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RESUMEN

En el presente trabajo se muestra la caracterizacién quimica de un producto obtenido a partir de los efluentes de
la fermentacién del hongo entomopatégeno Verticillium lecanii. Los experimentos se llevaron a cabo en un
fermentador de 500 litros utilizando un medio compuesto por miel final de cafa y fosfato dibdasico de amonio. Los
sobrenadantes obtenidos por centrifugacion fueron concentrados en un evaporador al vacio y secados en un
secador por aspersion en presencia de sulfato de amonio (10%). El producto obtenido tiene una humedad de 5%
y una actividad proteolitica de 3.32 mg/g, siendo estable en el tiempo hasta 1 afo a temperatura ambiente. Los
resultados mostraron que a partir de la hora 16 de fermentacion los caldos libres de células presentan actividad
proteolitica, lipolitica y antimicrobiana, incrementandose el diGmetro del halo de hidrélisis e inhibicién respectivamente
a medida que transcurre el tiempo de fermentaciéon. La caracterizacién quimica del producto por electroforesis en
geles de poliacrilamida mostré que las enzimas proteoliticas se encuentran en un rango de 43 a 68 kDa, asi como
otros compuestos polipeptidicos con propiedades antibiéticas y un amplio perfil de acidos fenélicos.
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ABSTRACT

Metabolites produced by the entomopathogenic fungus Verticillium lecanii. The present paper shows the
chemical characterization of a product obtained from the fermentation residues of the entomopathogenic fungus
Verticillium lecanii. Experiments were carried out using a 500 L fermentor with a simple medium composed of sugar
cane molasses and di-ammonium phosphate. The supernatants obtained by centrifugation were concentrated in a
vacuum evaporator and dried in a spray dryer with 10% amonium sulphate. The dry powder obtained had 5% humidity
with a proteolytic activity of 3.32 mg/g, it was stable for time up to 1 year at room temperature. The results showed
that after 16 hours of fermentation the cell-free broths showed proteolytic, lipolytic and antimicrobial activity and
the development of degradation or inhibition zones were higher when the fermentation time was increased. Chemical
characterization of the product by SDS-PAGE showed that the proteolytic enzymes were in a range of 43 to 68 kDa.
On the other hand, other polypeptidic compounds with antibiotic activities and a wide spectrum of phenolic acids

were in the dry powder obtained from this fungus.

Introduccién

Los estudios realizados de | os efluentes de lafermen-
tacién en cultivo liquido del hongo entomopatgeno
\erticilliumlecanii, han demostrado la produccion de
enzimas con actividad amilolitica, quitinolitica,
lipolitica, proteolitica, corroborandose esta Ultima
mediante electroforesis en geles de poliacrilamidaen
condiciones desnaturalizantes[1, 2].

Por otro lado, otros autores han reportado que este
hongo segrega una sustancia dafiina a los huevos de
nematodos del género Meloidogyne, por lo que
presenta potencialidades promisorias para su empleo
como controlador de neméatodos[3-8].

Den Belder (1994) y Bonants (1995) reportaron la
purificaciony caracterizacion de las proteasas
extracelulares de los filtrados del hongo P. lilacinus
crecido en diferentes medios, encontraron que tienen
una proteasa con unamasamolecular de 33.5kDa, un
pH 6ptimo de 10.3, una temperatura 6ptimade 60 °C
y un punto isoel éctrico por encimade 10.2, demostraron
ademés que las mismas estaban involucradas en el
ataque de este hongo alos huevos delos nematodos. El
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andlisis de secuencia de aminoéacidos mostré que son
atamente homodlogas a las proteasas subtilisinas, las
cuales son proteasas tipo sering, y demostraron que
degradan lacubiertade |os huevos delos nemétodosy
gue por tanto tienen actividad nematicida [9, 10].
Resultados similares obtuvimos nosotros empleando
un crudo enzimatico en polvo apartir de los efluentes
del hongo Verticilliumlecanii [6].

