055 g Cally2TH0, 16T g FeClSHAD, 010 g
MnCl-4H0, 017 2 ZnCly, 00043 g CuCl-2HAD, 006 g
CoCly-2H 0 and 006 g Na,Mol-2H 0.

Preparation of Carbon Sources
Preparation of Colloidal Chitin

Colloidal chitin (Ch_) was prepared according to the method
described by Ramirez et al. [10] with slight modifications.
Briafly, 10 g of chitin powdar wene mixad with 200 mL of
cold concentrated HCI (37%). maintaining constant and
vigorous agitation fior 24 h at 4 °C. Then, %% ethanol was
aidded to 2 final volume of 2 L. and stirred viporously. Afier
24 h incubation &l — 20 "C, the suspension was centrifuged
at Sy for 20 min. Finally, the precipitate was washed
with distilled waier until the pH of the supernatant reach a
valoe of 7 0.1, and the former dissolved in the appropriate
buffier.

Preparation of Mushroom Chitin/Glecan Enniched Fraction
(M-Ch/G-F)

M-ChG-F was prepared according to the procedure
described by Bantista et al. [11]. Briefly, 1000 g of mush-
ronm (Agaricus bispores) meal was suspended in 10 L of
10} mM phosphate buffer of pH 7.8 and treated with & lcal-
ase (Movoryme) in a 1/50 enry mesubstrate (wi'w ) ratio and
hydrolyzed for 3 h at 55 °C. The hydrolysate was centrifoged
at 4 °C fior 15 min at 10000g, the sopernatant was dis-
carded and the precipitate was treated three times with 10 L
of tap water and autoclaved at 121 *C for ) min, cooled at
room emperature in & water bath at 22 *C, and centrifuged

at room emperature for 15 min at 10 000=g. The supemza-
tant was discarded and the precipitate used as M-CHAG-F.

Bacillus lichentformis Growth

Bacillus licheniformis was grown on sterilimed culture
media, prepared as shown in Table 1, inoculated with 15 mL
of inoculum grown in brain beart infusion (BHI}broth at
37 °C and pH 7 until fermentation-broth reach a 30% of
transmittance (approximately for 18 k), and grown for 14
days at 37 + 1 °C with constant stirring {150 rpmb. Aliquots
of 5 mL were taken every day, and stored at — 20 °C uniil
use for biomass and enzymatic activity anabyses.

Trichoderma Growth

Trichoderama atroviride and T. har ziamer were grown in the
culture media described above (Teble 1), 2 mL of an ague-
ous 2% (wiv) MpCl, spore suspension (1 107 spores mL—")
of T. arroviride or T. harzianum grown on solid Crapek
medium containing 4% glucose as a carbon source was usad
to inoculate 500 mL Erlenmeyer flasks contzining 150 mL
medinm, and grown fior 14 days at 784+ 1 °C with constant
stirring (150 rpm). Aliguots of 5 mL wene taken every day.
and stored at — 20 “C until use for biomass and enzymatic
activity analyses.

Blomass Assay

Biomass was determined directly in the thawed samples. For
B. licheniformis, the growth was fiollowed by direct meas-
urement of transmittance of the samples 1: 100 diluted with
waier. B iomass conceniration was determined by interpolz-
tion from a standard curve of biomass against % T. For T.
Ferrzianem and T. arroviride biomass was estimated indi-
rectly by quantifying ergosterol |1 2]. Biomass concentration
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was calculzied by interpolation in a standard curved biomass
against ergosterol.

Enzymatic Assays

For determination of the enxymatic activity samples wene
centrifuged =t 12000 ¢ for 20 min, and the obtained super-
naiants were used for enzymatic assays and electrophoratic
analysis.

Chitinase Assay

Chitinase activity was determined by mezsuring the reduc-
ing sugars produced from colleidal chitin, using the dini-
trosalicilic acid (DNS) method [13]. Briefly, the reaction
mixture, consisting of 0.25 ml of 1% (wi) colloidal chitin,
025 ml. of Tris-HC 1 ipH 7.4} and .50 ml. of enzyme sam-
ple, was incubated at 37 *C for 30 min. The reaction was
stopped by adding 1 ml. of 3 5-dinitrosalicylic acid (DNS)
aquecus solution, and the mixture heated for 10 min in 2
bailing water hath. A fier cooling, the shsorbance of the sole-
tion was determined &t 575 nm using an Ultrospec 2 100pro
UV isible spectrophotometer (GE Healthcane, B arcelona,
5Spain). In parallel, the same volume of deionized water was
used megative control. One unit of chitinase activity was
defined as the amount of eneyme that produced 1 mg ml.~!
of mducing sugar per | h at 37 *C. The concentration of the
reducing sugar was deermined by imterpolation in a standard
curved prepared with GlcMAc.

Preparation of Dinitrosalicylic Acid Aqueous Solution Ten
grams of DS wenre dissolved in 200 ml. of 2 M Nz20OH
solution. Subsequently, 300 g of sodium potassium tartrate.
5 ¢ of steamned phenol, and 5 g of sodium sulfite were added
to B0 ml of hot deionized water. The volume was adjusted
to 1 L. wsing pre-cooked deionized waier to obtain DNS
aqueaus solation.

Proteln Assay

Prodein was quantified by the method of Bradford with
bovine serum albumin as standard [ 14].

5D5-PAGE Protein Profillng

Extracellular protein profile was obiained by SDE-PAGE.
A fher precipitation with HC -acetone, pH 2.0, the pellet was
solubilized in the buffer used for sample preparation—1 mM
Tris-HCI, pH &.8, containing 3% (wiv) 505 and 7% (viv)
p-mercaptnethanol. Samples weme kept at room temperature
for 2 by, and then centrifuged at 12, (0Kkg for 15 min. Super-
natant was collected and run in riplicate on 12% gel, each
replicate containing 20 pl. of supernatant {approx imately
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50 pg of protein) and 5 pl. of loading buffer—0.5 M
Tris-HCL pH &.E, 50% (w'v) glycerol, 10% (wiv) SDE, 5%
{wiv) bromophenol blue. Samples were boiled for 5 min,
centrifuged at 100Kk for 30 5 and cooled before being
loaded on the gel. Electrophoresis was carried oot at con-
stant intensity (25 mA ) using a Tris-glycine buffer system
containing 0.1 % S5 until the bromophenol front ran oat the
el Gels wem stained with Coomassie Brilliant B lue G- 250
(Bio-Rad Laboratories, CA . USA ) andfor silver staining (GE
Healthcare, Barcelona, Spain) and digitimed on Gel Dinc™
XR +Imaging system (Bio-Rad Laboratories, CA, USA)
Gals for profeomic analysis wene not stained.

Iymogram Analysis

For rymagram anabysis of chitinase, 10% separating gel con-
taining (L1% colleidal chitin as the substrade of chitinase was
used to detect chitinase activity. Samples were mined with
loading, buffer without reducing agent and heated prior to
loading in the e lectrophonesis pel. A fier e lectrophonesis, gel
was incubated in 100 mM sodiom acetate buffer (pH 500 at
4 °C for 18 h. Chitinase activity on the pel was visualized
by staining with 0.1% Congo Red fdlowed by de-staining
with | M MaCl The brtic zonz on the gel observed at day-
light against a dark red background indicaied the presence
of active emeyme [15].

Proteomic Study

The global process followed in this study is schematically
shown inFig. 1.

