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Resumen

En la agricultura, la alimentacion y la industria farmacéutica se estan desarrollando herramientas
tecnoldgicas que permitan combatir plagas y enfermedades de manera sustentable y amigables con el
ambiente, asi como la generacion de productos y alimentos sanos para la salud humana; por lo que la
tecnologia del ADN recombinante ha ayudado en el desarrollo de cepas microbianas modificadas
genéticamente con caracteristicas deseables en la produccion de enzimas. Las quitinasas recombinantes
son un ejemplo de biotecnologia aplicada a la agricultura; estas son enzimas glicosil-hidrolasas con
tamafios que oscilan entre 20 y 90 kDa, los cuales estan presentes en una amplia gama de organismos
como bacterias, hongos, levaduras, plantas, actinomicetos, artropodos y humanos. Su importancia radica
en la amplitud de usos en distintas industrias como la agricola en el control de plagas, en la industria
ambiental en la gestion de residuos, y en la industria farmacéutica por el uso de sus derivados. Debido a
esto, las quitinasas recombinantes de diferentes fuentes exhiben potencial biotecnolégico. En la presente
revision se discuten los sistemas heterdlogos donde se han expresado estas enzimas, asi como algunas
aplicaciones en distintas industrias. La utilizacion de estas enzimas representa el futuro en la produccion
sustentable de alimentos y en la salud.

chitinases: advances and

Heterologous

perspectives

Abstract

In the agriculture, food, and pharmaceutical industries, technological tools are being developed to combat
pests and diseases in a sustainable and environmentally friendly manner, as well as to generate healthy
products and foods for human health. Therefore, recombinant DNA technology has aided in the
development of genetically modified microbial strains with desirable characteristics in enzyme
production. Recombinant chitinases are an example of biotechnology applied to agriculture; these are
glycosyl hydrolase enzymes with sizes ranging from 20 to 90 kDa, which are present in a wide range of
organisms such as bacteria, fungi, yeasts, plants, actinomycetes, arthropods, and humans. Their
importance lies in their broad uses in different industries, such as agriculture in pest control, the
environmental industry in waste management, and the pharmaceutical industry for the use of their
derivatives. Because of this, recombinant chitinases from different sources exhibit biotechnological
potential. This review discusses the heterologous systems in which these enzymes have been expressed,
as well as some applications in different industries. The use of these enzymes represents the future of
sustainable food production and health.
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1. Introduccion

Diversos organismos tienen como componente principal a la
quitina (Mathew et al., 2021). Desde los crustaceos,
invertebrados marinos, moluscos, algas, hongos, insectos y
algunos parasitos como nematodos. La quitina se caracteriza
por ser la segunda macromolécula mas abundante de la
naturaleza (Ren et al.,, 2021). La mayor parte de las
extracciones de quitina provienen de los residuos de
caparazones de camaron y cangrejos (Thakur et al., 2023a).
La quitina es un biopolimero lineal, insoluble en agua, de
baja reactividad. La quitina se extrae de los desechos marinos
mediante tratamiento 4cido para disolver el carbonato de
calcio, seguido de extraccion alcalina para solubilizar las
proteinas (Tsurkan et al., 2021); sin embargo, este método
supone un alto gasto de energia, esto representa un riesgo
para la salud humana y al ambiente por los compuestos
quimicos que se emplean.

Ademas, los derivados de la quitina actualmente tienen alta
demanda en las industrias alimentaria, agricola y
farmacéutica, por lo que la produccion de estos derivados
requiere de tecnologias mas amigables con el ambiente.

El uso de quitinasas es un proceso biotecnologico que
permite la obtencion de derivados de forma sustentable y sin
riesgo de contaminacion ambiental; por lo que resuelve los
problemas que puedan suponer los métodos anteriormente
mencionados (Kou et al., 2021). Sin embargo, se requieren
procesos para producir grandes cantidades de quitinasas. La
ingenieria genética y biologia molecular facilitan la
sobreproducciéon de enzimas en microorganismos, lo que
puede ser utilizado en los procesos de fermentacion industrial
para producir grandes cantidades de una enzima particular
(Yahaya et al.,, 2021). Por lo anterior, el objetivo de la
presente revision fue discutir los sistemas heterélogos donde
se han expresado las enzimas quitinasas, asi como algunas
aplicaciones en las distintas industrias existentes, con miras
a una industria sustentable.

