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HIDROLISIS ENZIMATICA DE QUITOSANA. ACTIVIDAD
BIOLOGICA DEL POLIMERO Y SUS HIDROLIZADOS

A. Falcon® D. Diazy M. A. Ramirez

ABSTRACT. Chitosan is a chitin-derived desacetylate, a
polymer of N-acetil-Glucosamine that is extracted from the
exoskel eton of the crustaceans. Both polymersaswell astheir
oligomers have proved to protect severa species of plants
against fungal diseases by meansof theinduction of defensive
mechanisms that stop the advance of the pathogen in the
vegetable and by direct action of pathogenic fungi growth
inhibition. Inthiswork, the hydrolysisof chitosan with Pectinex
UltraSPL (Novozymes) was carried out and the course of the
reaction was monitored by determining theintrinsic viscosity
of the solution as well as the increment of reducing sugars
during the reaction time. The analysis of hydrolysis results
allowed to suggest a remarkable endo-chitosanase character
for the Pectinex enzymatic pool. Additionally, the activity of in
vitro growth inhibition of the pathogen Phytophthora
parasitica and theinducing chitinase activity in soybean plants
was comparatively studied, using the native chitosan and their
enzymatic hydrolysates of two and 10 hours. A bigger growth
inhibition of P. parasitica was observed in the case of
hydrolysatesregarding the native chitosan, aswell asahigher
induction of chitinase activity in soybean plants previously
treated with the 10 hour-hydrolysate. Results are discussed
concerning theimportance of GPin theantifungal activity and
signal perception that induces soybean plant defense response,
taking into account theincrement of the number of fragments
by means of the hydrolysis.

Key words: chitosan, enzymatic hydrolysis, Phytophthora
parasitica, fungal diseases, chitinase activity

INTRODUCCION

La quitina es un polisacérido lineal compuesto por
uniones de residuos (1—4) —2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranosido. Su produccidn a partir del exoesqueleto
de crustaceos se ha incrementado sustancialmente en
los ultimos 20 afios, como resultado de la versatilidad y
las mdltiples aplicaciones de este polimero y sus deriva-
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RESUMEN. La quitosana es €l derivado desacetilado de la
quitina, un polimero de N-acetil-Glucosaminaque se extrae del
exoesqueleto de los crustédceos. Ambos polimeros asi como
sus oligbmeros han demostrado que protegen varias especies
de plantas contra enfermedades fungosas mediante la induc-
cion de mecanismos defensivos que detienen el avance del
patégeno en el vegeta y por accidn directa de inhibicion del
crecimiento de hongos fitopatdgenos. En estetrabajo sellevé
a cabo la hidrélisis de quitosana con Pectinex Ultra SPL
(Novozymes) y €l transcurso de la reaccidn se monitored me-
diante ladeterminacion de laviscosidad intrinseca de lasolu-
cién asi como €l incremento de azlicaresreductoresen el tiem-
po. El andlisisdelosresultadosdelahidrdlisispermitio sugerir
un marcado caracter endo-quitosanasa para €l Pectinex. Se
estudié comparativamente la actividad inhibidora del creci-
miento in vitro del patégeno Phytophthora parasitica y la
induccién de actividad quitinasa en plantas de soya, de la
quitosana nativa 'y sus hidrolizados enziméticos de dosy 10
horas. Se observé una mayor inhibicién del crecimiento in
vitrodeP. parasiticaen €l caso deloshidrolizadosen relacion
con la quitosana nativa, asi como una mayor induccion de
actividad quitinasa en plantas de soya previamente tratadas
con €l hidrolizado de 10 horas. Se discute apartir delosresul-
tadoslaimportanciadel GP, tomando en cuentael incremento
del nimero de fragmentos mediante la hidrdlisis en la activi-
dad antifngicain vitro y parala percepcion de la sefial que
induce la respuesta defensiva en plantas de soya.

