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RESUMEN

Las quitinasas sintetizadas por plantas, hongos, insectos y bacterias tienen un gran poten-
cial debido a su amplio espectro de aplicaciones. En este trabajo revisamos generalidades
sobre las quitinasas y quitosanasas bacterianas y su uso en la produccion de quito-oligo-
sacaridos. Este tipo de biomoléculas han creado un mercado biotecnolégico diversificado
e ilimitado que incluye aplicaciones en alimentos como aditivos y bioconservadores, asi-
mismo en multiples aplicaciones biomédicas enfocadas a la actividad anti-tumoral, a la
capacidad como agentes antioxidantes y como antidiabéticos. Ademas, en la agricultura
se han aplicado como factores de nodulacion, como agentes osmoprotectores y antioxidan-
tes para beneficiar el crecimiento de cultivos. Es importante destacar el potencial de las
quitinasas sintetizadas por Bacillus thuringiensis, el bioinsecticida mas importante mun-
dialmente. Las quitinasas de B. thuringiensis se han empleado recientemente para generar
quito-oligosacaridos que tienen actividad antimicrobiana, particularmente contra diversas
bacterias patégenas de importancia en salud publica transmitidas por alimentos.

ABSTRACT

Chitinases synthesized by plants, fungi, insects and bacteria have a huge potential owing
to its wide range of applications. In this work we review generalities about chitin, chito-
sane, chitinases and chitosanases from bacteria and their use in the production of chitin-
oligosaccharides. This kind of biomolecules has created a diversified biotechnology market,
including unlimited applications such as food additives and biopreservative, in biomedical
applications focused mainly on anti-tumor activities, as antioxidants and anti-diabetics.
In agriculture chitin-oligosaccharides has been applied as nodulation factors, osmoprotec-
tors agents and antioxidants to benefit crop growth. It is important to note the potential
use of chitinases biosynthesized by Bacillus thuringiensis, the most important biopesticide
worldwide. Chitinases from B. thuringiensis been used recently to generate chitin-oligosac-
charides with antimicrobial activity, in particular against food-borne pathogenic bacteria of
importance in public health.

INTRODUCCION

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en el reino animal como en el vege-
tal. Es el segundo polimero natural mas abundante solamente superado por la celulosa. Su gran distribucién
se debe a que es el principal componente estructural del exoesqueleto de los crustaceos (cangrejo, camaroén,
langosta, calamar y camarén) y de la cuticula de insectos, también se encuentra en las algas, diatomeas
marinas, y en la pared celular de hongos. Estructuralmente la quitina es un mucopolisacarido, insoluble en
solucién acuosa, que presenta una estructura lineal compuesta de unidades repetitivas de N-acetil-D-gluco-
samina (GlcNAc), unidas por enlace glicosidicos del tipo $$-(1—4). La estructura de la quitina esta altamente
relacionada con la estructura de la celulosa, ya que esta presenta en la posicién C-2 un grupo hidroxilo (-OH)

Palabras clave:
quitina; quitosana; quitinasas; quitosanasas;
quito-oligosacéridos.

Keywords:
chitin; chitosan; chitinases; chitosanases;
chitin-oligosaccharides.

mientras que la quitina presenta un grupo acetamida (-NHCOCH,) en el
mismo carbono [1] (figura 1). Cuando la quitina es desacetilada se produ-
ce la quitosana, la cual al igual que la forma acetilada presenta multiples
aplicaciones. En este trabajo presentamos diversos usos de la quitina, la
quitosana, las enzimas que las hidrolizan, generalidades sobre el sistema
quitonolitico de una bacteria insecticida y como se puede emplear para
generar quito-oligosacaridos con actividad antimicrobiana.
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Figura 1: Estructura tipo silla de la quitina y celulosa. (Modificado de [2]).

OBTENCION DE QUITINA

La quitina puede ser obtenida por el procesado de con-
chas de crustaceos y de hongos miceliales, sin embargo,
su produccion comercial suele asociarse solamente con
los productos de la industria marina, tales como cara-
pacho (exoesqueleto) de camaron [3]. Los caparazones
contienen gran cantidad de proteinas y de carbonato
de calcio, estos compuestos envuelven a las microfibri-
llas de quitina [4]. El tratamiento de los caparazones de
crustaceos, consiste principalmente en la eliminacion
de proteinas por una “desproteinizaciéon", que se realiza
con una solucion alcalina caliente al 10 %, por lo ge-
neral, de hidréxido de sodio o potasio; acompanado por
una eliminacién de minerales o “desmineralizacion”
con lo que se elimina el carbonato de calcio, esto se lle-
va a cabo con acidos diluidos. La quitina ha desperta-
do gran interés no s6lo como un recurso subutilizado,
sino también como un nuevo material funcional de alto
potencial en diversos campos. Varios derivados se han
preparado a partir de la quitina, entre los que se en-
cuentran la quitosana y los quito-oligosacaridos [5, 6].
Uno de los principales derivados de la quitina es la qui-
tosana, descubierta por Rouget en 1859. La quitosana
se obtiene por desacetilacion extensiva de la quitina y
esta compuesta por dos tipos de unidades estructurales
(N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina) distribuidas
aleatoriamente a lo largo de la cadena, unidas entre si
por enlaces del tipo B (1—4) (figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica de la quitosana y su produccion a partir de quitina
(Modificado de [5]).
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QUITOSANA, PRODUCTO DESACETILADO DE
QUITINA

