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Introduccion. Las quitinasas son inhibidoras del
crecimiento de hongos fitopatégenos, al hidrolizar los
enlaces glicosidicos B-(1,4) del N-acetilglucosamina
de la quitina, ademas de producir quitooligosacaridos
(COS), que tienen aplicaciones en la agricultura,
industria y la salud humana. Sin embargo, se recurre
a métodos quimicos para la obtencién de COS asi
como para el control de enfermedades causadas por
hongos. El uso de quitinasas puede ser una
alternativa ambientalmente amigable a los métodos
guimicos tradicionales. El propésito de este trabajo es
purificar la quitinasa de frutos de papaya Maradol y
estudiar sus caracteristicas bioquimicas y cinéticas,
para profundizar en el conocimiento de su funcién,
gue permita plantear estrategias para la produccién
de COS vy sugerir a dicha enzima como agente de
control biolégico de patdégenos flngicos de plantas de
interés agroalimentario.

Metodologia. La extraccion y precipitacion se realizo
a partir de un fruto maduro libre de patégenos y se
purific6 la enzima mediante cromatografia CM-
Sepharose (1). La pureza y peso molecular (PM) se
visualizaron por movilidad relativa en geles SDS-
PAGE (2) mientras que, para determinar la presencia
de glicosilaciones se utilizé reactivo de Schiff (3). Se
calculé la velocidad de reaccién especifica (Vo) por
un método colorimétrico usando 4-nitrofenil-N-
acetilglucosamina (pNF-GIcNAc) como sustrato; con
el que también se determind la temperatura Gptima
(To) y pH 6ptimo (pHo) de reaccién, el efecto de iones
y la cinética enzimética, la cual fue evaluada a
distintas temperaturas y concentraciones de sustrato
con la ecuacion de Michaelis-Menten.

Resultados. Se obtuvo la quitinasa pura con 2
bandas de PMs de ~29.42 y 25.81 kDa en SDS-PAGE
(Fig. 1a), no presento gicosilaciones (Fig. 1b) y tuvo
una To de 52°C con Vo de 0.83 pmol pNF/mg. min
(100%), mientras que el pHo fue de 4 con Vo de 0.88
umol pNF/ mg. min a 52°C. Se encontr6 que el Hg?*
inhibe completamente la actividad enzimatica,
mientras que Cu?* provoca una disminucion del 75%.
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Los mejores parametros cinéticos (Vmax, Kcat y
eficiencia catalitica) se presentaron a la To (Tabla 1).
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Fig. 1. a) Quitinasa pura, MP: Marcador de peso molecular en kDa
b) Gel de glicoproteinas;1: control positivo; 2: control negativo; 3:

quitinasa pura.

Tabla 1. Efecto de la temperatura sobre los parametros cinéticos
usando la ecuacion de Michaelis-Menten.

T(°C) Km Vmax Kcat Kcat/Km
(mM) (uM mg' min')  (s) (mM1 s1)
34 0.62 +0.09 1.47 £0.04 3.9 6.22
40 3.22+0.41 3.32+0.15 8.7 2.70
46 3.54+0.38 576+ 0.22 15.1 4.26
52 3.49+0.32 9.78 £0.34 256 7.34

Conclusiones. Se purific6 en un solo paso una
quitinasa nativa clase IV no glicosilada con dos
monémeros, con condiciones 6ptimas de 52°C y pH 4;
presentd comportamiento cinético Michaelis-Menten y
es la primera quitinasa que se caracteriza bioquimica y
cinéticamente empleando el sustrato pNF-GIcNAc.
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