Palabrasclave: quitosana, hidrélisisenzimética,
Phytophthora parasitica, enfermedades
fungosas, actividad quitinasa

dos en los campos de la medicina, nutricion, industria,
cosmeética y agricultura (1, 2). La quitina es, ademas, el
segundo polimero mas abundante en la naturaleza después
de la celulosay resulta facilmente obtenible y renovable.
La quitosana es el principal derivado de la quitina y
se obtiene por parcial o total desacetilacion de esta, lo
cual incrementa la capacidad de disolucion del polimero
en agua. Entre las ventajas de la quitosana que sefialan
la importancia de su uso en la agricultura estan su
solubilidad en agua o acidos débiles diluidos a diferencia
de la quitina, su actividad inhibidora del crecimiento de
un importante nimero de hongos fitopatégenos (3, 4), la

Abreviaciones: H,O d: Agua destilada; GP: Grado de polimerizacion;
GA: Grado de acetilacion, PAL: actividad Fenil-alanina amonioliasa,
PDA: Papa-Dextrosa-Agar
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induccion de respuestas defensivas y proteccion contra
patégenos en plantas (5, 6, 7) y la elevacién de los rendi-
mientos agricolas en varios cultivos (8).

Los grados de acetilacién (GA) y polimerizacion (GP)
de las quitosanas son de vital importancia tanto en la
actividad antifangica directa contra fitopatégenos como
en la induccién de respuestas defensivas en la planta.
Asi, varios autores han demostrado el incremento de la
induccion de varias respuestas defensivas como la activi-
dad peroxidasa, PAL, y el incremento de H, O, cuando se
elevan los valores de acetilaciéon de las quitosanas,
lograndose valores maximos de dichas actividades con
GA por encima del 20 % en el polimero de quitosana (5, 9).
Sin embargo, la actividad inhibitoria del crecimiento de
hongos fitopatdgenos se incrementa en la medida que
decrece el grado de acetilacion en el polimero (3). Por
otra parte, el GP de la quitosana influye notablemente en
su actividad biolégica, relacionada tanto con la inhibicién
directa del crecimiento de patégenos (3) como en la in-
duccién de respuestas defensivas (5) y la proteccién con-
tra patégenos (6, 7).

Por lo anterior la degradacién, sea quimica o
enzimatica, del polimero de quitosana libera fragmentos,
gue en dependencia de los pardmetros antes menciona-
dos (GPy GA) y del patégeno o variedad de planta sobre
la cual se trabaje provocan una amplia gama de respues-
tas que se encuentra en la actualidad como una impor-
tante linea de estudio de esta tematica (5, 6, 9). La de-
gradacion enziméatica por ser especifica resulta mas ven-
tajosa para controlar la preparacion de oligébmeros
bioactivos y se ha demostrado la susceptibilidad del
polimero de quitosana al ser hidrolizado por gran nUmero
de enzimas, entre las que se destacan celulasas,
lisozimas, pectinasas e incluso proteasas (10, 11, 12,
13, 14).

A partir de lo anterior, el objetivo de nuestro trabajo
fue evaluar las posibilidades de un pool comercial de
enzimas para la degradacién del polimero de quitosana 'y
comparar la actividad biolégica del polimero y sus
hidrolizados enzimaticos, como inhibidores del crecimien-
to del fitopatégeno Phytophthora parasitica e inductores
de actividad quitinasa en plantas de soya.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la quitosana de trabajo. La quitosana de
trabajo (Q-5) se prepard mediante desacetilacion basica
de quitina de langosta, calidad farmacéutica, en condicio-
nes homogéneas, siguiendo la metodologia descrita (15).
La determinacion del grado de acetilacion y polimerizacion
de la quitosana obtenida se realiz6 mediante
potenciometria y viscosimetria respectivamente, siguien-
do protocolos descritos en nuestro laboratorio (15, 16),
con la realizacién de al menos cinco repeticiones en cada
caso y utilizando para ello quitosana previamente purifi-
cada por una metodologia de rutina. El GP se calculo
mediante la formula GP=Mv/m, donde Mv es la masa molar
promedio y m es la masa molar equivalente.

