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Resumen. La quitina es un biopolímero que 
conforma la pared celular de hongos filamentosos 
la cual se degrada por quitinasas mediante la hi-
drólisis de sus enlaces β-1,4. El fruto de papaya es 
afectado por hongos que ocasionan pérdidas en el 
almacenamiento. Para su control, la detección debe 
ser rápida y oportuna; en este sentido, los biosen-
sores podrían ser una opción al reconocer el analito 
que esté involucrado con su presencia, por ejem-
plo, como quitina y quitinasas. En este trabajo se 
cuantificó la quitina presente en hongos fitopató-
genos que afectan a la papaya obteniendo valores 
estadísticamente significativos (p≤0.05) entre 13% 
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(Alternaria alternata) y 37% (Penicillium sp.) de 
quitina de su biomasa total; asimismo, se determi-
nó el contenido de quitinasas presentes en cáscara 
del fruto en cuatro estados de madurez. Los valo-
res fueron significativamente diferentes (p≤0.05): 
entre 12473 (0-25% coloración amarilla) y 15514 
(100% coloración amarilla) unidades de quitina-
sa g-1 en muestras congeladas y entre 21085 (0% 
coloración amarrilla) y 29457 (25% coloración 
amarilla) unidades de unidades de quitinasa g-1 en 
muestras liofilizadas. Estos valores forman parte de 
una primera etapa de reconocimiento de indicado-
res biológicos para el diseño de un biosensor para 
su aplicación en papaya.

Palabras clave: Carica papaya L, madurez, bio-
sensores, indicadores, enzimas.

Abstract. Chitin is a biopolymer synthesized that 
conforms the cell wall of filamentous fungi and it 
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is degraded by chitinases, which hydrolyze their 
β-1,4 bonds. The papaya fruit is affected by fungi 
that cause losses in storage. For their control, the 
detection must be fast and timely; in this sense, 
biosensors could be an option when recognizing 
the analyte that is involved with their presence, for 
example, as chitin and chitinases. In this work, the 
chitin obtained from phytopathogenic fungi that 
affects the papaya was quantified obtaining statisti-
cally significant values (p≤0.05) of 13 (Alternaria 
alternata) and 37% (Penicillium sp.) of chitin from 
its total biomass; likewise, the content of chitinases 
present in the fruit’s peel was determined in four 
stages of maturity. The values ​​were significantly di-
fferent (p≤0.05) from 12473 (0-25% surface yellow 
color) to 15514 (100 % yellow color) units of quiti-
nase g-1 in the frozen samples and from 21085 (0% 
yellow color) to 29457 (25% yellow color) units of 
quitinase g-1 in lyophilized samples. These values 
are part of a first stage of recognition of biological 
indicators for the design of a biosensor for applica-
tion in papaya.

Key words: Carica papaya L, ripening, biosen-
sors, indicators, enzyme.

La quitina es el segundo biopolímero más abun-
dante en la naturaleza, después de la celulosa. 
Un gran número de organismos la sintetizan y se 
encuentra, entre otros, en la cutícula de insectos, 
huevos de nematodos, arácnidos y exoesqueleto de 
crustáceos e invertebrados. Es componente primor-
dial en la pared celular de los hongos y está com-
puesto de moléculas de N-acetil-D-glucosamina 
unidas por enlaces β-1,4 (Hamid et al., 2013). A 
pesar de su gran estabilidad química y térmica, la 
quitina es susceptible a la acción de enzimas quiti-
nolíticas (Ramírez et al., 2010). Las quitinasas (EC 
3.2.1.14) son enzimas de tipo glucósido-hidrolasas 

que catalizan la hidrólisis de los enlaces β-1,4 en 
quitina y quito-oligómeros de cadena corta (Seidl, 
2008) y tienen diferentes funciones acorde al or-
ganismo de origen; en plantas forman parte de su 
mecanismos de defensa ante el ataque de fitopató-
genos que, al entrar en contacto con la planta, ge-
neran una serie de señalizaciones que van hacia el 
núcleo de la célula donde se sintetizan quitinasas 
que degradan la quitina de la pared de los microor-
ganismos y provocan su lisis (Kumar et al., 2018). 
El fruto de papaya puede ser severamente afectado 
por complejos fúngicos, entre los que se han iden-
tificado a Alternaria alternata, Aspergillus niger, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, 
Penicillium digitatum y Rhizopus stolonifer, entre 
otros (Bautista-Baños et al., 2013) (Figura 1 a-d). 
Algunos de ellos mantienen sus esporas en estado 
latente durante la etapa de crecimiento del fruto y 
se desarrollan completamente cuando encuentran 
las condiciones adecuadas en la maduración, pro-
vocando pérdidas cuantiosas durante el almacena-
miento y comercialización (Guédez et al., 2014). 
Actualmente, el control de hongos fitopatógenos 
involucra que su detección sea rápida, eficaz y 
oportuna (Pinzón-Gutiérrez et al., 2013); sin em-
bargo, los métodos tradicionales para dicha acción 
no cumplen con las características para evitar pér-
didas del producto. En este sentido, los biosensores 
son una opción para la predicción temprana de en-
fermedades ya que pueden ser capaces de detectar 
en tiempo real la presencia de microorganismos pa-
tógenos de manera eficaz. Los indicadores biológi-
cos como enzimas, material genético y anticuerpos, 
entre otros, pueden asociarse a la presencia de pa-
tógenos que podrían ser de utilidad como biomar-
cadores del sensor, ya que éstos se componen de un 
analito biológico de reconocimiento asociado a un 
sistema de transducción que envía la señal obteni-
da de la interacción con el analito (Martinkova et 
al.,  2017). Ejemplo de ello, es el trabajo realizado 
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por Wandermur et al. (2014) quienes fabricaron un 
biosensor de fibra óptica para detectar células de 
Escherichia coli en concentraciones de 104 y 108 
UFC en menos de 10 min; asimismo, Khaledian et 
al. (2017) desarrollaron un biosensor a base de na-
nopartículas de oro para detectar el ADN genómico 
de Ralstonia solanacearum en suelo. Actualmente, 
no se conocen biosensores capaces de reconocer 
hongos fitopatógenos en frutos de papaya. El ob-
jetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de 
quitina en los principales hongos postcosecha de 
la papaya y la presencia de quitinasas en frutos de 
diferentes estados de madurez, como parte de una 
primera etapa de reconocimiento de indicadores 
biológicos que permitan el diseño de un biosensor 
para su aplicación en papaya.