Briefly, protein preparations (30 pg proteins per line)
wene separated by electrophoresis in 12% 5D5 polyacryla-
mide gels as described above. Each of the unstained gel
lanes was divided into three slices and each slice placed
in & different tube. Afier fractionation of each slice in
smaller pieces, it was individoally “in gel” processed. fol-
lowing the protocol described in [16]. Each slice was incu-
bated in &0 mM NHyHC 5, 30% (v/v) acetonitrile at 30 °C
fior 120 min. The proteins within the pieces were reduced
with 10 mM dithiothreitol for 200 min. After washing with
40 mM MH HCOD,, the gels were zliylated by incubation in
20 mM indoacetamide for 30 min at room empe rature in
the dark. The alkylated samples were washed with 40 mM
WH,HC(; and dehydraed with 100% ACN. Protzins in
el were dipgesied with sequencing-grade modified porcine
trypsin (Promega. Madrid. Spain} in & mM NH HCO., at
37 °C overnight. Trypiic peptides were extracied twice from
the pal pieces with 30% {v/v) ACN, and dried by vacuum
in 2 Savant. The dried peptides were stored at — B °C until
analysis by nanc-liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (nLC-MS/MS). Briefly, the digested pep-
tides were resuspended in Milli-0} water and desalied with
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Fig. 1 Scheme of the experimental design used for proteomic anabysis
of T. harganum- 204 sacretome

buffer-A (99.9% water+0_1% formic acid) onto a Zorbax
56 SB-C18, 5x03 mm, peptide trap column (Agilent,
Madrid, Spain) for 10 min. Bound peptides were eluted
onto & 10 cm =75 pm Picofrit column packed with Microm
Magic C18 AQ and eluted over 120 min with a gradient
of 5% buffer-B (99.9% acetonitrile +0.1% formic acid) to
505 buffer-B in 75 min. then 50% baffer-B to 90% tuffer-B
from 75 to 79 min using a Thema Electron Surveyor HPLC.
The peptides weme eluted into a Thermo Electron LTOVFT
mass spectrometer at a Alow rate of 250 ol min~'. Survey
scans wene taken at 3 resolution of 100000 and the top ten
ions ineach survey scan weme subjected to sutomatic low-
enargy collision-induced dissociation (CID) in the linear
trap (LTQ). Fragment tolerance was set at (.80 Da (monoi-
sotopich, and the parent tolerance was of 200 ppm (monoi-
sotopic). Complate and partial residue modifications were
allowed as well as point mutations and two missed cleavage
sites. For probabilistic validation of protein identifications
in the T. harzianum proteome (v. 20, DOE Joint Genome
Imstituie } Scaffold version 01.07.00 (Proteome Software,
Portland, Ome gon) was applied, using for that purpose the
X-Tandem and Protein Prophet computer algorithms [17,

18]. Minimum criteria for positive identification were set at
least two peptides and a probability = 95%.

Results and Discussion

The biotechnological interest of lytic enxymes (chitinases,
[glucanases and others) is mainly doe to its high potential
applications in pharmaceutical, food and agronomic indus-
iry, and particularty because they can be used in biocontrol
against phytopathogenic fungi or to enhance insecticidal
activity in pesis treatments. Consequently, the production
of these emrymes in high quantities at low costs is very
desirable.

Usually these emzymes are produced in the presence of
specific substrates (chitin, glucans, eic.) by specific inductive
mechanisms. Therefore, the main studies on the secretion of
these enzymes have been conducted using imactivated myce-
lium or cell walls of different pathogens, such as Gl gnardia
citricarpa [19], Pythium sp., Scleromium rolfsii or Rhizoco-
i selani [20] as spacific subsirates (main carbon source).
However, few studies have been carried oot using abun-
dant and cheap substrates such as chitin-rich agroindustrial
yproducts to improve the production of these hytic enrymes
(chitinases and glucanases, ...). In this respect, the produc-
tion of chitinase and f-glucanase activities by B. licheni-
formis, T, harzionum and T. afroviride growing for 14 days
in culture medium containing chitin-rich substrates (chitin
powder, colloidal chitin and M-ChiG-F as carbon sources)
was studied. Figure 2a, b, and ¢ shows typical growth curves
of T. hargianum, T, aroviride and B. lcheniformis grown
on 3 medivm formuolated with M-ChiG-F s main carbon
source. Similar results, but with lower biomass production
were obtained for the other culture media. Table 1 summaz-
rizes the e sults obtained afier 14 days of growth in the dif-
Emnt culture media under study.

As shown in Tabla 2, the growth of T. harziomur and T,
afreviride in the culture medium formuolated with MAChiG-F
is significantly greater than in the Crapeck’siCh., PDBACh,
or MmiCh, cultore mediom; while B. licheniformis growth
is similar in & colture medium formulzéed with POBCh, or
M-ChiAG-F. Howewer, the growth of all three microorganisms
is better in colloidal chitin than in chitin powder as carbon
source, probably due to the amorphous structure pre sent in
colloidal chitin that facilitate the action of chitinase, in con-
trast to the crystalline structure of chitin powder. Greater
row th observed for the three microonganism studied in the
culture medium formulzed with M-CRAG-F as main carbon
source can be explamed by the presence of chitin and glu-
cans a5 carbon soarce, which, probably, could be nsed easier
by the microorganism by liberating fermentable sugar in a
maone efficient manner than from chitin.
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Table 2 Biomass production in the different cubiune media after 14
days growth

Culture medium T. bargianum T, amoviride B Sokeni-
imgml™")  (mgml™")  foreis (mg
ml.")
H W Ch, - -~ 0Z2+02
HANCh, - - 13001
Mm/Ch,, 07=02 0505 04+0l
MmfCh, 12=04 19=02 15403
FDEBECh, 46+05 1703 26+02
Crapeck's'Ch, 0201 032011 04401
M-CWGF BE2=04 T4:04 17+04

E'.h, chitin prwder, C‘Ju{ colloidal chitin, Mm mimimal medium, PDE
Potates Dex trose Broth, M-CA8G-F muoshroom Chitn® lucen enriched
fraction

Figure 2(z, b and c. biomass curves) shows the growth of
T. harzianum, T. areviride and B. lNcheriformis in 2 culture
medium formulzied with M-ChiG-F as main carbon source.
Figure 2{a. b and c, activity curves) also shows the pro-
duction of chitinase by the three studied microorganisms
grown in & culture medium with M-ChWG-F as main carbon
source. These results show that Trichedersia produced more
chitinzse activity than B. licheniformis grown in the same
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culture mediom. In all three cases a8 maximum of produc-
tion is observed 261.5 mU L-" per day, 147.6 mU L~ per
day and &7.83 mU L~" por day at day 6. 9 and 6. afier which
the activity is drastically reduced, probably owing to induoc-
tion of protease production [21]. It was also observed that
the production of chitinase is lower in the cultue medium
formulated with colloidal chitin than in that formulated
with M-ChA5-F as main carbon soarce {resalts non shown).
The production of f-glucanases, the other main group of
enzymes imvolved in the degradation of mycelial walls
of pathopgen, is also indeced in the culture medium with
M-ChWG-F as main carbon source [11].

Taking into account the above resnlts, we focused our
work on Trichoderma as source for production of chitinase
using M-ChiG-F as carbon source for formulation of culture
mediom. Our results using M-ChiG-F ame similar to those
described by other groups wsing chitin-rich substrates such
as fungi cell walls [19, 20]. These results suggest that the
regulation of the expression of chitinzses and f-glucanases
in these fungi can be influenced by the amount and com-
plexity of the chitin and f-glucan present in the culture
medium. Fangal cell walls are composed mainly by 1.3
and f-1,6-gluecans (a glucose polymer) linked to chitin (Glc-
MAc polymer) via f-1.4 bonds. This chitin'glucan complax
is linked to other polysaccharides whose composition varied
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with the species (galactomannan, mannan and galacliosamin-
egalactan). These polysaccharides constitute 30-85% of the
mass of cell wall, while ghycoproieins constitute the remain-
ing A-15% [22].