82

Hidrdlisis de la quitosana con Pectinex Ultra SPL. La
quitosana se disolvi6 al 1 % en acido lactico 130 mM y
se ajusté el pH a 5.6 con KOH. Se adicion6 un volumen
del preparado enziméatico equivalente a la relacion 1 mL
de enzima por 100 mL de solucién de quitosana sustrato.
La hidrolisis se permitié proceder entre 0y 10 horas a 37°C
con agitacién magnética continua. Para estudiar el curso
de la reaccion se extrajeron alicuotas de 20 mL en los
siguientes tiempos de hidrdlisis: 15 min., 1,2, 4,6, 8y
10 h. La reaccion enzimatica fue detenida en cada ali-
cuota mediante esterilizacion de la solucién por 15 minu-
tos a 121°C en autoclave. El curso de la reaccién fue
seguida por determinacion de la viscosidad y los azUca-
res reductores liberados en el tiempo, este Ultimo me-
diante la técnica de Nelson (17). Las muestras de mayor
viscosidad se determinaron en un viscosimetro Ostwald
de constante viscosimétrica k= 0.1 (muestras 0, 15 min.,
1 h), las demés en un viscosimetro Ubbelohde de volu-
men variable de k= 0.01, realizdndose en todos los ca-
SOS cuatro lecturas por muestra. Los resultados de vis-
cosidad se presentaron como viscosidad relativa, que se
calcula comparando el tiempo de caida de la muestra en
el viscosimetro con el tiempo de caida del buffer de la
muestra. Cada punto del grafico es la media de dos ex-
perimentos de hidrélisis independientes. Se calculé el
porcentaje de hidrdlisis (16).

Actividad antifingica in vitro contra un aislado de
Phytophthora parasitica. Se llevé a cabo un experimento
con las siguientes condiciones. Se utilizaron placas de
petri de 90 mm de diametro que contenian 20 mL de Papa-
dextrosa-Agar (PDA) conteniendo los tratamientos a las
concentraciones de 250, 500 y 1000 mg.L™ para cada
caso. El control consistié en medio de cultivo contenien-
do el disolvente de los tratamientos (acetato de potasio
20 mM). En cada caso se sembré un ponchete de 8 mm
de diametro, de micelio P. parasitica aislado de tomate
(Lycopersicon esculentum var. Amalia), previamente cre-
cido en PDA y se determiné el crecimiento midiendo el
diametro de cada colonia por placa al cabo de siete dias.
Se utilizaron cinco réplicas por tratamiento.

Los resultados se procesaron estadisticamente me-

diante un analisis bifactorial, cuyos niveles fueron pro-
ducto y concentracién, y las medias se compararon me-
diante una prueba de rangos mdltiples de Duncan al 1 %
de significacion.
Induccion de actividad quitinasa en plantas de soya. Se-
millas de soya de la variedad Fosca Rim fueron embebi-
das durante cuatro horas en soluciones conteniendo los
tratamientos (quitosana e hidrolizados de quitosana de
dos y 10 horas, a las concentraciones de 250, 500 y
1000 mg.L™) y el control, este Ultimo consistente en el
disolvente usado para los tratamientos: acetato de potasio
20 mM, pH 5.5. Posteriormente, las semillas se germina-
ron en placas de Petri y finalmente se sembraron en un
sustrato de suelo-materia organica 50:50 v/v.

Después de 17 dias de aplicados los tratamientos,
se colecto el primer par de hojas verdaderas de las plan-
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tas y se maceraron en presencia de nitrégeno liquido. El
polvo fue extraido en buffer acetato de sodio 50 mmol.L?,
pH 5.2 conteniendo 5 mmol.L* de EDTA, 5 mmol.L*
B-mercapto-etanoly 1.0 mol.L™* de NaCl en una relacion
de un gramo de masa fresca por cada 2 mL de buffer. El
extracto se centrifug6 a 12 000 gravedades en una centri-
fuga Sigma 2-15 por 10 minutos. La actividad quitinasa
se determind en el sobrenadante de acuerdo a la meto-
dologia descrita (18), usando quitina coloidal como
sustrato. La actividad enzimatica fue expresada como
nmol.L* de N-acetil-glucosamina liberada por minuto por
gramo de masa fresca.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de conocer las caracteristicas distin-
tivas de la quitosana de partida, se decidi6 determinar su
GP y GA debido a la importancia de ambos parametros
en la actividad biologica en plantas, paralo cual fue nece-
sario purificar la quitosana Q-5. En la Tabla | se muestra
un resumen de los resultados de caracterizacion obtenidos.