2. Quitina: aspectos generales

La palabra quitina, en la etimologia griega, significa “cota de
malla” (Akter et al., 2025; Hayes, 2012) aunque algunos
autores mencionan que el significado es “quitén” o “tanica”.
La  quitina  [poli(B-1,4-N-acetil-D-glucosamina)]  se
encuentra en el segundo lugar, solo detras de la celulosa
como el polimero natural mas abundante que se encuentra en
la tierra. Henri Braconnot aislo la quitina en 1811 y, en 1829,
Albert Hofmann determind su estructura quimica
(Chakravarty y Edwards, 2022). En la naturaleza, esta
biomolécula se presenta como microfibrillas cristalinas
ordenadas que forman componentes estructurales en el
exoesqueleto de artropodos o en las paredes celulares de
hongos, asi como organismos vivos del reino animal y
vegetal en funciones donde el reforzamiento y la fuerza son
requeridas (Joseph et al., 2021).

La quitina presenta distintas conformaciones, la mas comtn
es la conformacion o, en donde cada cadena estd en
direcciones antiparalelas; asi, sus cadenas adyacentes se
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encuentran en direcciones opuestas. La a-quitina se
encuentra en las paredes celulares de hongos, levaduras,
tendones y caparazones de langostas y cangrejos, en los
caparazones de camarones, asi como en la cuticula de los
insectos. Dentro de la B-quitina las cadenas de polimero se
encuentran alineadas de manera paralela, en donde sus
interacciones intramoleculares son mas débiles y, por lo
tanto, proyectando mayor accesibilidad para las enzimas.
Estructuralmente, la y-quitina se diferencia a través de una
mezcla de alineacion paralela y antiparalela de cadenas de
polimeros intercaladas, dando lugar a fracciones con niveles
de cristalinidad mas altos o bajos (Arnold et al., 2020; Singh
etal., 2021).

2.1. Quitinasas

La degradacion de la quitina se da por accion de las enzimas
quitinasas. Este proceso se realiza en dos pasos: el primero
implica la escision inicial del polimero de quitina por
quitinasas en oligosacaridos de quitina, y una escision
posterior a N-acetilglucosamina (GlcNAc) y monosacaridos
por quitobiasas (Goughenour et al., 2021). Las quitinasas
(E.C. 3.2.2.14) son glicosil hidrolasas cuyo tamafio varia
desde los 20 kDa hasta los 90 kDa (Nayak et al., 2021).

Las quitinasas se dividen principalmente en dos grupos:
endoquitinasas (E.C. 3.3.1.14) y exoquitinasas. El primer
grupo divide aleatoriamente la quitina en sitios internos, en
donde se forma el dimero di-cetilquitobiosa y multimeros
solubles de bajo peso molecular de GlcNAc (Singh et al,
2021). Por otro lado, las exo-quitinasas se dividen a su vez
en dos categorias: quitobiosidasas (E.C. 3.2.1.29) (Nayak et
al., 2021), las cuales participan en la liberacion progresiva de
diacetilquitobiosa, que comienza por el extremo no reductor
de la microfibrilla de quitina; la segunda categoria la
constituyen las B-1-4-glucosaminidasas (E.C. 3.2.1.30), que
escinden los productos oligoméricos de las endoquitinasas y
quitobiosidasas, resultando en monémeros de GlcNAc
(Nayak etal., 2021). Dentro de las familias glicosil hidrolasas
(GH), existen cuatro principales clasificaciones de enzimas
quitinasas, las cuales son: GH18, GH19, GH23 y GH48
segun la base de datos de enzimas activas en carbohidratos
(CAZy) (Liu et al., 2024). En las familias GH18 y GH19, se
encuentran principalmente las quitinasas de tipo Endo,
mientras que las quitinasas de tipo Exo se encuentran en
GHI18 y GH20 (Qu et al., 2021). Las quitinasas que se
encuentran dentro de la familia GH18 se encuentran en casi
todos los organismos; dentro de esta familia participan en
muchos procesos fisiologicos, desde la degradacion de
tejidos, regulacion de tejidos, regulacion del desarrollo,
patogenicidad y la defensa inmune; dentro de este grupo de
quitinasas, se utiliza la catalisis asistida por sustrato para
mantener la conformacion anomérica del producto (Thakur
et al., 2023b). En la familia GH19 se encuentran las enzimas
de plantas, bacterias y virus, en donde desempefian distintas
funciones. En las plantas, se regulan de manera positiva
como resultado de ataques patogenos, relacionado a
condiciones de estrés como sequia, salinidad, heridas,
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presencia de metales pesados en su entorno, etc. (Bordoloi,
021; Ubhayasekera, 2011) (Figura 1). Las quitinasas de la
familia 19 utilizan un mecanismo general 4cido-base para
invertir la configuraciéon anomérica del residuo de GlcNAc
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hidrolizado. Por otra parte, los enlaces glucosidicos
escindidos por las quitinasas GH48 utilizan un método de
configuracion inversor.
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Figura 1. Organismos que producen la quitinasas de manera natural.