The chitinases and plucanases emrymes ame constitutively
produced by Trichoderma, but in the presence of their sub-
strates (chitin, chitinoligosaccharides, glucans, glucamoli-
gosaccharides) the prodoction of these enzymes is clearly
induced [13, 24]. The induction of the hydrolytic activities
(chitinase and [-1,3-glecanase ) suggests that these enrymes
may be imvolved in the mycoparasitism process of T. harzi-
amer 3nd T, arroviride against pathogen fungi. In relation to
this behavior, it is known that chitin and f-1,3-glocans ame
structural components of the fungal wall, sugpesting that
chitinase and -1,3-glucanase produced by T harziomen and
T. atroviride are important elements of cell lysis enzymes
during mycoparasitic action [21, 15]. But probably other
enxymes are also imvolved in the process of call wall Lysis
of pathogens {mycoparasitism). To obiain more informa-
tion about the imvokvement of these and other proteins in the
mycoparasitism andfor cell lysis mechanisms. we studied the
sat of proteins excreted (secretome) by T harziomuen using
electrophoretic and prodeomic technigues.

Proteins of T. harzianwm growth on the cultore mediom
formulated with M-ChiG-F separated by SD5-PAGE are
shown in Fig. 3. As this figure shows, while only 14 bands
am clearly distingwished in Coomassie Bloe stained gel, in
the sitver stained gel 28 bands could be clearly detected;
three of them with molecular mass 82, 50 and 31 kDa conld
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Fig. 3 Electrophoetic spamtion by SDE-PAGE of proteins secmeed
by T. hor fariee growth on an M-ChiGF formuolated culture mediom.
Moleculer weight standards: myosin 201 kD, fgehciosidas
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cormespond to chitinase s secreted by T. harziareem in the
culture medium. However, when the gel lanes were divided
into three slices and each slice was individually “in gel”
processed with trypsin and the digested samples analyred
by protecmic procedures, 161 T. harziamim specific pro-
feins were identified, versus the 91 proteins identified when
T harzianum was grown in a colloidal chitin formuolated
culture medium (resulis not shown). This behavior is prob-
ahly due to the presence of glucans as carbon source in the
culture medium formulated with M-ChiG-F, which could
induce the production of fglucanases.

The current understanding of the enz ymes invobved in the
effiactive hydrolysis of complex substrates is greatly facili-
tated by the modern proteomics and bioinformatics tech-
nigues. The first proteomic investigation into the secretome
of Trichoderma, specifically in T. reesei [26], identified 36
prodeins, the majority of them linked to cellalose and hemi-
cellulose hydrolysis. Mone recently, studies using iTRAQ-
sysiems have enabled guantitative analysis of the secretome,
inwhich 636 secreted proteins were identified, 230 of them
(36%) associated with cellulobytic and profeolytic e neymes
|Z7]. In this study, 8 proteomic approach using nl.C-MS/
M5 was used to analyze the T. harzianen secretomes growth
for 6 days {maximom production of chitinase activity) on a
culture mediom with M-ChiG-F as main carbon source. In
total, 357 proteins wene identified in the supernatant—16&1
of them proteins specific of T. hargianum, and the rest (196
proteins) proteolytic fragments of the specific proteins, prob-
ahly generated by the secretion of protezses and peptidases
to the growth medium. Within the T. harziotum ssceiome,
N-terminal Sec-dependant secretion signals [28] wem iden-
tified in silico for B5 proteins (52.8% of the total proteins
detecied), with 76 secreted prodeins being predicted for T
harziamum. The presence of mone than £7.2% of the proieins
in the secretome without predicted secretion signals indi-
cates possible cell lysis, cell death or non-classic secretony
mechanisms.

The proteins secreted by T. harzigmum in 2 culture
mediom formulated with M-ChAG-F 25 main carbon source
wene grouped according to their biological function (Fig. &),
As can be observed, within the T. hergionum secretome, 60
proteins (37.3% of total secreted proteins) were identified
a5 having hydrolytic activity, and B0% of them having aly-
colytic activity (cellulase, hemicellulase, glucanase, chi-
tinase, pectinases and starch degrading enzymes), relevant
to cellulose, hemicellulose, glucan and chitin de gradation.
In addition to the glycolytic-relaied enzymes, the T. harzi-
ahurt secreiome contained a set of probeases and peptidases
(12 proteins), imvolved in lipid transport and metabalism
{# proteins), proteins implicated in o idation/reduction pro-
cesses (14 proteins), in cell wall biosynthesis and morpho-
penesis (& proteins), and 48 proteins with no-clear function.
0 special imterest for us ane the five chitinases described in
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Fig.4 Cirouping of soeied
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with M-Ch'(-F s main carbon
zouree, ancording to it bialogi-
cal function

Cal vl sy it asis morphog an s

Callubersa Irpden bysis
Hp ot orotging

this work which can be elated with the three bands found
by electrophometic studies.

Conclusions

The obtained results show that coltivation of T. harpiarum
in & coliure medium formuolated with M-ChiG-F, a cheap
and abundant fermentation medium, is a good procedure
for larpe scale production of ghycosidases, particularly chi-
tinases within a relatively short coltivation period of & days.
Emryme moovery by ultrafilimation. followed by athanol frac-
tionation, repesents 3 promising process for the preparation
of products with high chitinolytic activity (further studies
underway). Immobilization of these enzymes on nano- or
micro-particles as approprizie wehicle for their application
a5 powders or sprays for the treatment of insect pests or other
applications in hiocontrol is a pending goal.
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Hydrolytic enzymes production by Bacillus licheniformis growth on
fermentation media formulated with sewage sludge
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In this work, the production of hydrolytic enzymes by Bocillus licheniformis grown in media formulated with
sewage sludge as the main carbon and nitrogen source with induction by keratins has been studied. The three
main types of enzymes of industrial interest produced were proteases, lipases and cellulases. The addition of an
inductor, keratin in our case, improves the production of these enzymes to reach a productivity of 16.89 mU/mlL-
day, 0.25 mU/mL-day, and 0.51 mU/mL-day for proteases, lipases and cellulases, respectively. The secretion of
proteins and enzymes into the fermentation media was studied by electrophoretic and proteomic methods, which
revealed the pr ce of pr es, lip » and cellulases in the fermentation media, among other excreted
proteins, Our results show that the growth nf B. licheniformis in fermentation media formulated with sewage
sludge as the main carbon and nitrogen sources, supplemented with keratin from feather meal as an inductor
could be used for the industrial production of these enzymes, particularly of proteases.

Keywords: Hydrodgtic enzymes; Bociilus ichaniformis; sewsge sludge; proteases; Epases; oelulases.

Abbrevistions: GRAS: generally regarded as safe; ODDGE: com dried distillers grains with solubles; TCA: trichioroacetic acd; DMS: dinitrasalicglic
acid; EA: enzymistic activity; p-NFS: p-ritrophenyHg-glucopyrancside; MUE: Modified Universal Buffer: C8B: Coomassie Brillant Blue.