La quitosana se produce generalmente por la desace-
tilacion de la quitina mediante un método alcalino.
La quitina se trata con solucion alcalina concentrada
(40 % - 45 % de hidroxido de sodio) y temperatura de
120 °C/1-3 horas [4], sin embargo esta N-desacetila-
cion casi nunca es completa y la quitosana es consi-
derada como un derivado de la quitina parcialmente
N-desacetilizado. La consecuencia de lo anterior es
una clara distincion entre la quitina y quitosana pro-
porcionada precisamente por el grado de N-desaceti-
lacion [7]. No obstante, la N-desacetilacion también
puede realizarse por un método alternativo a través
de la accion de las enzimas, y ademas con una ventaja
respecto al método quimico, que es la obtencion de un
material uniforme en sus propiedades fisicas y quimi-
cas que le confiere caracteristicas primordiales para
posteriores aplicaciones, principalmente en biomedi-
cina. Las enzimas involucradas en este proceso son
las quitina desacetilasas clasificadas por la comisiéon
de enzima (EC) como hidrolasas 3.5.1.4, que catalizan
la conversion de quitina a quitosana por la desace-
tilaciéon de los residuos N-acetil-D-glucosamina. Sin
embargo este método no presenta la eficiencia de los
métodos quimicos, pues a pesar de que la actividad
que presenta esta enzima es alta, solo un pequeno
porcentaje de (aproximadamente el 50 %) del sustra-
to es desacetilado, debido a la alta cristalinidad del
sustrato natural. Como resultado, sélo los grupos de
acetilo externos de la particula son accesibles y por lo
tanto modificados. Sin embargo se sigue investigan-
do en este aspecto para mejorar la actividad enzima-
tica, lo cual requiere disminuir la cristalinidad de la
quitina para transformarla en un sustrato mas acce-
sible para las quitina desacetilasa a través de algun
pre-tratamiento. A este respecto se pueden mencio-
nar los métodos fisicos como opciones, por ejemplo,
se han probado el calentamiento y el tratamiento con
ultrasonido con bajos resultados pues no han logrado
mejorar la disponibilidad de la quitina como sustrato
vulnerable para la acciéon de la quitina desacetilasa.
También se ha probado la explosiéon de vapor limita-
do, lo que lleva a un calentamiento de hasta 120 °C
a alta presién seguida de una liberacién repentina
de presion, sin alterar las propiedades de la quitina.
Ademas, el tratamiento quimico con acidos fuertes ha
permitido la obtencion de la quitina con una estructu-
ra mas abierta, pero el problema de disponibilidad del
sustrato aiin no se ha resuelto al 100 % [8].

Por otro lado, la cantidad relativa de los dos mono-
sacaridos en la quitosana puede variar, proporcionando
una molécula con diferentes grados de desacetilacion
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entre 75 % a 95 % lo que origina compuestos con ca-
racteristicas muy distintas y pesos moleculares que os-
cilan entre 50 kDa - 2,000 kDa. Ademas, la viscosidad
y los valores de pKa también se alteran dependiendo
del grado de desacetilaciéon que presenta el compuesto.
Por lo tanto, el compuesto quitosana no se refiere a un
compuesto quimicamente definido como unico, sino
que se limita a referirse a una familia de copolimeros
con diversos grados de acetilacion [5].

QUITOSANA EN LA NATURALEZA

La quitosana también se encuentra abundantemen-
te en la naturaleza, formando parte de las paredes
celulares de los hongos de la clase Zigomicetos [9],
en el alga verde Chlorella sp., en levaduras y proto-
zoarios, asi como en cuticulas de insectos [10]. Los
recientes avances en la tecnologia de fermentaciéon
sugieren que el cultivo de hongos (Aspergillus niger)
puede proporcionar una fuente alternativa de quito-
sana [7]. Sin embargo es importante considerar que
la quitosana de crustaceos y hongos es ligeramente
diferente: mientras que los grupos acetilo presentes
en la quitosana producida a partir de la quitina de
crustaceos se distribuyen uniformemente a lo largo
de la cadena polimérica, la quitosana aislada de pa-
redes celulares de los hongos contiene los residuos
acetilo concentrados en ciertos puntos del polimero.
En contraste con la mayoria de los polisacaridos de
origen natural, por ejemplo, la celulosa, el dextrano,
la pectina, el acido alginico, el agar, la agarosa y las
carrageninas, que son neutros o de naturaleza acida,
la quitosana es un ejemplo de un polisacarido con alta
basicidad. Su contenido de nitrégeno varia de 5 % a
8 % en funcion del grado de desacetilacion sobre todo
en la forma de grupos amino primarios alifaticos o de
cadena abierta [8].