2.2. Quitinasas heterologas

Las quitinasas han ganado interés en diversas aplicaciones
biotecnologicas, debido a la capacidad para degradar quitina
ya sea en la pared celular de los hongos y en el exoesqueleto
de los insectos. Llevando su uso como agentes microbianos
o insecticidas para el biocontrol de patdgenos vegetales. Otra
aplicacion es la bioconversion de quitina en productos
farmacologicamente  activos, como  GIcNAc vy
quitooligosacéricos, siendo utiles como antimicrobianos,
inmunopotenciadores en la activacion de los sistemas de
defensa de huésped, como transportadores de farmacos,
antioxidantes, etc. (Sharma et al., 2024) (Cuadro 1, Figura 2).

Las quitinasas microbianas se han producido mediante
fermentacion liquida por lotes, fermentacion continua y
fermentacion por lotes alimentados. Ademas de estos,
también se han utilizados sistemas de fermentacion en estado
solido y de células biféasicas para la produccion de la enzima
quitinasa. La fuente de carbono, fuente de nitrégeno, y
residuos agricolas como salvado de arroz, salvado de trigo
son algunos de los componentes del medio de los cuales esta
influenciado. (Dahiya et al., 2005; Gomaa, 2021). Otros
factores fisicos como la aireacion, pH, y temperatura de
incubacion, también afectan la produccion de quitinasas.

Biocontrol

_.[

Aplicaciones de

quitinasas heterélogas

T
- Actividad antifingica

> Antibacteriano

—o[ Produccién de quitooligosacaridos ]

[_> Conservante alimentario
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Figura 2. Usos y aplicaciones de las quitinasas heterologas.
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Cuadro 1. Organismos que expresan de forma heter6loga alguna quitinasa.

Organismo Gen que expresa Actividad de la quitinasa Referencia
Procariotas
Bacillus sphaericus chiAC Biocontrol de mosquito (Culex quinquefasciatus) Cai et al., 2007
Escherichia coli ChiB Biocontrol El-Sayed et al., 2024
Agrobacterium tumefaciens SmchiC Tolerancia a hongos e insectos Navarro-Gonzélez et al.,
(Sobrexpresion de quitinasa) 2019
Escherichia coli MaChil Produccion de oligosacaridos bioactivos Guo et al., 2024
Escherichia coli CcCtil Quitinasa con actividad antifingica Lietal, 2019
Escherichia coli Chid y ChiB Quitinasa con actividad antifingica Liu et al., 2024
Escherichia coli SachiB Quitinasa con actividad antifingica Lvetal., 2021
Bacillus sp. Chisb Produccion de quitooligosacéridos Pan et al., 2019
Agrobacterium tumefaciens CpCHI4 Caracterizacion y actividad insecticida Rathinam et al., 2021
Bacillus subtilis BcChiAdl Produccion de quitooligosacéridos Wang et al., 2020
Agrobacterium tumefaciens CmCHI Biocontrol Yang et al., 2020
Escherichia coli chiZJ408 Caracterizacion Yu et al., 2022
Escherichia coli PxChi52 Quitinasa con actividad antifingica Zhang et al., 2021
Eucariotas
Pichia pastoris Chit46 Quitinasa con actividad antifingica Deng et al., 2019
Saccharomyces cerevisiae chil Caracterizacion para control biologico Draborg et al.,1996
Pichia pastoris LinChi78 y LinChi35 Produccion de N’-diacetilquitobiosa Duetal., 2021
Pichia pastoris Chit33 Produccion de quitooligosacéridos Kidibule et al., 2020
Pichia pastoris Chi21702 Caracterizacion y produccion de GIcNAc Lee etal., 2010
Pichia pastoris chi46 Quitinasa con actividad antifingica Liu et al., 2008
Yarrowia lipolytica YICTS1 Caracterizacion Park et al., 2015