'Enrr:spmuing suthor: Jusn Bautists, Cepartment of Eicm:mistry ard Molecular Biob;:.-. I.In'r\.-zrsitt.- of Saville, Cf Professor Sarca Gonzalaz
R332, 41043-Saville, Spuin. Prona: £34 534335834, E-msil: jdosutBus ax,

Introduction enzymes in agricultural and environmental
applications has experienced a significant
Industrial application of enzymes began in the increase, mainly due to the development of new
mid-sixteen centuries, although its stable production methods using cheap culture media
implementation was not achieved until the mid- derived from agricultural products and wurban
twenty centuries, between 1950-1960 [1]. The residues [3].
main industrial applications of enzymes are in
the production of food, textiles and detergents, Maost industrial enzymes are bacterial enzymes,
representing approximately 90%: of the market although fungal enzymes have lately become
volume. Other applications, such as organic increasingly important, both quantitatively and
synthesis, medical and pharmaceutical qualitatively. Bacterial enzymes produced by the
applications, agronomic uses, etc., are much less genus Bocillus are of spedial interest for both
used [2]. However, recently, the application of research and industrial applications due to the
14
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high rate of growth of these bacteria and their
ability to secrete a high volume of enzymes into
culture mediem (20-25 gL} [4]. In addition,
these microorganisms are “generally regarded as
safe” [GRAS). The Bacilius strains considered of
industrial interest are the species B. licheniformis
and B. subtilis.

Orne of the major bottlenecks for the industrial
application of enzymes is the high production
cost, while the cultivation medium may
represent 30-40% of total production costs [5].
This has produced pgreat interest in the
development of efficient and cheap cultivation
media. Among the media developed to address
this issue, those derived from agroindustrial
byproducts (whey, brewers grains, rice bran,
defatted sunflower flour, and com dried
distillers grains with solubles {CDDGs)) and urban
wastes (water and sewage sludge) are two types
of promising substrates [E]. In addition to the
economic benefit associated with the use of
agroindustrial byproducts and urban waste,
another important advantage Is the resulting
contribution to environment maintenance [7, 8].
In industrialized countries, the high rates of
production of househeld and industrial liquid
waste results in a high polluting effect [9, 10].
The treatment of these wastes in depuration
plants generates two main products: purified
water and sewage sludge. While the purification
of water has received great attention, much less
attention has been devoted to the management
of sewage sludge, which is a dangerous source of
environmental pollution if not treated properly.
However, it has recently been shown that
sewage sludge, when adequately processed,
may serve as a useful substrate in the treatment
and regeneration of soil andfor as an
inexpensive cultivation media for the production
of microorganisms and enzymes [11]. Sewage
sludge is one of the most abundant and
inexpensive substrates available for the culture
of microorganisms and has practically zero cost.

Sewage sludge may be processed to modify
andfor adjust its physical, chemical, and
biological properties to yield acceptable material

15

for use as fertilizer andfor culture medium for
the production of substances of high added
value [12, 13]. Currently, sewapge sludge is
transformed mainly into bio-fertilizer, while only
a small portion is used for the production of high
value-added products such as enzymes. The goal
of this work was to study the use of sludge from
water treatment plants as a cultivation medium
for the production of hydrolytic enzymes
{proteases, cellulases, lipases, acid phosphatase,
and B-glucosidase) using Bacillus licheniformis.

Materials and methods

Microorganisms

Bacillus licheniformis strain 21415 provided by
the American Type Culture Collection [ATCC)
{Manassas, WA, USA) was wused for the
production of enzymes in this study. The bacteria
were stored frozen at -80°C and refreshed in LB
medium (10 g/l peptone, 5 gfL yeast extract, and
10 gfL NaCl, adjusted to pH 7) 24 h before
inoculation. Briefly, after thawing at 4°C
overnight, 2 mL of bacteria was inoculated into a
flask containing 30 mL of LB medium at pH 7 and
37°C, and then grown until the transmittance at
620 nm reached 20

Substrates:  Sludge  samples, medium
composition, and fermentation

Sludge samples were provided by the
experimental treatment plant of Carridn de los
Céspedes (Sevilla, Spain) of the CENTA
Foundation. Thickened sludge with a humidity of
90+15% was used both alone and in the
preparation of cultivation medium (table 1).
Culture medium was sterilized at 121°C for 30
min prior to inoculation to eliminate pre-existing
sludge bacteria. Six hundred mL sterile media
was ingculated with 20 mL inoculums and grown
over 14 days at 37°C with constant agitation (150
rpm). During growth, 10 mL samples were taken
each day and stored at -80°C until use for
measurement of biomass and enzymatic
activities, including protease, cellulase, lipase,
add phosphatase, and B- glucosidase.
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Table 1. Compositions of cutbure media formulations.
Imdwstaer (2] Insculwm (mlj
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Sample preparation

Samples were thawed at 4°C and either used
directly for biomass determination or
centrifuged at 12,000 = g for 20 min to obtain the
supernatant used for enzyme activity assays.

(1) Determination of biomass.

Biomass was determined indirectly by measuring
the protein contemt of samples at different
growth times using the Bradford method [14].
Biomass concentration was determined in
pe/mL by interpolation from a standard curve
plotting biomass (ug/ml) against protein
concentration [ugfmL) (Figure 1).

(2) Enzymatic assays
The supernatant cbtained after centrifugation
was used for determination of enzyme activities.

Protease activity assay

The total extracellular protease activity was
determined following the method described by
Beynon and Bond [15]. Briefly, 250 ulL of the
sample was mixed with 250 pl of a reaction
mixture containing 0.1 g azocasein and 0.2 mlL of
ethanol dissolved in 4.8 mL of 0.1 M phosphate
buffer at pH 7. Samples were then incubated for
10 min at 40°C. The reaction was then
terminated by adding 2.5 mL of 5% (w/fv) TCA
solution. The reaction mixture was centrifuged
at 10,000 = g for 2 min. The absorbance of the
supernatant at 440 nm was measured. One unit
of proteclytic activity was defined as the amount
of enzyme required to produce an increase in
optical density of 0.001.

Cellulase activity assay

The total cellulase activity was determined by
the method described by Galindo [16], modified
for application to cellulolytic enzymes. Briefly,
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250 ul of a 2%: soluble microcrystalline cellulose
{Avicel PH-101, Sigma- Aldrich, Barcelona, Spain)
solution in 0.1 M acetate buffer (pH 5) was
incubated with 250 pL of the sample for 2 hours
at 37°C. The reaction was stopped by adding 1
mL of DMNS reagent, and the mixture was heated
to 95°C for 10 min. The reaction mixture was
then cooled to room temperature and the
absorbance at 575 nm was measursed. A
standard curve was obtained wsing glucose for
used in the calculation of cellulase activity. One
unit of cellulase activity was defined as the
amount of enzyme requirad to liberate 1 mg/mL
of reduced sugars into the test solution.

Lipase activity assay

The total extracellular lipase activity was
determined using a modified version of the
method described by Kilcawdey et al. [17].
Briefly, 1.75 mL of buffer (0.1 M sodium
phosphate pH 7, 0.15 M MNaCl, and 0.5% (v/v)
Triton-X) was mixed with 0.25 mL of sample that
had been previously centrifuged for 30 min at
12,000 = g, along with 20 pL of 50 mM p-
nitrophenol laurate in acetonitrile. This mixture
was then incubated for 30 min at 37°C
Afterward, the mixture was cooled in an ice bath
for 5 min, then centrifuged for 1 min at 9,000 =
g. The supernatant absorbance at 400 nm was
measured. Activity was quantified using the
molar extinction coefficient of p-nitrophenol
{14,800 /M-c) at 400 nm. The activity units
were defined as one unit corresponding to the
release of 1 nmol of p-nitrophenol/min-mg
protein under the test conditions.