PROPIEDADES QUIMICAS DE LA QUITOSANA Y SU
DIFERENCIA CON LA QUITINA

La desacetilacion transforma a la quitina insoluble en
quitosana soluble en soluciones ligeramente acidas,
por lo cual la principal diferencia entre la quitina y la
quitosana se encuentra en su solubilidad. La quitosa-
na es por lo tanto quitina que ha sido N-desacetilada
hasta tal punto que es soluble en solucién acuosa li-
geramente acida (por ejemplo: 0,1 M de acido acético).
La quitosana nativa presenta un pKa ~ 6,3, es insolu-
ble en agua, en medio alcalino e incluso en solventes
organicos. Sin embargo, las sales de quitosana for-
madas por neutralizaciéon con acidos organicos (por
ejemplo, 1 % - 10 % acido acético, féormico, succinico,
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lactico, acidos glutamico y malico) o acidos inorgani-
cos (acido clorhidrico) son solubles en agua. La so-
lubilidad de la quitosana se le atribuye a los grupos
amino (-NH,) que contiene, los cuales al ser protona-
dos después de su disolucion a pH 6 o inferior forma
grupos cationicos de amina (-NH;*), lo que aumenta
la repulsion eléctrica y da como resultado un polisa-
carido soluble policatiénico, con un gran numero de
grupos cargados. Por otra parte, la quitosana tiende a
perder su carga a pH mas altos, por lo que puede ser
precipitada debido a la pérdida de protones (desproto-
nacién) de los grupos amino [10] .

APLICACIONES DE LA QUITOSANA

La quitosana presenta un conjunto de propiedades
que resultan ventajosas para su aplicacion en diversos
campos. Por ejemplo, su capacidad de secuestrar iones
metalicos de transicion y post-transicion es de utilidad
en la descontaminacion de desechos industriales, de-
bido a su naturaleza policatidnica la cual le confiere
una accién floculante que puede ser utilizada en nu-
merosas aplicaciones industriales [11]. Otras aplica-
ciones es el uso como soporte para inmovilizaciéon de
enzimas, formacién de peliculas biodegradables, como
agente antimicrobiano y como aditivo alimentario [12].
La capacidad antifingica estd ampliamente docu-
mentada y ha tenido aplicaciones dentro del area de
la agricultura para el control de hongos fitopatégenos
[13]. Ademas la quitosana es una excelente generado-
ra de fibras, peliculas y membranas, que se pueden
preparar en forma de microesferas y microcapsulas, lo
que unido a su biocompatibilidad y su biodegradabi-
lidad promueven su empleo en diversas areas princi-
palmente en las industrias biomédica y farmacéutica
como agentes [14] y antitumorales [15].

PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS DE
QUITOSANA

Los oligosacaridos de quitosana han despertado mucho
interés debido a su alta estabilidad y a las propiedades
biolégicas que presentan, lo cual ha generado el desa-
rrollo de diferentes métodos para producirlos en canti-
dades adecuadas que permitan caracterizarlos. Entre
éstos protocolos destacan los métodos fisicos como la
radiacion y la ultrasonicacion, los métodos quimicos
(hidrolisis acida) y los métodos biolégicos de los que se
prefiere la degradacion enzimatica, ya que esta puede
ser controlada por medio de pH, temperatura y tiempo
de reaccion. La quitosana es susceptible a la degra-
dacién enzimatica por proteinas de diferentes fuentes
[16], incluidas enzimas no especificas, tales como la
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lisozima presente en las lagrimas, saliva, sangre y
leche [17], quitinasas [18], celulasas, hemicelulasas,
proteasas (papaina y pronasa) [19], lipasas, glucana-
sas, y por enzimas especificas como son las quitosa-
nasas [20]. Las quitosanasas (Quitosano N-acetil-glu-
cosamino-hidrolasa, EC 3.2.1.132) son enzimas que
atacan la parte desacetilada de la quitina, catalizando
la endohidrélisis de los enlaces glicosidicos $3-(1—4)
entre los residuos de D-glucosamina (GlcN-GIcN) pro-
duciéndose oligosacaridos de diferentes grados de po-
limerizacién, entre ellos de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 unidades
de D-glucosamina [21].