3. Aplicaciones de las quitinasas heteroélogas

3.1. Biocontrol de insectos

Debido a que la poblacion se encuentra en constante
expansion, ademds de factores como condiciones
ambientales que cambian constantemente, y la reduccion de
tierras agricolas, el desafio de poder producir alimentos
suficientes se ve afectado negativamente; por esta razon se
busca maximizar la productividad mediante practicas
agricolas, aplicando nuevas tecnologias agronomicas,
desarrollo de plantas avanzadas, uso de fertilizantes y uso de
pesticidas y herbicidas para minimizar pérdidas provocados
por patogenos de plantas y malezas (Ahmed, 2022).

Okongo et al. (2019), produjeron quitinasas a partir de varias
cepas bacterianas y cepas de levadura recombinantes de
Pichia pastoris que albergan genes de quitinasa del hongo
filamentoso termofilo Thermomyces lanuginosus. Las
enzimas fueron caracterizadas y se compararon sus
eficiencias de biocontrol con tres plagas de insectos. Chitl’
(quitinasa  recombinante del hongo  Thermomyces
lanuginosus en Pichia pastoris) y Chit lic (quitinasa
recombinante en Bacillus licheniformis), fueron las
quitinasas mas efectivas contra las larvas de segundo estadio
de Eldana saccharina, mientras que Chit Strpt'y Chit 1489
pudieron retrasar la pupacion en 26% y 24%,
respectivamente.

En el caso las quitinasas recombinantes producidas en P.
pastoris con Chitl, su produccion maxima fue de 91 mU mL~
!'a las 42 h, mientras que en Chit2 fue de 88 mU mL! y en
Chitl” de 33 mU/mL de en un tiempo de 48 y 54 h,
respectivamente. Después de la produccion optima de
quitinasas recombinantes, esta disminuye de forma gradual
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en todas las cepas, mostrando una similitud con las quitinasas
bacterianas.

Por otro lado, el desarrollo de variedades que resistan a
plagas fitopatogenas se ha convertido en un objetivo
prioritario, debido a que son métodos ecologicos y eficaces.
Uno de los cultivos mas afectados por fitopatogenos es el
algodon, el cual cada vez es mas grave debido a la resistencia
de pulgones a pesticidas quimicos. En algodon, los estudios
de los genes de la quitinasa se centran en otras funciones,
como lo mencionan Zhong et al. (2021), en donde los
estudios se han centrado en las funciones en la resistencia a
patdgenos fungicos, sin embargo, funciones en la resistencia
a plagas de insecto se han analizado con escasa frecuencia.
Se clono el gen de quitinasa de algodon GAChi6 y se analizo
su papel en la resistencia a los pulgones en Arabidopsis
transgénica, ademas de enzimas que son importantes en
situaciones de defensa contra plaga de insectos: polifenol
oxidasa (PPO), fenilalanina amonio liasa (PAL) y superdxido
dismutasa (SOD). La actividad de SOD en transgénicos de
linea 1 de Arabidopsis fue mayor que en la planta de tipo
silvestre, mientras que la actividlad PAL no fue
significativamente diferente entre dos de las plantas
transgénicas de Arabidopsis (linea 1 y 4), respecto a las de
tipo silvestre. En cuanto a la actividad de la SOD en
Arabidopsis, la linea 4 transgénica fue significativamente
menor que en las plantas de tipo silvestre, se evalud la
deposicion de calosa en donde dos de las plantas transgénicas
se depositd mas calosa, lo cual se sugiere puede mejorar la
resistencia de Arabidopsis a pulgones.