Tabla |. Caracteristicas quimicas de la Q-5

Quitosana Mv(10° Da)® Gp® GA®

Q-5 1.27 720 36.5+0.91

(MMasa molecular promedio determinada viscosimétricamente
@Grado de polimerizacién determinado por la férmula GP=Mv/m;
®Porcentaje de acetilacion (GA) determinado potenciométricamente.

La quitosana obtenida presenta un GA de 36.5 %,

valor que se encuentra dentro del rango informado por
varios autores como el de mayor potencialidad de induc-
cién de marcadores defensivos en familias de plantas
como las Cucurbitadceas, Solanaceas, Leguminosas y
Poéceas (5, 9).
Estudio de la hidrdlisis de la quitosana con el Pectinex
Ultra SPL. El Pectinex Ultra SPL es un preparado
enzimatico comercial de la empresa Novozymes, obteni-
do a partir de microorganismos del género Streptomises
y que se vende fundamentalmente para la clarificacion de
jugos y vinos de manzanas y peras. Dicho preparado
consiste en un pool de enzimas Pectinasas y de ellas
casi esencialmente Poligalacturonasas con una actividad
de estas de 26 000 u.mL™, aungue tiene en menor medi-
da otras actividades enzimaticas.

En la Figura 1 se representa el comportamiento de
la viscosidad relativa y la concentracién de grupos
reductores generados en el transcurso de la reaccién. Se
observa una marcada accidon endo-quitosanasa, ya que
la viscosidad disminuye bruscamente (alrededor de un
80 %), en la primera hora de hidrdlisis, siendo el incre-
mento de grupos reductores poco significativo. Sin em-
bargo, a partir de las dos horas la viscosidad permanece
practicamente constante y el incremento de los grupos
reductores es considerable.
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Figura 1. Estudio de la dindmica de hidrdlisis de la
quitosana con el Pectinex Ultra SPL

Lo anterior puede explicarse por dos hipétesis al-
ternativas:

é Es posible que con la disminucion de la masa molar
como consecuencia de la hidrdlisis, las enzimas de
accion endo-quitosanasa pierdan afinidad por los pro-
ductos de la hidrdlisis. Esto justificaria que la viscosi-
dad no siga disminuyendo bruscamente a partir de una
hora. Por otro lado, la hidrélisis conlleva al aumento de
la concentracién de sustrato para la accién de enzimas
de tipo exo-quitosanasas, actividad que tampoco se
puede descartar dentro del preparado. Esto justificaria
entonces el incremento de la concentracion de extre-
mos reductores liberados con poca variacién de la vis-
cosidad a partir de una hora de incubacion.

¢ Otra explicacion podria ser que a medida que transcu-
rre la hidrélisis, el tamafio molecular de los oligémeros
obtenidos no contribuye apreciablemente a detectar
los cambios de viscosidad. Segun la ecuacion de Mark-
Houwink (2), la viscosidad no presenta una dependen-
cia lineal con el peso molecular, siendo para la quitosana
el valor de a<1. Lo anterior indica que la contribucién a
la viscosidad se hara menor mientras menor sea el
tamafio molecular.

En adicién, el calculo del porcentaje de enlaces
hidrolizados (Figura 2) muestra que no ha sido sobrepa-
sado el 1 % a las 10 horas de hidrdlisis; esto unido al
elevado decrecimiento de la viscosidad sin un alto incre-
mento de la aparicién de azlcares reductores hasta las
dos primeras horas de hidrdlisis, indica un caracter endo-
quitosanasa de la mezcla enzimatica. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros autores?, quie-
nes comparando la actividad quitosanasa de varios pre-
parados enzimaticos concluyeron que el Pectinex Ultra
SPL presenta un elevado caracter endo-quitosanasa (da-
tos no publicados).