LAS QUITOSANASAS

Recientemente se ha reportado la produccion de di-
ferentes enzimas con actividad quitosanolitica, pro-
ducidas por una gran cantidad de organismos, inclu-
yendo, hongos, plantas y bacterias. Estas enzimas
igual que las quitinasas mantienen un balance ecol6-
gico en la naturaleza [22]. Una gran cantidad quito-
sanasas han sido identificadas y secuenciadas, agru-
pandose en cinco familias de glicosil hidrolasas 5, 8,
46, 75 y 80. Como ejemplos de las quitosanasas se
encuentran las producidas por bacterias gram posi-
tivas como Streptomyces sp. N174 188 y Bacillus cir-
culans MH-K1 268. Fukamizo y colaboradores (1994
y 1995) [23, 24| propusieron la clasificacion de las
quitosanasas en tres distintas clases de acuerdo con
su especificidad hacia determinado sustrato: (i) Clase
I. En esta se encuentran quitosanasas que rompen el
enlace GIcN-GIcN y GlcNAc-GlcN del quitosano, por
ejemplo quitosanasas obtenidas de Bacillus pumilus
BN262, Penicillium slandicum 84 y Streptomyces sp.
N174 [23]. (ii) Clase II. Estas quitosanasas rompen
solamente los enlaces especificos entre las fracciones
GIcN-GlcN. Este tipo de enzimas han sido aisladas de
Bacillus sp. No.7-M. (iii). Clase III. Las quitosanasas
hidrolizan enlaces GlcN-GIcN y GlcN-GlcNAc. Ejem-
plo de enzimas quitosanasas clase III son las obteni-
das de Streptomyces griseus HUT 6037, Bacillus cir-
culans MH-K1, Nocardia orientalis y Bacillus circulans
WL-126 [25, 26].

PRODUCCION DE OLIGOSACARIDOS DE QUITINA

Los oligosacaridos son polimeros formados a base
de monosacaridos unidos por enlaces O-glicosidicos,
con un numero de unidades monomeéricas en prome-
dio entre 2 y 10, y la gran variedad existente de estos
oligosacaridos se debe al diferente niimero de mono-
meros, a las distintas ramificaciones, el tipo de mo-
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nosacaridos que se presentan y la forma de enlazar-
se para formar las cadenas de los polisacaridos. La
degradacién de la quitina tipicamente produce una
mezcla de quito-oligosacaridos de diferente tamafo
que pueden obtenerse a través de tratamientos qui-
micos, fisicos o enzimaticos [27]. Estos compuestos
son biodegradables, no téxicos y presentan una gran
cantidad de propiedades biolégicas, (bactericidas,
antifingicas, antivirales, antitumorales, antioxidan-
tes, estimulantes del sistema inmune, disminuyen la
presion sanguinea como hipertensivos y reducen los
efectos hipocolesterolémicos) [28].

Los quito-oligosacaridos con bajo peso molecular
son solubles a pH neutro lo cual les confiere una alta
conveniencia para diversas aplicaciones en la indus-
tria [27]. La hidrélisis acida de la quitina genera frag-
mentos de bajo peso molecular y con un grado bajo
de desacetilacion, por lo que este método representa
una ventaja con respecto a otros métodos para ge-
nerar compuestos con mayor actividad biolégica, sin
embargo, los acidos utilizados pueden causar des-
acetilacion e hidrolisis del polimero. Los tratamientos
quimicos también pueden generar un problema del
tipo ambiental, ya que es necesario tratar el agua re-
sidual a través de procesos como la neutralizaciéon y la
detoxificacion [29]. Por otro lado, uno de los métodos
fisicos mas comunmente utilizado para obtener quito-
oligosacaridos emplea el ultrasonido pues presenta la
ventaja de no generar residuos peligrosos como otros
métodos, ademas se pueden evitar etapas en el proce-
so como la purificacion de las proteinas y no se pro-
ducen oligomeros de alto peso molecular. Otro método
considerado como una buena alternativa es la ultra-
sonicacion y su principal ventaja es que se producen
solamente polimeros de bajo peso molecular. De igual
manera los quito-oligosacaridos pueden ser obtenidos
por hidrélisis enzimatica con lisozimas, quitosanasas,
glucosaminidasas y quitinasas [27, 29].

QUITINASAS

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) son glicosil hidrolasas
que catalizan la hidrélisis de los enlaces glicosidicos
(1—4) presentes en los polimeros de N-acetil-glucosa-
mina, es decir la quitina [30]. Las quitinasas son bio-
sintetizadas por un amplio grupo de microorganismos
entre los que se encuentran bacterias [26, 31], hon-
gos [32], plantas, algunos virus [33] y el humano [34].
Dependiendo del organismo de origen, las quitinasas
presentan diferentes funciones, por ejemplo, las bac-
terias producen quitinasas probablemente para hidro-
lizar quitina presente en la naturaleza como fuente de
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carbono y nitrégeno [35]. Las quitinasas de hongos presentan homologia
en cuanto a la funciéon que desempefian en nutricién, pero también pre-
sentan cierta actividad en el desarrollo de los procesos de morfogénesis
ya que la quitina constituye el principal componte de su pared celular.
En los animales y en las plantas las quitinasas juegan un papel muy
importante en los mecanismos de defensa contra el ataque de muchos
patogenos. En términos generales las enzimas quitinoliticas pueden ser
clasificadas en dos tipos:

(i) Las endoquitinasas (EC 3.2.1.14), hidrolizan la quitina de manera
aleatoria en los enlaces glicosidicos internos 3-1-4, liberando oligo-
sacaridos de diferentes tamanos.