Varios autores han reportado la presencia de sus-
tancias antibidticas de naturaleza peptidica en los
efluentes de diferentes hongos; |0s mismos mostraron
por andlisis de HPLC y RMN que el P. lilacinus
excretaen condiciones al calinas unasustanciatéxica
denominada Paecilotoxina[11, 12]. Deigual manera,
L 6pez-Llorca (1993) reporta la produccién de
antibioticos en diferentes especies del género
Verticillium[3]. Soman (2001) planteael aislamiento
de cinco nuevos compuestos fendlicos obtenidos de
la fermentacién solida de V. lecanii, siendo el
componente mayoritario el Vertilecanin A efectivo
contraHelicoverpa zea [13].
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El objetivo del presentetrabajo hasido lacaracteri-
zacion quimica de un producto obtenido a partir de
los efluentes de la produccién del hongo Verticillium
lecanii en cultivo sumergido.

Materiales y métodos

Microorganismo

Para |as experiencias se empled el hongo Verticillium
lecanii, nimero de col ecci6n 3166, suministrado por el
Instituto Nacional de Investigaciones Fundamentales
deAgriculturaTropical (Cuba), mantenido en cufiasde
agar-papa-dextrosa a una temperatura de 28 °C.

Producciéon del hongo a escala piloto

Las experiencias se realizaron en un fermentador de
500 L de capacidad (200 L de volumen efectivo),
empleando un medio compuesto por miel final de cafia
3.0% y (NH.,),HPO, 1.8%. Las condiciones de
operacion fueron: 30°C, 0.5v.v.my agitacion variable
(170 al inicio y 220 rpm después del segundo
incremento), y una densidad de inéculo del 10%
obtenida en un fermentador de 25 litros (20 L de
volumen efectivo). Se empled un sistema lote
incrementado, con dos adiciones de miel a concen-
tracion de 2.5%. Para este estudio se evaluaron los
resultados de 5 fermentaciones.

Produccion del producto en polvo

La biomasa fue separada por centrifugacion y los
efluentes fueron concentrados en un evaporador al
vacio a una temperatura entre 45y 55°C. Al
concentrado se le afiadi6 sulfato de amonio a la
concentracion de 10% y se sec6 en un secador por
aspersion a una temperatura de entrada de 120 °C y
desalidade 70°C.

El formulado fue envasado en sobres de nailony
almacenados atemperaturaambiente (30 °C). Laes-
tabilidad del producto se determiné alos siguientes
tiempos: 0,0.5,1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11y 12
meses, tomando en cada caso dos sobres sellados y
realizandose los siguientes andlisis: actividad
proteoliticay masa seca gravimétrica.

Andlisis microbiolégicos a los efluentes de las
fermentaciones

Actividad proteolitica

Paraladeterminacion se utilizé €l método del disco de
papel (7 mm dediametro). Loscaldoslibresdecélulas
fueron afiadidos a placas Petri conteniendo agar
nutritivo y gelating, alos+2 dias de edad serevel6 la
presenciade actividad enzimatica[1].

Actividad lipolitica

Paraladeterminacion se utiliz6 €l método del disco de
papel (7 mm de diametro). Loscaldoslibresde células
fueron afiadidos aplacas Petri conteniendo agar- papa-
dextrosay Tween 20, alos+2 diasde edad serevel6 la
presenciade actividad enzimética[1].

Actividad antimicrobiana

Parala determinacion se utilizo el método del disco de
papel (7 mm de diametro), con el Bacillus subtilis
(Ehrenber) Cohn B/23-45-9. ATCC 6633, como

organismo de prueba. Loscaldoslibresdecdlulas(5mL)
seextraen con 2.5 mL de acetato deetilo, alas 24 horas
serevel6 lapresenciadeactividad por laaparicion deun
halodeinhibicion[12].

Determinaciones analiticas realizadas al
producto seco en polvo

Actividad proteolitica

Se determino por el método de Anson modificado,
donde la unidad de actividad se define como la
cantidad de enzima necesaria para producir en un
minuto a37 °C, 1 nmol detirosina, siendo expresada
en nmol/mL [14].

