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Abstract. The ambient pH has been identified as a signal for the disease process and developmental life cycle
of entomopathogenic fungi due to expression of cuticle degrading enzymes (p-N-acetylhexosaminidases,
chitinases and proteases) [1]. Besides it is well known that the pH of the fungal culture is determinant for
synthesis and regulation of extracelullar enzymes. Instead of using the microorganisms, spraying mixture of
enzymes for biocontrol of agricultural pests can be other option of application. Therefore the importance of
study potential producers using inexpensive inducers that improve enzyme yields. The aim of this study was
utilised shrimp waste silage both as substrate and inducer of B-N-acetylhexosaminidases, chitinases and
proteases of Verticillium lecanii in submerged culture, taking advantage of abundance and composition of
crustacean wastes. Enzyme production was carried out varying pH: i) controlling at pH 5; ii) controlling pH at
5 during the first 72 hours of growth, and varying pH every 24 hours at 6, 6.5, 7 and 8. The enzyme activities
of experiments at pH 5 were lower than varying pH, 128 U/g of nutrient and 1020 U/g of nutrient of p-N-
acetylhexosaminidases, respectively. Enzyme increased when pH shifted to alkaline (figure 1). Experiments
with added glucose were also studied at the conditions above mentioned, despite of biomass production was

better with glucose the enzyme yields were not achieved (table 1).

Introduccion. Las quitinasas son enzimas hidroliticas importantes por su habilidad antagonica a parasitos con
paredes celulares quitinosas (hongos) o exoesqueletos (insectos). Las quitinasas se obtienen principalmente de
Serratia marcescens 'y Streptomyces griseus, las Unicas quitinasas de origen fungico, provienen de
Trichoderma harzianum y su costo es alto. El pH ha sido identificado como una sefial para desencadenar el
proceso infectivo de hongos patogenos, en el cual la expresion de quitinasas juega un papel muy importante'.
Se ha reportado que al cultivar Verticillium lecanii en desechos de camaron, estos inducen la produccion y
excrecién de quitinasas al medio de cultivo®.

El propdsito de este trabajo fue evaluar el pH del medio de cultivo y adicion de glucosa en la produccion de
quitinasas por V. lecanii utilizando desechos de camaron ensilados (quitina cruda).

Metodologia. V. lecanii ATCC 26584 se cultivd en un reactor con 1.5 1 de medio Czapeck con 10 g/l de
quitina cruda, en algunos experimentos se adicion6 glucosa (10 g/1). Los experimentos fueron realizados con
diferentes condiciones de pH: i) controldndolo a 5 durante el tiempo total de cultivo (166h); ii) manteniéndolo
a 5 durante las primeras 72 horas y variando a 6, 6.5, 7 y 8 cada 24 horas. La actividad de N-
acetilhexosaminidasa fue determinada mediante la liberacion de p-nitrofenol’, y la de quitinasas totales
mediante azucares reductores. La actividad proteolitica se determind mediante reaccion del extracto
enzimatico con caseina midiendo cambios de absorbancia a 280 nm.

Resultados y Discusion. En la figura 1 se muestra el efecto de la variacion de pH y la adicion de glucosa
sobre la produccion de enzimas. La adicion de glucosa reprimi6 la produccion de enzimas, cuando esta fue
consumida las enzimas comienzan a producirse (48 a 72 h) (figura 1). La produccion de N-
acetilhexosaminidasa y proteasas fueron incrementadas 10 y 2 veces, respectivamente cuando no se adicion6
glucosa al medio (figura 1).

Las maximas actividades tanto para proteasas como N-acetilhexosaminidasas fueron obtenidas cuando el pH
fue de 8. Las quitinasas totales se midieron, obteniéndose bajos rendimientos, el pH en el que mejor se
producen son a pH de 5 y 6, mientras que a pH de 7 y 8 la actividad detectada fue menor. Cuando el pH se
mantuvo en 5, se observa la maxima actividad de quitinasas totales. La produccion de biomasa se ve
favorecida por la presencia de glucosa, mas que por los cambios de pH (tabla 1). La adicion de glucosa al
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medio afectd desfavorablemente la produccion de enzimas, ya que en los experimentos donde no se adiciono
glucosa se obtuvieron mejores rendimientos (tabla 1). Se observo que la produccion de estas enzimas es
regulada por un mecanismo de induccion — represion, en donde la glucosa actia como represor y la quitina
como inductor. Por otro lado, el pH ha sido reportado’ como un factor de regulaciéon en la produccion de
enzimas hidroliticas de la cuticula de insectos, esto es al nivel de la transcripcion de ARN mensajero, o por
expresion de hidrofobinas que intervienen en la excrecion de las enzimas al medio.
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Figura 1. Produccion de enzimas, exoquitinasas, endoquitinasas, proteasas en cultivos sumergido de V.
lecanii ATCC26854 en medio Czapeck con 10 g/l de quitina cruda manteniendo el pH a 5 durante las
primeras 72 horas y variandolo a 6, 6.5, 7 y 8 cada 24 horas. Sin glucosa: ® N-acetilhexosaminidasa , O
proteasa, y con glucosa: A N-acetilhexosaminidasa, & proteasa.

Tabla 1. Biomasa y rendimientos de N-acetilhexosaminidasa, quitinasas totales, proteasas determinados en
los cultivos de V. lecanii a pH controlado a 5, y variando de 5 hasta 8 durante 166 horas

Quitinasas
Condiciones de Biomasa | N-acetilhexosaminidasa Totales Proteasas
Fermentacion. (g/h) (U/g de nutriente) (U/ gde (U/g de nutriente)
nutriente)
Controlado a pH 5 0.9 128 100 464
Variando pH de 5 hasta
8 en medios con 3.2 140 9 2050
glucosa
Variando pH de 5 hasta | ;5 1020 16 3950
8 en medios sin glucosa
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