'Hernandez y Cabrera, 2002 (comunicacién personal)
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Figura 2. Variacion del porcentaje de enlaces
hidrolizados por el Pectinex Ultra SPL
en 10 horas de reaccion

Sin embargo, debido a que el Pectinex es una mez-
cla enzimatica con predominio de diferentes actividades
Poligalacturonasas, no se pueden descartar cambios de
afinidad de las enzimas en relacion con los cambios de
tamafio molecular del sustrato en el tiempo, ni a la posi-
ble aparicién de afinidad para actividad exo-quitosanasa.
Por otra parte, el aumento exponencial de reductores a
partir de una hora de la hidrélisis, disminuye su incre-
mento a partir de las ocho horas, donde el comporta-
miento comienza a tornarse en meseta; se puede pensar
gue a partir de este tiempo, las enzimas pierden afinidad
por los fragmentos de menor masa molar que se han for-
mado en el medio como producto de la hidrélisis o que
esta ocurriendo una inhibicién por el incremento de la
cantidad de sustrato como resultado de la degradacion
de los polimeros de mayor tamafio. Resultados coheren-
tes con la explicacion anterior fueron obtenidos (19) al
degradar quitosana con una pectinasa de Aspergillus niger.
Estos autores demostraron que incrementos de sustrato
por encima de 12 g.L™ reducian la velocidad de hidrolisis
de la quitosana empleada.

Teniendo en cuenta las propiedades fisico-quimicas
de las moléculas de Q-5 en los diferentes momentos de
la hidrélisis se decidié comparar, en los analisis de activi-
dad biolégica, el polimero de quitosana Q-5 con los
hidrolizados de dos horas (baja viscosidad y baja canti-
dad de grupos reductores, lo que indica una masa molar
intermedio) y de 10 horas (baja viscosidad y alta cantidad
de reductores, indicativo de masas molares menores).
Actividad antifingica del polimero de quitosana Q-5. En
la Ultima década varios autores han informado la capaci-
dad antifingica in vitro de las quitosanas (3, 4, 20, 21, 22).
Aunque no ha sido elucidado el mecanismo exacto me-
diante el cual la quitosana ejerce su actividad antifingica,
ha sido informado por varios autores que la quitosana ejer-
ce su efecto anti-patogénico in vitro por diferentes meca-
nismos que incluyen el debilitamiento y la delgadez de la
pared celular del patégeno, pérdida de aminoéacidos y pro-
teinas, incremento de la vacuolacion, alteracion de la
membrana plasmatica, distorsion de la hifa y agregacion
citoplasmatica (3, 4, 21), y acumulacion de fragmentos
dentro de la pared que podrian alterar la replicacién del
material nuclear (23).

Para determinar las posibles diferencias entre la
quitosana Q-5 y sus hidrolizados, se realizé un experi-
mento utilizando una cepa de Phytophthora parasitica
aislada de tomate (Lycopersicon esculentum, variedad
Amalia). Los resultados se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Comparacion de la actividad inhibidora
del crecimiento de una cepa de
Phytophthora parasitica, aislada de toma-
te por quitosanay sus hidrolizados

De forma general, se observa que tanto la Q-5como
sus hidrolizados presentan efectos antifingicos a las
concentraciones utilizadas. Esto sugiere que la hidrélisis
de la Q-5 resulta en un incremento de la cantidad de
moléculas con actividad antifangica. Algunos autores (24)
demostraron que para exhibir actividad antifingica las
moléculas de quitosana debian tener al menos siete resi-
duos de glucosamina. Esto sugiere entonces que todavia
a las 10 horas de hidrélisis no se ha sobrepasado este
limite si es que se ha llegado a él.

No se obtuvieron diferencias significativas entre los
tres productos a 1 g.L™, mientras que a 0.5 g.L™* los dos
hidrolizados inhiben significativamente mejor al patégeno
gue la quitosana polimero. En el caso del hidrolizado de
dos horas, se observa que es el de mayor actividad
antifiingica al inhibir sin diferencias significativas en las
tres concentraciones probadas y ademas inhibir el creci-
miento del patdgeno un 35 % mas que la quitosana
polimero y el hidrolizado de 10 horas a la concentracion
de 250 mg.L?, por lo que puede pensarse que presenta
una adecuada concentracién molar y distribucién de pe-
sos molares al respecto.