8-glucosidase activity assay

The B-glucosidase activity was determined using
the colorimetric method described by Evazi and
Tabatabai [18] with slight modifications. Into 250
L of the sample, 2 mL of modified universal
buffer (MUB, pH &) and 0.5 mL of p-nitrophenyl-
F-glucopyranoside 25 mM (7.53 mg/mL) were
added. The mixture was then incubated at 37°C
for 30 to 60 min. The reaction was stopped by
placing the mixture in an ice bath. Subsequently,
2 mL of 0.5 M NaCH was added and the solution
absorbance at 400 nm was measured. The
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Figure 1. Standard curve of Diomass wersus protein concentration for Baciius Fohanifoermis grown in & defined medium.

enzymatic activity (EA) was expressed in pmol/g
of sample-min and was calculated by the
following formula:

EA=CxV /T=xG

where C is the concentration of liberated p-
nitrophenyl (mM); V is the sample volume (mL);
T is the incubation time (min); and G is the
sample weight (g). One B-glucosidase unit of
activity was defined as the amount of B-
glucosidase needed to release 1 nmol p-
nitrophenal from p-nitrophenyl-g-
glucopyranoside in 1 min under the spedfied
conditions.

Acid phosphatase activity ossay (APHA)

Acid phosphatase activity was determined by the
method established by Tabatabai and Bremmer
[19] with slight modifications. The procedure
was initiated by creating a mixture containing
250yl of sample, 2 mL of MUB, pH &, and 0.5 mL
of p-nitrophenyl-phosphate 25 mM  [9.28
mg/mL). This mixture was incubated at 37°C for
30-60 min. Afterward, the samples were cooled
i an ice bath to stop the reaction. Then, 2 mL of
0.5M NaCH was added to the sample and the
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solution absorbance at 400 nm was measured.
The EA was expreszed in umaolfg of sample-min
and was calculated by the following formula:

EA=CxV/TxG

where, C is the concentration of liberated p-
nitrophenyl (mM); V is the sample volume (mL);
T is the incubation time (min); and G is the
sample weight [g). One phosphatase unit of
activity was defined as to the amount of acid
phosphatase needed to release 1 nmol p-
nitrophenal from p-nitrophenyl-phosphate in 1
min  under the spedfied conditions.
Spectrophotometric detection of the artificial
maolecule p-nitrophencl manifesting yellow as a
product of acid phosphatase activity was used to
quantify the enzyme activity in these samples.

Protein assay

Protein concentration was quantified by the
method described by Bradford, using bovine
serum albumin as the protein standard [14].

505-PAGE protein profiling

The extracellular protein profile was investigated
by SDS-PAGE anmalysis. After acid-acetone
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precipitation of the supernatant obtained after
fermentation broth centrifugation at 12,000 x g,
the pellet was solubilized in sample preparation
buffer {1 mM Tris—HCl, pH 6.8) containing 5%
[wifv) 505 and 7% (vi'v) B-mercaptoethanaol. The
samples were kept at room temperature for 2 h
and then centrifuged at 12,000 = g for 15 min.
The supernatant was collected and run on 12%:
SDS-PAGE gel in triplicate, with each run
containing 20 pl of supernatant (approximately
50 pg of protein) and 5 pL of loading buffer (0.5
M Tris-HCI, pH 6.8, 50% (v/v) glycerol, 108 (wiv)
SDS, and 5% (v/v) bromophenol blug). The
samples were boiled for 5 min, centrifuged at
10,000 = g for 10 min, and cooled before being
loaded on the gel. Electrophoresis was carried
out at constant intensity (25 mA) using a Tris—
glydne buffer system containing 0.1%: SDS until
the bromophenal front ran off of the gel. After
completion of electrophoresis, the gels were
stained with Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-
250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and/or silver
staining solution (GE Healthcare, Barcelona,
Spain) and digitized on a Gel Doc™ XR + Imaging
system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Zymogram analysis

Proteolytic  activity was detected via
electrophoresis on 12% polyacrylamide gels
prepared with 1% SDS and 0.1% (w)/v) gelatin.
After completion of electrophoresis, the gels
were incubated in 0.05 M Tris—HO buffer (pH
8.0) containing 2% (v,/v) Triton X-100 at 35°C for
1 h, and then again in the same buffer without
detergent at 35°C for 3 h. After CBB staining and
subsequent destaining, proteolytic activity was
determined from the presence of non-stained
zones and bands on the stained background
composad of nondigested gelatin [20].

Proteomics

A proteomics study was carried out according to
the procedure described in Parrado et al. [21].
Briefly, to remove contaminants such as cells and
debris in suspension, the samples were
centrifuged at 12,000 = g for 20 min and the
supernatants were recovered. Then, 10 pl of the
supernatant was treated with 40 pl of methanol
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and vortex mixed for approximately 1 min. 10 pl
of chloroform was added and the mixture was
shaken again for 1 min before 30 plL of Milli-0
water was added and mixed well. The mixture
was centrifuged at 14,000 = g for 5 min and the
supemnatant was removed. 30 pl of methanol
was added to the pellet and the mixture was
vortexed again for 1 min. Samples were
centrifuged at 16000 = g for 5 min. The
supernatant was discarded, and the pellets were
dried by lyophilization. The pellet proteins were
resuspended in Milli-Q water. A total of 30 pg of
resuspended protein was added into 30 pl of 6
M wrea, 200 mM ammonium bicarbonate, 10
mh DTT and allowed to remain at room
temperature for 30 min for protein reduction. 10
pL of 100 mM iocdoacetamide was added to
promote protein alkylation, and the samples
were kept at room temperature in the dark for
30 min. Samples were then dialyzed against
Milli-C water until the urea concentration was
below 0.1 M and subsequently treated with
trypsin (Promega, Madison, W1, USA) in a
protein-to-enzyme ratio of 50:1. Digestion was
carried out at 37°C overnight. The mixture was
then addified with TFA and concentrated using a
Speed C1B8/18 column (Applied Separations,
Allentown, PA, USA). Peptides were eluted in
400 pL of 70% acetonitrile containing 0.1%: TRA.
After the samples were completely dried, they
were resuspended in 15 pl of 5% acetonitrile
containing 0.1% formic acid for use in tandem
liquid chromatography—mass spectrometry (LC—
M5} analysis. LC-MS analysis was performed ina
Surveyor HPLC system in tandem with a Finnigan
LT mass spectrometer (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). A total of 5 plL of
sample was injected into a C18 PepMaplO0-
Precolumn Cartridge (Dionex, Metherlands) for
pre-concentration and washing, then resolved in
a Biobasic C18 75 pum = 10 cm column
{ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Peptides were eluted at a nominal post-split flow
rate of 250 L/min using a 120-min gradient of 5%
acetonitrile with 0.1% formic acid to 40%%:
acetonitrile with 0.1% formic acid. The LTQ mass
spectrometer was run in positive-ion mode using
the nanospray source. The spray voltage was set
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at 2 kV, and the capillary temperature was set to
170°C. The samples were scanned in the range of
400-1500 m/z using the full scan mode, and
data-dependent MS5/MS analysis with collision-
induced dissociation (CID) was performed on the
top five ions with dynamic exdusion. The data
was corverted to SEQUEST format (DTA) and
compared against the NCEI database ([version
11/10/2007) wusing an in-house MASCOT
[{Matriosscence, London, UK) search engine with
taxonomy restrictions set to Firmicutes and with
carboximethylated oysteine as a fixed
modification.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using 3PS5
13.0 software (SP55 Inc, Chicago, IL, USA). All
experiments were completed in triplicate, and
the mean of the three data sets is presented for
each experiment. A level of significance of @ <
005 was used to calculate significant

19

differences. One-way ANCVA analysis revealed
that the results of the triplicate analyses for each
experiment did not differ significantly.