Otro estudio utilizd quitinasas provenientes de Cajanus
platycarpus como biocontrol contra Helicoverpa armigera.
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Se evaluaron similitudes y diferencias moleculares entre
CHI4 en dos especies de Cajanus, C. cajan (CcCHI4) y C.
platycarpus (CpCHI4) utilizando diversas herramientas
moleculares. Las larvas alimentadas de hojas transgénicas
provenientes de CpCHI4 exhibieron una reduccion del
crecimiento, a diferencia de las que se alimentaron de hojas
de control. Mediante bioensayo se confirmo6 la actividad
insecticida de CpCHI4 contra H. armigera (Rathinam et al.,
2021). El-Sayed et al. (2024) mediante la secuencia de
nucledtidos, determinaron que el gen que corresponde a
ChiB, el cual fue clonado en pJET1.2, el vector resultante se
denominé pJET1.2-ChiB. La quitinasa B recombinante (una
de las quitinasas perteneciente a la familia de las glicosido-
hidrolasa perteneciente a la familia 18) fue evaluada por su
eficacia como bioagente insecticida contra larvas de S.
frugiperda, lo que indujo alteraciones significativas en etapas
de desarrollo posteriores y malformaciones visibles.
Mediante analisis in silico de la proteina anticipada
codificada por el gen de la quitinasa (ChiB) ofrecieron
predicciones mejoradas para la union de la enzima y la
actividad catalitica.

3.2. Actividad antifungica de las quitinasas

En la supervivencia de los hongos, la pared celular juega un
papel fundamental, esta estructura dinamica actia como una
barrera para resistir los cambios de presion osmotica y para
interactuar con el ambiente (Free, 2013; Pasin et al., 2021).
La pared celular se compone principalmente de quitina, -
(1,3):p(1,6) glucanos y manoproteinas, sin embargo, la
composicion exacta de la pared celular varia entre las
distintas especies (Free, 2013; Gow et al., 2017; Mejia et al.,
2021). Esta bien establecido que los microorganismos
pueden atacar la pared celular de los hongos mediante la
secrecion de quitinasas. Aunque todas las quitinasas poseen
la misma actividad fundamental (degradacion de los
polimeros de quitina) existe una evidente selectividad de
enzimas especificas hacia ciertos hongos (Berini et al., 2018;
Mir et al., 2021). El gen de quitinasa SmchiC amplificado del
genoma de S. marcescens se clond en el vector de
transformacion p2X35SChiC y se utilizd para transformar
tabaco (Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR1). Se
evalu6 la resistencia de estas plantas transgénicas al hongo
necrotrofico Botrytis cinerea y a la plaga Spodoptera
frugiperda. Se encontr6 que tanto la actividad de la quitinasa
como la resistencia contra B. cinerea y S. frugiperda fue
significativamente mayor en las plantas transgénicas en
comparacion con las de tipo silvestre; las lineas transgénicas
mostraron una mortalidad de insectos del 90% al dia 7. Otros
estudios han demostrado que la sobreexpresion de una
quitinasa de S. littoralis indujo mortalidad de larvas de S.
cretica del 63-70% (Navarro-Gonzélez et al., 2019). Por otro
lado, una quitinasa proveniente del microorganismo
Paenibacillus xylanexedens, expresado en E. coli resulto en
la enzima recombinante PxChi52. Esta quitinasa fue
evaluada mediante el ensayo de actividad antifiingica de
Alternaria alstroemeriae, Aspergillus niger, Botrytis
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cinerea, Penicillium expansum, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum 'y Valsa mali. La quitinasa
recombinante mostrd actividad antifingica contra los hongos
B. cinerea, S. sclerotiorum y V. mali, al administrarse una
dosis de enzima de 0.5 U. En cantidades mayores de 1.5 Uy
4.5 U se mostr6 inhibicion del crecimiento micelial en 4.
alstroemeriae y R. solani. Caso contrario en los organismos
A. niger'y P. expansum en donde el efecto inhibitorio sobre
el crecimiento no se observo. Los autores mencionan que
pudo deberse a la composicion especifica de la pared celular
de los hongos (Zhang et al., 2021).