(ii) Las exoquitinasas actuan de manera progresiva por el extremo
reductor de la quitina, liberando quitobiosa y N-acetilglucosamina,
las cuales son posteriormente hidrolizados por las quitobiosidasas
(EC 3.2.1.29) y las 1,4 B-N-acetilglucosaminidasas (EC 3.2.1.30),
respectivamente [36].

La accion especifica de las quitinasas para degradar a la quitina en
sitios particulares se observa en la figura 3.

Figura 3. Accion hidrolitica de las endoquitinasas y exoquitinasas de Serratia marcescens. Las endoquitinasas
actuan en los enlaces glicosidicos B-(1—4) internos de la quitina liberando quito-oligosacaridos de
diferente grado de polimerizacién (GP). Las exoquitinasas actuan por el extremo no reductor de la
quitina liberando unidades de quitobiosa (GP=2) (quitobiosidasas) o N-Acetil-glucosamina (GIcNAc,
GP=1) (1,4 B-N-acetilglucosaminidasas). Las quitobiasas acttian de manera especifica sobre dime-
ros de GlcNAc, liberando el monémero (Modificado de [37]).

SISTEMA QUITINOLITICO DE UNA CELULA MICROBIANA

El estudio de las quitinasas se ha incrementado en los ultimos afios ca-
racterizandose una gran variedad de estas enzimas con respecto a su
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peso molecular que oscila en un
rango de 20 kDa a 90 kDa, o bien a
la actividad en un amplio rango de
valores de pH y temperaturas.

Existen una gran variedad de
quitinasas que han sido aisladas y
caracterizadas de diferentes microor-
ganismos, por ejemplo las endoquiti-
nasas de Streptomyces violaceusni-
ger y las quitinasas termoestables
de Streptomyces thermoviolaceus
OPC-520, las cuales muestran
temperaturas 6ptimas de actividad
entre 28 °C y ~80 °C, respectiva-
mente. Asimismo algunas enzimas
presentan un rango de pH 6ptimo
que oscila entre 8,0 y 10,0, sin em-
bargo, algunas quitinasas como
las aisladas de Stenotrophomonas
maltophilia C3 presentan un rango
de pH optimo comprendido de 4,5
a 5,0. Debido a que las quitinasas
presentan un espectro de actividad
amplio a diferentes valores de pH y
temperatura, es muy probable su
aplicacién en diferentes procesos
sujetos a multiples condiciones bio-
fisicas [6].

En los ultimos afios se han
aislado y caracterizado especies
bacterianas que presentan activi-
dad quitinolitica, misma que se ha
combinado en diferentes aplicacio-
nes como potenciar el efecto insec-
ticida de las proteinas Cry (cristales
insecticidas producidos por Bacillus
thuringiensis) [38], actividad anti-
fingica [39] y en la produccién de
quito-oligosacaridos [40, 41]. Las
bacterias son los organismos qui-
tonoliticos mas prometedoras, son
las mas ampliamente estudiadas y
ademas son consideradas como los
organismos con mayor producciéon
de enzimas degradadoras de qui-
tina [26]. Adicionalmente existen
otras bacterias altamente quitino-
liticas que pertenecen a los géne-
ros Serratia [35], Enterobacter [42]
y Aeromonas [6].
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GENERALIDADES SOBRE LAS QUITINASAS DE
CEPAS MEXICANAS DE Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es una bacteria gram-positiva
que sintetiza millones de proteinas llamadas Cry las
cuales forman cuerpos de oclusién o cristales que
constituyen el principio activo de los bioinsecticidas
comerciales a base de esta bacteria. Adicional a las
proteinas Cry, se ha reportado la sintesis de una gran
cantidad de biomoléculas que son usadas de mane-
ra natural por la bacteria con diferentes propoésitos
entre los que se incluyen las defensas contra otras
bacterias y el aprovechamiento de diferentes sustratos
como la quitina [43]. Con relacion a este tltimo punto
Smirnoff y Valero, (1977) [44] reportaron por primera
vez la actividad quitinolitica de nueve subespecies de
B. thuringiensis aisladas en medio de quitina coloidal.
De manera particular en México, existen grupos de
investigacion que han enfocado la mayoria de sus ac-
tividades al estudio y conocimiento de las quitinasas
y quitosanasas procedentes de cepas mexicanas de
B. thuringiensis. Por ejemplo Rojas-Avelizapa y cola-
boradores (1999) [3] realizaron un escrutinio de 152
cepas mexicanas de B. thuringiensis y seleccionaron
particularmente una cepa perteneciente a la serova-
riedad tolworthi la cual presentaba alta actividad qui-
tinolitica, proteolitica y moderada actividad hacia el
gusano del cuerno del tabaco (Manduca sexta). Adicio-
nalmente Barboza-Corona y colaboradores (1999) [43]
identificaron tres cepas de B. thuringienesis nativas de
México que producen endoquitinasas, quitobiosidasas
y N-acetil-B-glucosaminidasas en medio que contiene
quitina coloidal como unica fuente de carbono. Pos-
teriormente este mismo grupo cloné la endoquitina-
sa chiA74 de B. thuringiensis serovar kenyae cepa
LBIT-82 en una cepa recombinante de Escherichia coli
DHaF’. La expresion de la enzima ChiA74 presento
una actividad 6ptima en un amplio rango de pH (4,0-
9,0), con una temperatura de 57.2 °C [45]. En el 2004,
Cruz-Camarillo y colaboradores realizaron un analisis
en 77 cepas reportando por primera vez la produccion
de quitosanasas en cepas de B. thuringiensis [40].