Results and discussion

In an attempt to find an abundant and cheap
cultivation medium for the production of
hydrolytic enzymes using Bocillus Foheniformis,
we present in this work the results obtained
from the use of sewage sludge as the main
fermentation source in the culture of B
licheniformis. As observed in figures 2 to 4,
measurement of the protein  production
indicated that the microorganism grew well,
although the biomass production was not high
{2.76 pg/ml). Biomass estimation was carried
out by protein determination using the Bradford
method. As figure 1 shows, a linear relationship
(A2 = 0.995) between protein concentration and
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dry biomass was observed, from which biomass
concentration can be estimated by interpolation.
Figures 2 to 4 also show hydrolase production by
B. licheniformis grown in media M1, M2, and M3,
spedfically, proteases, lipases, and cellulases.
Among these hydrolases, proteases are of the
highest industrial interest. Proteases (EC 3.4 21-
24 and 99) are industrially useful hydrolytic
enzymes that cleave peptide bonds between
amino acid residues and are the dominant
enzyme in the worldwide market. Two-thirds of
the proteases produced annually are used in the
detergent  industry.  Microbial proteases,
especially from Bocillus species, have
traditionally comprised the predominant portion
of industrial enzymes on the market. The major
application of microbial proteases is in the
formulation of wvarious detergents, which
constitutes a significant share of worldwide
enzyme sales [22]. Many bacteria in the genus
Bocillus excrete large amounts of enzymes into
culture medium. Alkaline serine protease, one of
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the most important enzymes industrially, is
excreted into culture medium by strains of B.
licheniformis or B. pumilus [23]. These alkaline
proteases (ie., subiilisin) operate in a high
alkaline pH range of 8.5-10 and are thus optimal
for use in the formulation of detergents. In
addition to their use in the detergents industry
[24], these alkaline proteases have several other
industrial applications, incuding in  the
production of foods, pharmaceuticals, leathers,
and diagnostic reagents [25]. Proteases are also
used for the bioconversion of chitinous matenals
as a waste-treatment alternative for the disposal
of shellfish wastes [26, 27]. As shown in figure 2,
B. licheniformis produces extracellular proteases
during exponential growth and at the start of the
stationary growth phase [28], after which point
the production decreased. The analysis of the
results obtained in medium M2 {without the
addition of feather meal) and M3 (with added
feather meal) show that the production of
proteases by B. iicheniformis is induced by the
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presence of feather meal. In both cases, it was
also observed that the protease production
activity became decreased if the stationary
growth phase was prolonged. Therefore, we
harvestad the fermentation after & days of
growth. The productivity at the point of
harvesting was 16.89 mU,/mL- day in medium M3
and 9.22 mU/mL- day in medium M2. Our results
are in accordance with those previously reported
by other authors [21, 28, 29, 30]. Baracellular
protease producticn in microorganisms is highly
influenced by media components, induding
variations in the carbon/nitrogen ratio, presence
of some easily metabolizable sugars such as
glucose [28, 29), and presence of metal ions [30].
In addition to these factors, several other
properties such as aeration, inoculum density,
pH, temperature, and incubation time were also
found to affect the amount of extracellular
protease produced [31, 32]. Glucose and
peptone were found to be important factors in
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enhanang the formation of alkaline protease,
specifically (figure 2). Protease production is only
of industrial interest if the microorganisms that
produce substantial amounts of extracellular
enzymes can be grown well in an easily prepared
and low-cost medium. The use of sewage sludge
amended with the soluble sugar fraction of
agroindustrial by-products (beer bagasse, sugar
bagasse, rice bran, etc.) as fermentation media,
such as media sample M2 and M3 in this study,
to achieve these reguirements could
substantially improve the industrial production
of proteases (Bautista et al, unpublished
results). The recovery of proteases from
fermentation broth was carried out by
continuous centrifugation of the fermentation
broth on a non-foaming disc centrifuge and
subsequent recovery of the filtrate and
discarding of the cake. The clear filtrate was then
concentrated by ultrafiltration using a 50 kDa
ultrafiltration membrane, and the resulting
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uitraconcentrate was precipitated with the
addition of 80% ethanol. The precipitate was
then liophylized or dried with air at 30-40°C.
Lipases are a group of enzymes of which the
main function is the hydrolysis of triacylglycerol
in a lipid-water interphase. This group of
enzymes is of special interest in many industrial
sectors, such as the detergent industry, food-
industry and chemical and pharmaceutical
industry [33]. B. licheniformis has been described
as a major producer of lipases; therefore, we also
studied the production of lipases by this
microorganism in the media formulated with
sewage sludge used in this work. Figure 3 shows
the production of lipases in the three tested
media formulations. These resuits show that the
addition of feather meal also induced the
production of lipases. This induction could be
attributed to the relatively high fat content of
the feather meal (8.4%). However, in this case an
important difference was observed in lipase
production by B. licheniformis in the two media
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Myosin 201 kDa, 3-Galctozicase 114 kDa, BSA 74 kDa,

trypsin inhiditor 27 kDa, Lysozyme 17 kDa, Aprotinin 6 kDa).

formulations. In medium M2, the production of
lipase was observed from the beginning of
bacteria growth, while in medium M3, the
production increased drastically after 4 days of
growth. In both formulations, the lipase
production level was maintained between days
5-9, after which point the lipase concentration in
the medium decreased sharply, probably due to
the actions of proteases. Therefore, the lipase
productivity at day 8 was used to evaluate lipase
production and was estimated as 0.25 mU/mL-
day (figure 3). The production of enzymes that
degrade cellulosic material, such as cellulases, is
of great impertance in the development of new
biorefinery approaches to produce biofuels and
high value-added products through
fermentation. Therefore, the development of
abundant and cheap sources of cellulose-
degrading enzymes is necessary. For this reason,
we also tested the production of cellulases by B.
licheniformis in media formulated with sewage
sludge. Figure 4 shows the production of
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cellulases by B. licheniformis grown in media
formulations M1, M2, and M3. The production of
cellulase in medium M2 started at the beginning
of bacteria growth, likely due to the presence of
cellulosic materials in the sewage sludge.
Cellulase production reached a maximum after 5
days of bacteria growth, with a productivity of
0.51 mU/mL- day. Surprisingly, the addition of
feather meal also induced the production of
cellulolytic enzymes, although this induction was
less promounced than that seen for proteases
and lipases. The cause of this induction remains
obscure. In addition to protease, lipase and
cellulase activities, other enzyme activities, such
as those of B-glucosidase and acid phosphatase,
were also tested in the supernatant from the
growth of B. licheniformis in media formulations
M1, M2, and M3. No enzymatic activities beyond
those of proteases, lipases, and cellulases were
detected (figure 4).

Proteases, lipases and cellulase are inherently
produced by B. licheniformis, but in the presence
of feather meal, the production of these
enzymes was clearly enhanced, particularly in
the case of proteases and lipases [21]. Induction
of the production of these enzymes with
hydrolytic activities suggests that these enzymes
are involved in the utilization of insoluble C- and
MN-sources for B. licheniformis survival when
soluble C- and N-sources are low. Other enzymes
are likely also involved in this adaptation
process; therefore, we analyzed the set of
proteins  excreted  (secretome) by B
licheniformis  using  electrophoretic  and
proteomic technigues.