Este resultado sugiere estudiar la actividad anti-
patogénica de hidrolizados de mayores tiempos que 10
horas, tomando en cuenta que los dos hidrolizados pre-
sentaron mejores resultados de inhibicion que la quitosana
polimero.

Induccidn de actividad quitinasa en plantas de soya. En
la literatura cientifica ha sido informado que el tratamien-
to de semillas con quitosana resulta en altos rendimien-
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tos en la produccion (8). No obstante, aparecen muy
pocos estudios relacionados con el efecto que ejerce di-
cho tratamiento sobre la induccion de marcadores defen-
sivos y resistencia. A continuacién se relacionan los re-
sultados obtenidos al tratar semillas de soya variedad
Fosca Rim con quitosana nativa y sus hidrolizados de dosy
10 horas durante un tiempo de imbibicién de cuatro horas.

En la Figura 4 se muestran los valores de actividad
enzimatica de quitinasa en extractos de hojas, medida a
los 17 dias después de tratadas las semillas. Se observa
gue a medida que se incrementa la hidrélisis es mayor la
induccién de actividad quitinolitica, siendo el hidrolizado
de 10 horas el méas efectivo. Esto apoya la idea de que
existen diferencias en el reconocimiento de la molécula
sefial (quitosana u oligdmeros). EI mayor tamafio de la
molécula de quitosana pudiera constituir un impedimento
estérico que evite en cierta forma alcanzar el sitio recep-
tor y por tanto el reconocimiento.
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Figura 4. Actividad enzimatica de quitinasa en plan-
tas de soya tratadas con quitosana nativa
y sus hidrolizados enzimaticos

Al respecto, algunos autores han demostrado que
en los bioensayos se necesita un periodo de acondicio-
namiento y el empleo, por ejemplo, de abrasivos para
lograr tanto induccién de respuestas defensivas (9) como
proteccion (6), con moléculas de quitosana. No obstan-
te, aquellas moléculas grandes que lleguen a la membra-
na plasmatica pudieran interactuar con varios receptores
y asi potenciar su efecto inductor (9). Otros autores (9)
también demostraron que no existian diferencias apre-
ciables en cuanto a la induccién de marcadores
moleculares de resistencia, entre quitosanas con
GP=3420y GA=22.3 % y un hidrolizado de GP=26.2y
GA=22.3 %, aiguales concentraciones, en las condicio-
nes de bioensayo empleadas por ellos; es decir, traba-
jando con hipocotilos previamente tratados con abrasivos.
Resulta obvio destacar que el grado de percepcion de
estas macromoléculas depende mucho del ensayo biol6-
gico que se disefie y los propésitos del trabajo. En nues-
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tro caso, el tratamiento directo de semillas de soya sin
un tratamiento previo para facilitar la penetracién del
polimero de quitosana permitié percibir las diferencias de
percepcién del polimero y sus hidrolizados por los recep-
tores celulares en la semilla que desatan la respuesta
defensiva.

Tomando de conjunto los resultados obtenidos, se
puede concluir que la utilizacién del preparado enzimatico
Pectinex Ultra SPL para la degradacion del polimero de
quitosana ofrece la ventaja de una actividad endo-
quitosanasa marcada que provoca la obtencion de frag-
mentos de quitosana de menor tamafio. Estos a su vez
permiten mantener una actividad antifingica in vitro com-
binada con un incremento en la percepcion de las sefia-
les que inducen marcadores de resistencia contra
patégenos.

Aunque trabajos recientes (13, 19) han demostrado
la posibilidad de degradar polimeros de quitosana con
enzimas pectinasas, hasta donde se sabe por la literatu-
ra consultada, el preparado enzimatico Pectinex Ultra SPL
no habia sido utilizado en la degradacién de polimeros de
glucosamina parcialmente N-acetilados.
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