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS QUITO-
OLIGOSACARIDOS

En los ultimos anos los estudios sobre quitosana, qui-
tina y la generacion de diferentes derivados, y en par-
ticular, los quito-oligosacaridos originados de ambos
compuestos (quitina, quitosana) han generado una
inusitada y especial atencién originada por la gran
cantidad y diversidad de productos obtenidos. Sobre-
sale la potencial aplicacién en areas tan heterogéneas
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como la industria de los alimentos ya sea como adi-
tivos, prebioticos o bioconservadores; en la industria
famacetutica y de la biomedicina para el tratamien-
to de enfermedades, y en la agricultura incluidos en
nuevas formulaciones que promueven el desarrollo de
las plantas y optimizan la fijacién de nitrégeno [1]. Es
particularmente especial la atencion centrada sobre la
produccion a gran escala de los quito-oligosacaridos
y sus derivados debido al amplio potencial y la even-
tual aplicaciéon biotecnolégica para inhibir, controlar
y/o eliminar microorganismos identificados como pa-
tégenos que pudieran representar un riesgo a la salud
humana, y que también representan un riesgo micro-
biolégico en el sector industrial por el deterioro que
causan durante alguna etapa del proceso productivo
de los alimentos [1, 41].

La aplicacion biolégica mas importante de estos
quito-oligosacaridos bioactivos se debe principalmen-
te al efecto antimicrobiano que ejercen contra diver-
sos microorganismos como bacterias y hongos, esta
actividad inhibitoria que muestran se ha reportado
como significativamente superior a la de quitosana.
Se ha documentado ampliamente que la actividad an-
tibacteriana de los quito-oligosacaridos puede variar
de acuerdo al grado de desacetilacion (GD) o al grado
de polimerizacién (GP) que presenten. Por ejemplo, la
actividad aumenta cuando el grado de desacetilation
es mayor pero disminuyen con el aumento del grado
de polimerizacién, sin embargo también es conocido
que quito-oligosacaridos con alto GP pueden exhibir
un efecto bactericida hacia determinadas bacterias
representativas del grupo de patoégenos causantes de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
como son Bacillus cereus (Gram-positiva) y Escheri-
chia coli (Gram-negativa) [47] De acuerdo a Shih-Bin
y colaboradores (2009) [47] la funcion biolégica y es-
pecialmente la actividad antimicrobiana de los quito-
oligosacaridos se encuentra intimamente relacionada
con su tamano y se requiere de métodos de hidroli-
sis especificos para prepararlos a partir del ajuste del
grado de desacetilacién de la f3-quitosana utilizando
quitinasas de Trichoderma harzianum, lo cual puede
generar quito-oligosacaridos de tamafos especificos
con funciones biolégicas muy versatiles, como por
ejemplo la relevancia en la mayor inhibicién del cre-
cimiento en bacterias Gram-negativas con respecto a
las Gram-positivas, demostrando que es posible una
menor sensibilidad a las moléculas mas pequenias de
quitosana. Yang (2003) [48] al trabajar con los deriva-
dos hidrosolubles del disacarido N-alquilado de quito-
sana demostraron que la actividad antibacteriana se
ve afectada por el grado de sustitucion (GS) y tipo de
disacarido presente en la molécula, ademas del valor
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de pH en el medio. De acuerdo a lo anterior establecen
que independientemente del disacarido unido, al te-
ner un grado de sustitucion del 30 % a 40 % tiene una
actividad antibacteriana mayor contra los organismos
de prueba E. coli y Staphylococcus aureus, mismos
que son mas susceptibles a la celobiosa-quitosano de-
rivado con GS de 30 % a 40 % y la maltosa-quitosana
derivado incluso si presentan el mismo GS. Sin em-
bargo también demuestran que a valores de pH 6,0 los
derivados de los disacaridos exhiben menor actividad
que el quitosana, pero resulta muy interesante el he-
cho de que estos resultados se invierten a pH 7,0