Electroforesis en geles de poliacrilomida y
zimograma

Para el andlisis electroforético de las muestras se
empled el producto en polvo de V. lecanii y P.
fumosorroseus (control+) a 20%, resuspendidas en
buffer TrissHCI 0.05 M, pH 6.8; dializadas contra5 L
del propio buffer durante 24 horas. La separacién de
las proteinas fue llevada a cabo en un sistema de
geles discontinuos conteniendo acrilamidaal 15%y
0.1% de SDS[15].

Los pesos moleculares fueron determinados con
proteinas estandares de referencia (SIGMA). Los
zimogramas fueron determinados bajo las mismas con-
diciones, conlaexcepcion dequeel gel conteniagela
tinaal 0.1%. Laactividad proteoliticafue determinada
in situ por medio de una tincién negativa con amido
negro 0.1% en metanol -&cido acético-agua.

Para las determinaciones de &cidos organicos y
fendlicos se utilizo latécnicade cromatografialiquida
de alta resolucién (HPLC), equipo KNAUER con
detector UV de longitud de onda variable con
inyeccién de 20 pL, columnaHypersil 50DS aflujo
de 6 mL/min, detector UV 210 nm para acidos
organicosy 280 nm paralos fenoles[16, 17].

Masa seca gravimétrica (MSG)

Sepesa0.5 g depolvo en unacdpsulapreviamentetarada
y sellevaapeso constante en una estufaa 105 °C.

Resultados y discusion

Para determinar la produccién de enzimas extra-
celulares se analizaron desde el punto de vista
microbioldgico las muestras obtenidas de tres
corridas experimental es. Como puede observarse en
la Tablaly Figural, loscaldoslibresde células del
hongo muestran actividades a partir delahora 16 de
fermentacién, apreciandose una zona clara de
inhibicién alrededor del disco de papel, lo cual es
indicativo delaproduccin de enzimas proteoliticas
y lipoliticas; siendo el didametro de halo de hidrélisis
mayor a medida que transcurre el tiempo de
fermentacion. Es importante aclarar que mediante
el empleo de miel final de cafia como medio de
cultivo del microorganismo, no se excretan al medio
enzimas quitinoliticas. Resultados similares fueron
obtenidos por Gémez y cols. (1995), empleando el
hongo Paecilomyces lilacinus. Varios autores han
reportado que estas enzimas proteoliticas estan
involucradas en el ataque a los huevos de los
nematodos [5-8, 18, 19].
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Tabla 1. Variacién en el tiempo de los valores = Actividad proteolitica
promedios de la actividad proteolitica, lipolitica y < Actividad lipolitica
antimicrobiana de los caldos libres de células de tres Actividad antimicrobiana
fermentaciones 20 — - 16
Actividad Actividad Actividad
Tiempo proteolitica lipolitica (mm) antimicrobiana . 18 L 14
(h) (mm) X media X media (mm) X media €
*D.S *D.S *D.S € 16—
H-0 0 0 0 = -2
H-8 0 0 0 £ 14
H-12 0 0 0 °
H-16 8 0.30 10 10 8 1.0 2 12 - 10
H-20  12.6 0.60 10.8 08 14 1.0 :
H-24  14.4 0.40 11.6 0.55 13.6 0.30 © 10 -8
H-32  16.6 0.45 13.6 0.70 14.2 0.40 %
H-40 176 00 150 00 14 0.06 2 8- L s
H-48 176 06 144 06 138  0.43 g_
*D.S=Desviacién estandar el 6
(o] - 4
T 4
Por otro lado, €l andlisisde actividad antimicrobiana %
mostro la presencia de compuestos antibiéticosen <, | 2
estos efluentes; produciéndose una zona clara de
inhibicién del crecimiento del microorganismo de A 0
prueba. Diversos autores han reportado la produccion 0 60
de sustancias antibi 6ticas apartir de hongos del género Tiempo (h)

\erticillium sp denominados Verticilinas[ 20, 21]. Otros

autores plantean la produccion de pigmentos rojos

por hongos de este mismo género, loscualeshansido  Figura 1. Comportamiento de las actividades proteolifica, lipolitica y antimicrobiana durante la fermentacién.