The proteins produced by B. licheniformis grown
in the media formulations M1, M2, and M3 were
separated by SDS-PAGE analysis and are shown
in figure 5. As these results show, the excretion
of proteinsfenzymes into the growth medium
was greater in mediums M3 and M2 than in M1
as a result of the enhanced growth of B.
licheniformis. Zymographic analysis showed that
in both M2 and M3, three main protease zones
can be detected—one approximately 75 kDa and
other two approximately 34 and 27 kDa. In order
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to study the set of proteins secreted by B
licheniformis grown in media formulated with
sewage sludge (M2 and M3), we used a
proteomic approach based on the shotgun
procedure. In the presence of a culture medium
that includes feather meal as an inductor, B.
licheniformis is capable of excreting various
kinds of enzymes in order to degrade the
components of the medium and, thus obtain
nutrients required for survival [34-37] (figure 5).
Most Bacillus sp. initiate a series of transitional
responses that are designed to maintain or
restore growth under different environmental
conditions, including the induction of
macromolecular hydrolases, such as proteases,
lipases, and polysaccharidases. Enzymatic
induction through addition of materials to the
substrate has been described for Bacilius. For
example, xylane addition induces the excretion
of xylanases and other glycoside hydrolases [38],
and substrates formulated with olive oil, an
important inductor and source of lipids, induces
the synthesis and excretion of lipases [34]. The
results obtained in this study show that feather
meal can be used as a N-source for the growth of
B. licheniformis and can also act as a strong
inducer of the secretion of hydrolytic enzymes,
specifically, proteases, lipases, and to a lesser
extent, cellulases, and other proteins and
enzymes. The proteins and enzymes secreted by
B. licheniformis grown in medium M3 was
characterized by a proteomic approach using the
shotgun procedure, and the results are shown in
table 2. The analysis of exocellular proteins
excreted by B. licheniformiz in medium M3
showed a relatively low diversity of proteins
compared to that found in other fermentation
media, such as dextrose broth [21] (table 2). The
main proteins andfor enzymes secreted were
hydrolases (> 80%), and of these, the protease
keratinase (KerA) is of special relevance. This
enzyme is  typically produced when B.
licheniformis is grown in a media with primarily
insoluble N-sources, such as keratins. In addition
to promoting the hydrolysis of keratins,
keratinase is capable of hydrolyzing a broad
range of protein substrates and, therefore, has
many potential agricultural and industrial
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Table 2. kdeptifieg sxtracsiulsr pruw'n:."mrpn!: serreted by Baoiius .'.hnn{rom:lis E'ruwnl'n medium M3

Queries
Protein name Mass (Ida) Score | Matched = emPAI*

KerA, Subtilisin precarsor 31,266 40 18 1.02
Chain A, Chitosanase 435 468 16 (.44
Clveaside hydrolase family 14 protein 79,565 419 9 022
Glveoside hydrolase family 15 protein 66,111 73 5 0.10
Coamma-glutamy livanspeptidase (Get) 54,048 i | 3 0.10
Flagellin 3.201 218 3 021
Extracellular serine protease 85,573 184 5 0.08
Hypothetical protein BLOO2TS 14,050 173 o 0.24
Putative acylaminoacyl-peptidase YuxL T73.549 109 2 004
Chitosanase 0618 348 11 0.37
Tntracellular serine protease 13 888 232 7 0.45
Superoxide dismutase 12530 187 11 0.51
Aletalloregulation DN A-binding stress 17.905 157 4 0.19
protein

Aletal-dependent hydrolase 14831 122 2 0.10
Chitosanase 19,722 114 3 0.17
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applications. Gamma-glutamyl transpeptidase
(GGT, E.C. 2.3.2.2) was another minor protein
found in the fermentation solutions examined.
This protein catalyzes the transfer of the y-
glutamyl moiety from y-glutamyl compounds to
a variety of amino acids and dipeptide acceptors
[39, 40]. The hydrolytic and glutaminase
activities involved in this process are used inthe
food industry for debittering amino acids. GGT
has also been suggested to assist swubtilisin
during its action on keratin [41]. B. licheniformis
was found to secrete extracellular GGT and
keratinase during keratin degradation processes.
Keratinase in the presence of GGT exhibits an
extended substrate spectrum, cleaving all types
of keratins. The complex thus exhibits better
catalytic properties when GGT is present, a
characteristic which can be exploited in various
biotechnological applications [42].

Conclusion

These results demonstrate the successful culture
of B. licheniformis in a medium formulated with
sewage sludge as the main source of carbon and
nitrogen with added feather meal (keratin) as an
inductor. This formulation is a cheap and
abundant fermentation medium that can be
used for the regular production of hydrolases,
particularly proteases and lipases, on a large
scale in relatively short culture pericds of 5 and
5 days. The subsequent recovery of these
enzymes through continuous centrifugation and
concentration by ultrafiltration, followed by
fractionation with ethanol (actually underway),
could be a promising process for the preparation
of products with high proteclytic and,or lipolytic
activity for inclusion in enzymatic formulations
for food production and agro-industrial uses.

Acknowledgments
We are grateful to the Spanish Ministry of

Sdence and Innovation for the financial support
of this work (project RTC-2015-4035-2), which

25

has partial financial support from the FEDER
funds of the European Uniomn.

Reference

1. Podsima J, MacCabe & 2007, Laccases: Bl'obEiml Funictions,
Mplecular Structure and Industrial Applications. industrial
Enzymes. 261-475.

2. Hmzan F Shsh A4, Hamesd & 3006 huusuiula.:pl':uﬁunsuf
miicrobisl lipases. Enzyme Microb. Technol. 38:233-231.

3. Aehle, Wolfgang. 2007. Enzymes in ndustry: Production snd
Appicutinns. Ed. 3rd. Germany: WILEY-WCH Verlag GmbH &
Con.

a4, Schalimey M, Sinsh A&, Ward OF. 2004. Developments N e
use of Bacillus speces for industrial production. Can. )
Microbiol. 30:1-17.

3. Gessesse A 1597, The use of Hug meal as a low cost substrate
for the production of alkeline protease oy the alkaliphilic
Badillus sp. AR-D0S and some properties of the enzyme
Biorescur. Techral. 63:39-61.

6. Mukhtar H, Hagq | 2013 Comparative Evalustion of
Agroindustrial By-products for the Production of Akaline
Protease by Wild and Mukant Strains of Escillus subtilis in
Submerged and Solid State Fermentation. Scientific Worid
Journal. hitp://du.doi.org 10,11 53/2013/338057.

7. Romero El, Bautists ID, Sarcia-hartinez A M, Cremaces O,
Parrado J. 2007. Bioconwersion of com distiller's dried grains
with solubles |:CI:II:IES| to  sstracellular protessss  snd
peptomes. Process Biochem 42:1452-1457.

8. Zharg XZ, Sathitsuksanoh KW, Zhu Z, Inang ¥HP. Z011. One-
step production of ksctate from cellulose as the sole mrbon
source without any other organic nukrient oy recomoinant
cefiulolytic Eacillus subtiliz. Metab. Eng. 13:364-372.

5. {astells X. 204X Recidaje e residwos industrinles. Ed. 2da.
Spain. 1-28.

10 F_EII:mrE B, Dmve &, 2003 Tnxin't'llof mp::rl’n sewaze shudge.
Environ Int. 28:761-759.

11 Colbmer Mandoza Fl, Sallsrdo I:quien:b A, Booles Martinez
F. Bowves Ma O, Prats L. 2041, Waste water treatment plants:
Possibilities of recowery for different digested sewsge
shudzes. Eng. 14-3:177-150.

12 Buwsal 1950, Swiss Federsl Depsrtment of the Int=rice,
Envirommeantal Protection Azenry, personal oom mumication.

13, Garci C, Gil F, Herndndez T, Trasar C. 2003. Tecnicas de
Andlisis o= Pardmatros Bioquimicos en susios. Medics oe
Actividades Enziméticas ¥ Biomasa Microbians. Editorial
Mundi-Prensa. Espaia.

14. Bmacford MM. 1375 A rapid and Sensitive Method for the
Qusntitation Mim:!;rum Ouantities of Protein uﬁizn'n; Ehe
Principle of Frotein-Dye Binding. Anel. Biochem. 73:348-230.