Lv et al. (2021) realizaron la caracterizacion bioquimica del
gen SaChiB, de Streptomyces alfalfae, una rizobacteria
beneficiosa para las plantas el cual se utiliza ampliamente
como fertilizante microbiano en el suelo. Se evaludé uno de
los 7 genes codificantes de quitinasa en la secuencia del
genoma de S. alfalae, el cual fue el gen SaChiB. Este gen
corresponde a la familia de las glicosil hidrolasas GH19. Las
actividades antifungicas del SaChiB purificado fueron
evaluados en seis hongos fitopatégenos: Botrytis cinerea,
Fusarium graminearum, Trichoderma longibranchiaum,
Rhizoctonia  cerealis,  Sclerotinia  sclerrotiorum 'y
Rhizoctonia solani. La enzima inhibid fuertemente el
crecimiento de los fitopatdgenos debido a su actividad
antifingica. Se sugiere que esta quitinasa recombinante tiene
mayor potencial como agente de biocontrol de amplio
espectro contra estos organismos.

3.4. Produccion de oligosacaridos

La mezcla de quito-oligosacaridos es producida a partir de la
degradacion de quitina. Estas mezclas son de diferente
tamafio que pueden obtenerse a través de distintos
tratamientos, ya sean quimicos, fisicos o enzimaticos
(Castaiieda et al., 2011). Estos compuestos tienen algunas
caracteristicas como: biodegradables y no toxicos y debido a
su mayor solubilidad en agua, baja viscosidad, bajo peso
molecular, los quitooligosacaridos han sido de atencion
debido a su funcidn en los sectores farmacéutico, alimentario
y agricola (Thakur et al., 2023b).

Nour et al. (2024) produjeron quitinasa A derivada de
Serratia marcescens, NRC 408, mediante dos enfoques
diferentes; optimizando el medio con el uso de métodos
estadisticos y mediante expresion heterdloga utilizando el
gen SmChiA. El sistema heterdlogo present6d actividad de
228.085 U mL!, el cual fue 2.9 mayor que la actividad
obtenida mediante la técnica de optimizacion, el cual fue de
78.56 U mL"'. Los quitooligosacéridos obtenidos a partir de
esta exoquitinasa fueron probados en cuanto a emulsificacion
y estabilidad en diferentes condiciones (temperatura,
salinidad, pH) asi como el efecto en la eliminacion de
hidrocarburos.

4. Perspectivas y conclusiones

El desarrollo de herramientas derivadas de la biotecnologia
en areas como la agricultura, la alimentacion, farmacia, etc.,
representa una oportunidad para enfrentar los desafios
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actuales relacionados con alimentos, plagas y enfermedades,
entre otras. El empleo del ADN recombinante es fundamental
para lograr una sostenibilidad en la produccion de alimentos
que sea respetuosa con el medio ambiente. Las quitinasas
recombinantes, en particular, muestran un potencial
significativo en diversas aplicaciones industriales, desde el
control bioldgico de plagas hasta la produccion de enzimas
especificas para la industria farmacéutica.

A medida que se continte investigando y se desarrollen cepas
microbianas modificadas genéticamente, se espera que surjan
nuevas aplicaciones y mejoras en la eficiencia de estas. Una
de las principales desventajas del proceso para aprovechar los
desechos de quitina, es el uso de métodos quimicos, los
cuales son ambientalmente nocivos. Mediante el uso de
enzimas quitinasas se podria aprovechar el uso menos
perjudicial para el ambiente. En la agricultura, la integracion
de quitinasas podria no solo reducir el uso de plaguicidas
quimicos, sino también fomentar précticas agricolas de
forma sostenible que promuevan la salud del suelo y la
biodiversidad. Ademés, la expresion de quitinasas
heter6logas abre la posibilidad a innovacion en el tratamiento
de residuos y en la producciéon de productos de valor
agregado, como oligosacaridos con propiedades funcionales.
En conclusion, las quitinasas recombinantes representan una
herramienta valiosa en la bisqueda de soluciones por medio
de la biotecnologia para la agricultura, alimentos, farmacia y
la salud. Su capacidad para hidrolizar quitina es clave en la
degradacion de las paredes celulares de algunos patogenos,
esto, las convierte en herramienta valiosa para control
biologico y para las distintas industrias abordadas.
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