Con respecto a los efectos que pueden ocasionar
algunas modificaciones en el grado GD y el GP de los
quito-oligosacaridos, también se ha investigado el
efecto antimicrobiano de la quitosana, la quitosanasa
de Pseudomonas CUY8 y principalmente las implica-
ciones en la actividad de en los quito-oligosacaridos
generados con la misma quitinasa o quitosanasa ob-
tenidos a una concentracién de 1 % y con diferentes
grados de polimerizacién (4 a 9) y con amplios grados
de desacetilacién (50 % a 90 %). En el mencionado
ensayo de la actividad inhibitoria no solo contra bac-
terias sino ademas contra hongos [49], muestra sin
lugar a dudas que al incrementarse el GD de los quito-
oligosacaridos se observa un aumento en la actividad
antimicrobiana, sin embargo disminuye conforme se
incrementa el GP. Ademas es relevante mencionar que
las bacterias probadas (S. aureus, Streptococcus lactis,
B. subtilis) son mas susceptibles al efecto inhibitorio
de los quito-oligosacaridos que los hongos (Rhodotoru-
la bacarum, Saccharomyces cerevisiae, Mucor circine-
lloides, Rhizopus sapiculatus, Penicillium charlesii, As-
pergillus niger) utilizados en la misma investigacion.
Los anteriores resultados obtenidos concuerdan con
los reportados al ensayar el efecto de estas moléculas
con un GP de 2 a 8 contra hongos fitopatégenos como
son Fusarium oxyporum, Phomopsis fukushiy, Allerna-
ria alternata [S0].

Jiy colaboradores (2009) [S1] en un estudio utiliza-
ron dos tipos de bacterias patégenas, unas que se tras-
miten por los alimentos las cuales ocasionan proble-
mas gastrointestinales (Listeria monocytogenes ATCC
19115, S. aureus ATCC 25293, E. coli ATCC 25922, Vi-
brio parahaemolyticus ATCC 33844) y otras que atacan
la piel (Propionibacteriumacnes ATCC 6919, Propioni-
bacterium granulosum ATCC 25564, Malassezia furfur
ATCC 14521, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.
Analizaron el efecto antimicrobiano de quito-oligosa-
caridos con tres diferentes pesos moleculares [QOS-A
(n=56), QOS-B (n=16-55), QOS-H (n=10~16)], encon-
trando que la mayoria de los patégenos analizados fue-
ron susceptibles a los quito-oligosacaridos (tabla 1).
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Tabla 1.

Actividad antimicrobiana* de quito-oligosacaridos contra bacterias patégenas
Microorganismo COS-A COS-B COS-H
Listeria monocytogenes 12 12 10
Staphylococcus aureus 12 12 10
Escherichia coli 10 10
Vibrio parahaemolyticus 11 11
Propionibacterium acnes - - -
Propionibacterium granulosum - - -
Malassezia furfur 13 15 12

Staphylococcus epidermidis - - -

*La actividad fue medida en mm de halo de inhibicién. El signo negativo indica que
carece de actividad (modificado de [51]).

Adicionalmente se han reportado quito-oligosaca-
ridos generados con quitinasas heter6logas expresa-
das en E. coli clonadas a partir de microorganismos
como B. thuringiensis sub sp kurstaki (LBIT-287) y
Serratia marcecens Nima. Estos derivados han pro-
bado su efectividad contra el crecimiento de bacterias
Gram-negativas y Gram-positivas, respectivamente,
Enterobacter cloacae, E. coli, S. aureus 'y S. xylosus;
ademas no se observé ninguna actividad inhibitoria
contra el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y
B. cereus [40]. En estudios posteriores estos quito-
oligosacaridos se probaron efectivamente contra Lis-
teria innocua, Salmonella sp, Pseudomonas aeurogi-
nosa, Shigella flexneriy Proteus vulgaris mostrando
una amplia inhibicién de su crecimiento, sin embargo
no se determiné un efecto que altere el desarrollo de
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes y S.
pneumoniae [41].