caracterizados por cromatografiay espectro de masa,

asi como por andlisis bioldgico, y evidencian la pre- Por otro lado, el producto mostré un amplio

sencia de compuestos micotoxicos con unafuerteac-  perfil de &cidos fendlicos como se observa en  20. Minato H. Verticillin A a new antibiotic

cién antimicéticafrente ahongosy bacterias[3,22].  laTabla2, siendo el compuesto mayoritarioel &cido o Yerticillium sp. Chem. Comm
El producto en polvo obtenido a partir de los  p-hidroxibenzoico, €l cual tiene unagran aplicacion

efluentes de este hongo presentd las siguientes  en las industrias farmacéutica, cosmética y 2], MinatoH. Studies on the metabolites

of Verticillium sp: structures of verticillins A,

caracteristicas: humedad: 4-6%, actividad proteo-  aimentaria[23]. B and C. Chem. Comm 1973:1819-25.
litica: 3.32 mg/g y es estable atemperatura ambiente
durante 1 afio (Figura 2); aspecto importante en el A B

almacenamiento del producto. Lacaracterizacion del
mismo en geles de poliacrilamida mostré que las
proteinas extracel ulares se encuentran en el rango de
43 a 68 kDa, y €l andlisis en presencia de gelatina
corrobor6 que las mismas son enzimas proteoliticas
como se muestra en el zimograma (Figura 3). Estos
resultados son similares alo reportado por Saksirirat
(1991) [1] , en laproduccion delos hongos V. lecanii
y V. psalliotae en medio Czapek-Dox modificado
empleando tiempos de fermentacién de 7 y 14 dias,
donde se producen varias enzimas extracelula-
res (proteasas, lipasas, amilasas y quitinasas), y las
proteasas se encuentran en el rango de 45 a 92 kDa.

KDa 1 2 3 2 3

— B B Actividad proteolitica Figura 3. Electroforésis en gel de poliacrilamida en presencia

o 5.0 R

< de SDS (A) y Zimograma (B).

g 45 (A) Marcador de peso molecular (Linea 1), Proteinas extracelulares

- de P fumosoroseus (Linea 2 control+), Verticillium lecanii (Linea 3).

.g 40 1 (B) Proteasas extracelulares de P fumosoroseus (Linea 2 control +),

£ Verticillium lecanii (Linea 3).

8 35

5 4. PN S R . L . .

5 30 1 u Tabla 2. Composicion de dcidos orgdnicos y fendlicos del producto seco en polvo

b Acidos organicos

,'g 2.5 - Acido glicélico 8.1580 mg/mL

5 Acido citrico 0.2909 mg/mL

< 20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Acidos fenélicos

1 3 5 7 9 11 13 - -
Ti Ac. Gdlico 0.842 mg/mL Furfural 0.006 mg/mL
iempo (meses) .

Ald. Protocateico 0.303 mg/mL Ac. P-H benz 2.632 mg/mL
Ac. Vainillinico 0.791 Ac. Siringico 0.75 mg/mL

Figura 2. Estabilidad en el tiempo del producto seco en polvo Ac. P-Coumarico 0.153 mg/mL Ac. Ferdlico 0.249 mg/mL
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Conclusiones

Mediante lautilizacion de un medio simple compuesto
por miel de cafia como fuente de carbono y fosfato de
amonio como fuente de nitrégeno, el hongo entomo-
patégeno Verticillium lecanii crecido en cultivo
sumergido produce metabolitos, entre los cuales se
encuentran las proteasas, lipasas y antibidticos.

Recibido en enero de 2003. Aprobado
en marzo de 2004.

95

El producto en polvo obtenido apartir delos efluentes
tiene una actividad proteolitica de 3.32 mg/g, una
humedad entre 4-6% y es estable a temperatura
ambiente hasta 1 afio. Por otro lado, lacaracterizacion
guimica del mismo por electroforesis en geles de
poliacrilamida mostré que las enzimas proteoliticas
se encuentran en el rango de 43 a68 kDa.
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