13. Beymon R, Bond J5. 1983, Pm‘baur:."lic enzymes: a oracticsl
approach. Ouford: IAL Press at Ouford University Fress. 33

16. ‘Galindo 1. 2001. Fermentscon microcisna ruminal Y pasaje
hacia ks partes :mjus dal tracho Eumht:stiml o arboles,
srbustos y leguminosas. Memorias del curso “Sistemas

Pagina|



ANEXOS

Journal of Biotech Research [ISSM: 1944-3285]

2018: 9: 14-26

17

1

7.

silvopastoriles, una opcion sustentalle™. Tantakin, MErics.
13z,

Iﬁ'l:u'#l:',- EM, Wikirson MG, Fox PF. 2002 Determination of
key enzyme activities in commercal peptidase and lipase
preparetions from microbial or snimal sources. Emzyme
Microb. Technol. 31:310-320.

F Efeazi, Taoatsbai M. 1550, Factors uﬂacﬁns Eiul:usu'dus: ard
galactosidase actiities in soils. Soil Biol. Bischem. 22:391-
B57.

Tabataosi MA, Bremmer . 1355, Us= of p-ni'hﬂuphenllll
phosphate for as=ay of soil phosphatase actiity. Soil Biol.
Edochem. 1:301-307.

Jelloul K, Gharbe I-B-elh.:u._i O, Ayed HE, Panni L, .ﬁ.E;re:i &, Masri
M. 2041. Akaline-protease from Eadilus licheniformis MFL:
FPurification, chamacterization and Dot a.:pi:utiun o
geterzent additive and for shrimp wasts deproteinization.
Fropees Biochem £6:1248-1256.

Farraco J, Rocriguez-Morgado B, Tejsda M, Herndncsz T,
Sarcis C. 2014. Prokegmic analysis of enzyme production oy
Eacillus licheniformis wsing different feather wastes as the
sole fermentation media. Enzyme Microb. Technol. 37:1-7
Supts ®, Beg OK, Enan 5, Chaunan B 2002, &n oVErieEw On
fermantstion, downstream prn-cusinE mnd pmp-u‘h'e: of
microial akaline protesses, Apol. Microsiol Eiotechnol
E0c3EL-353.

Ward OF, Prot=inasas, in: Microbial Enzymes  and
E-fat:mnnbﬂ |W. M. FuEurl',-_.ed.]..h_'lp lied Science, London,
PR. 232317,

KH. 2004 Detergent
Eiotechnol 19:330-334.

Gupts R, Beg OK, F Lorenz. ZOOZa. Bacterisl akaline
prot=ases: molecular approaches and industrisl applications.
Appl. Miorobiod. Bigtechnal. 35:13-32.

rang, JK, shih IL, Tzeng ¥ M, Wang 5L 2000 Pruodusction and
purificetion of protesse from & Bacillus subtilis that can
deproteinize orustacean wastes. Enzyme Microb. Technal.
2E-40e-413.

Marni L, Jelloul K, Ghur::l-ﬂ:lluuj a, .!.Erzbl' R, Hmddsr &,
Sellami Kamoun A, Hasr M. 2010, An coicant- ard solent-

Maurer proteases. Curr. Opin.

stable protease produoed by Bacillus cereus 5V application
in the ceproteinization of shrimp wastes and as & lsundry
detergent mdditive, Appl Microbiol. Biot=chnol 150:2308-
2321

Kole MM, Drager |, Serson OF. 1982, Production of protease
by Bacillus suibtilis using simultaneous conkrol of glhucose and
ammonism concentrations, | Chem Technel Biotechnol.
41:157-205.

Ferrero MA, Cartro SR, Abate O, B-'u.'Euri M, Sireariz F. 1955,
Thermastable akaine protease of Badillus Echeniformis MIR
25:  isolstion, pruuuctiun snd charscterization,
Microbiol. Biotechnol. £5:327-332.

Warsls H, Ferrar BAD, B:ID:rujrli: L. Weyrsuch R, Lopersna
ML. 1956 Short Communication: effect of
composition on the production by & new Bacillus suotilis
iso bt of protense with FI'D'11[';I-I15 unhuir'nE ul:tiu'it'r'_. Wiarld J.
Microbiol. Biotechnol. 12:643-543.

Apal.

medium

Pagina|

26

ER

32

33

ELS

ErS

35

ELE

a1

4z

Hamieed A, Kashawarz T, Evans £ 5. 1599, Effect of dissolved
oxygen tension snd pH on the production of extracefiular
protease from B new izt of Bacillus subtilis K2, for use in
lesther processing, | Chem Technol Biotechnol 74:3-8.
Mehete PH. Shish WD, Kothari RM. 1983, Frofiles of skalins
protease oroduction a5 & furction of composition of the shert,
Bge, transfer and molate pumosr and prvlrs'ulnsi:ul stats of
cutture, Biotechnol. Latt. 7-:413-448

Pabel &K SinEmniu RR, Fandey A. 2046 Prosduction,
Purification, and k:pli:u‘h’an of Microbial Enzymes. In:
Bl'ntedmnbg,- ufMi:mbfalEm‘,-ms. Producteon, Bl'umhl‘lm's
and Incustrial Aop fcations. Edited oy: Brafimachan 3,
Demsin AL, Adrio JL Chapter 2, pp. 1341, Acsdemic Prass,
Smchaikul 5, Sookiheo 8, Topanuruk 5, Jusn HF, Phutraiul 5,
Chen 5T. 2002, Eioinformatics, functionsd geno mics and
proteomics study of Bacillus 5p. ). Chromatogr. B 771-261-87.
\l’uia‘t B, Scheweoer T, Becher O, Ehrenraich &, Sotischalk 5,
Feesche ), Misurer £H, Hecker B, 2004 & prn-‘benmic wiew of
cell physiology of Bacillus licheniformis. Protecmics. 4:1483-
1450,

Harwood C, Cranenourgh R. 2007 Bacillus protein secretion:
&n unfolding story. Trends Microbiol. 16:73-75.

Wam Dyl U5, S=kkm M, Sakks K, Fletsche: Bl
Idantification of endoglucanasss, rylanases, pactnmses snd

20400

mannanases in the multi-enzyme compiex of Eadllus
licheniformis 5WDd. Enzyme Microb. Techmol. 47:112-113.
Chiu P, Yap MK, Wu C¥, Huu|15 CM, Pam FM, Tben; bAJ, Chen
5T. Z000. A proteomic analysis of secreted proteins from
wjlar-induced Badillus sp. strin K-i  Electrophoresis.
2A-1740-1745.

Suzuld H, Izuks 5, Minami H_.Ml"f'ukmu H, Ishinara 5, Kumusui
H. 2003. Use of Dacterial glutamylttranspepticase for
enzymatic synthesis of glutamyl compounds. Appl Environ.
Miorobiol. §9:6395-6404.

Wu 0, ¥u H, Zhang L, Yao J, Cuysng P. 2006. Production,
purification and properties of y-ghutamyitranspeptidase from
B neEwly solated Bacillus suntils MX-2. ). Mal. Catal., B Emzym.
43:113-117.

Tiwur,- E, Gupts A 2010s. Suhtilisin-ﬁumma.-ﬁll.m'nllll
transpepticase: & nowel combination as ungual enhancer for
prospective topical application. J Fhiarm Sci. 359:4B66-4573.
Tiwary E, Gupts R. 20100. Improved catalytic efficiency of &
cglutamytranspeptidase Eacillus
licheniformis in presence of subtilisin. Biotechnol. Lett
32:-1137-1141.

MAONG meEric trom



ANEXOS

Pagina|