Una problematica comtinmente manifestada en los
alimentos perecederos es la reduccién de su vida ttil o
vida de anaquel, y este deterioro se atribuye principal-
mente a factores que promueven la presencia de micro-
organismos patogenos y a las reacciones oxidativas en
un producto alimenticio [52]. Una alternativa para la
solucién de esta problematica representa un novedo-
so campo de aplicaciéon para los quito-oligosacaridos
a través de la innovacién en el desarrollo de peliculas
comestibles elaboradas con quitosano y derivados te-
trahidrocurcuminoides (tetrahydrocurcuminoid De-
rivatives: THCs) que despliegan un efecto doble como
antioxidantes y ademas actiian como agentes antimi-
crobianos [53]. Estas peliculas se desarrollan utilizan-
do el polimero quitosano en el que se impregnan los
derivados THC1 (5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxi-
fenil) hept-4-en-3-ona) y THC2 (5-hidroxi-1, 7-bis(4-
hidroxi-3,5-dimetoxifenil) hept-4-en-3-ona) preparados
a partir de curcumina natural extraida de las raices de
la planta herbacea Curcuma longa L. Se demostraron
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interacciones entre los TCHs y la quitosana utilizan-
do estudios de espectrometria de absorcién visible-
ultravioleta, sin embargo se desconoce la naturaleza
exacta del complejo formado, lo cual impide compro-
bar la actividad antibacteriana contra la cepa Listeria
innocua. Lo anterior indica que los THCs por si solos
no son lo suficientemente bioactivos, pero al asociarse
al biopolimero evidentemente representan una practi-
ca novedosa y alternativa para desarrollar productos
de alto rendimiento para el embalaje y empaque de
alimentos perecederos, con la finalidad de mantener
y/o extender su tiempo de vida 1til en el mercado y a
la vez preservar la calidad del alimento y por ende la
salud de los consumidores. Otras alternativas que in-
volucran a los quito-oligosacaridos como auxiliares en
la extensién de la vida de anaquel se realizé en carne
molida al tratar de incrementar el espectro antimicro-
biano de la lisozima sobre microorganismos contami-
nantes por la adicién de quito-oligosacaridos produci-
dos por la radiacién de la quitosana con rayos y que
produce derivados de diferentes pesos moleculares
[54]. La exposicién a las radiaciones gener6 derivados
con un peso molecular hasta 8,3 kDa, sin embargo,
al disminuir el peso molecular de los oligosacaridos
se disminuye también su actividad antibacteriana y
contrariamente se incrementa su poder antioxidante.
Lo anterior logré6 demostrar que la combinacién en-
tre la lisozima y los oligosacaridos generan un efecto
sinérgico contra las bacterias logrando eliminar a E.
coli, Pseudomonas fluorescens y B. cereus y ademas,
reduce significativamente la carga de S. aureus. Es
conveniente mencionar que el efecto sinérgico demos-
trado es mucho mayor que cuando actian la enzima
y los oligosacaridos por separado, y gracias a esta si-
nergia se puede extender hasta por 15 dias la vida de
anaquel de la carne molida, mejorar su calidad mi-
crobiologica y al mismo tiempo mantener su calidad
sensorial y su aceptaciéon por los consumidores. Se ha
demostrado que la quitosana de bajo peso molecular
(5-27 kDa) inhibe el crecimiento de Aureofaciens sp.,
Enterobacter agglomerans, Bacillus subtilis, causan-
do la muerte entre 80 % -100 % de las células [55].
Asimismo, inhiben a bacterias como Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimurium,
Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Ba-
cillus megaterium, B. cereus, Staphylococcus aureus,
Lactobacillus plantarum, L. brevisy L. bulgaricus [56].

Por otro lado, Rhoades y Roller, (2000) [57] encon-
traron que al agregar 0.3 g de quitosana por litro de
jugo de manzana se inhibe por completo el desarrollo
de levaduras hasta por un periodo de 13 dias. Adi-
cionalmente, Roller y Covill (1999) [58], probaron el
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efecto antibacteriano de la quitosana contra diferentes
levaduras que se desarrollan en medios de cultivo y
en el jugo de manzana, observando que Mucor race-
mosus, Byssochlamys spp. y Zygosaccharomyces bailii
son sensibles a la acciéon de la quitosana, mientras
que Saccharomycodes ludwigii es resistente. Se ha
observado que los oligosacaridos generados por una
celulasa tienen efecto inhibitorio contra Aeromonas
hydrophila, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Shigella dysenteriae, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae y V. parahaemolyticus; asimismo cuando la
mezcla de oligosacaridos se agregd a la leche cruda
se redujo el crecimiento de mesoéfilos y de Salmonella
sp., prolongandose su vida util [59]. Lo anterior pone
en manifiesto la viabilidad del uso de quito-oligosaca-
ridos como bioconservadores en alimentos debido a su
origen natural y a su efecto antibacteriano.

CONCLUSIONES

El uso biotecnolégico de las quitinasas no solamente
se reducen al enfoque tradicional en biocontrol a tra-
vés de fungicidas y/o bioinsecticidas pues las inves-
tigaciones actuales las ubican con un espectro mas
amplio de aplicacion, multifacético y multidisciplina-
rio gracias a la actividad quitinolitica que ejercen so-
bre la quitina para generar quito-oligosacaridos. Las
actividades biologicas de los quito-oligosacaridos re-
velan un creciente interés por desarrollar estudios que
hagan patente su aplicaciéon como aditivos y agentes
de biocontrol en alimentos, aplicaciones clinicas y
agricolas. Actualmente se estan desarrollando inves-
tigaciones innovadoras para lograr optimizar la pro-
duccién y purificacién de quito-oligosacaridos a gran
escala para incrementar su potencial aplicacion como
bioconservadores en alimentos debido a que estos
quito-oligosacaridos generados por quitinasas y quito-
sanasas tienen actividad inhibitoria contra bacterias
patogenas de importancia en salud publica, muchas
de ellas transmitidas por alimentos.
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