Obtención del inóculo. Los hongos evaluados 
fueron Alternaria alternata, Aspergillus niger, 
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium solani, 
Penicillium sp. y Rhizopus stolonifer; los cuales se 
obtuvieron del cepario del Laboratorio de Tecnolo-
gía Postcosecha de Productos Agrícolas del Centro 
de Desarrollo de Productos Bióticos. Los hongos se 
incubaron en medio papa dextrosa agar (PDA) en 
cajas Petri de 10 cm a 20-25 °C de 4 a 12 días de 
crecimiento dependiendo del patógeno.

Cuantificación de quitina de hongos presentes 
en frutos de papaya. La cuantificación de quitina 
se realizó siguiendo las técnicas de Maghsoodi et 
al. (2009) y Kumaresapillai et al. (2011) con modi-
ficaciones, y consistió en los siguientes pasos:

1. Cultivo de hongos. Se obtuvo el micelio de 4 
cajas de cada cepa de hongo previamente incubado, 
bajo condiciones estériles con un asa bacteriológi-
ca y se colocó en un tubo cónico Falcon™ con 40 
mL de agua desionizada estéril. Cada solución se 
centrifugó a 4629 g (eppendorf Centrifuge 5804 R, 
Eppendorf International, USA) durante 10 min. Se 
utilizó la pastilla de micelio al cuál se le agregó 
12.5 mL de agua desionzada sometiéndolo a agi-
tación en un agitador orbital (Vortex-Genie-2) y se 
empleó perlas de vidrio para fragmentar el mice-
lio. Posteriormente, se agregó el contenido del tubo 
(4x104 a 2x105 células), en matraz Erlenmeyer de 
1 L, conteniendo  450 mL de medio sacarosa (1 L 
de agua desionizada: 100 g de sacarosa, 1.5 g de 
NaNO3, 0.5 g de KH2PO4, 0.025 g de MgSO4.7H2O, 
0.025 g de KCl y 1.6 g de extracto de levadura) y 
se dejó en agitación a 140 rpm (labtron HZO 3:10, 
UK) durante 72 h a 32 °C. 

2. Obtención de micelio. En cámara de flujo lami-
nar, bajo condiciones estériles, se colectó el micelio 

Figura 1.	 Principales microorganismos postcosecha de la papaya: a) C. gloeosporioides, b) A. niger, c) Penicillium sp., d) A. 
alternata.
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1. Obtención de extracto enzimático. Se macera-
ron en mortero 40 g de cáscara congelada agregán-
dole 60 mL de buffer Na2HPO4-ácido cítrico (Fer-
mont, México) 0.05 N a pH 7. La mezcla resultante 
se filtró con papel filtro Whatman No.1 y el so-
brenadante se centrifugó a 1157 g durante 10 min. 
Adicionalmente, siguiendo el mismo protocolo de 
obtención de extracto enzimático y con el objetivo 
de determinar la diferencia entre el almacenamien-
to de muestras, 0.5 g de cáscara liofilizada se mace-
ró con 20 mL de buffer fosfato-ácido cítrico. 

2. Reacción enzimática. Se tomó como sustrato 
quitina coloidal comercial al 10% suspendida en 
buffer de fosfatos 0.2 M a pH 6.5. Se mezcló 1 mL 
del extracto enzimático con 1 mL de quitina coloi-
dal en tubos cónicos Falcon™ para realizar la re-
acción dejándolos en incubación a 37 °C durante 1 
h en estufa para después detener la reacción con 1 
mL de NaOH al 1%. Posteriormente, la mezcla se 
centrifugó a 6300 g durante 10 min. 

3. Medición de la actividad enzimática. De los so-
brenadantes, se determinó el contenido de azúcares 
reductores tanto del extracto enzimático como de la 
reacción enzimática mezclando en tubo de ensayo 1 
mL de muestra y 1 mL de ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS, Sigma-Aldrich, USA) sometiéndose a baño 
María en ebullición durante 5 min para la reacción; 
transcurrido el tiempo, los tubos se colocaron en 
agua fría. Finalmente, se observó su absorbancia 
a 535 nm en espectrofotómetro (Thermo scientific 
Genesis 10S UV-VIS, USA). Las determinaciones 
de cada estado de madurez se hicieron por triplica-
do en cáscaras liofilizadas y congeladas. El valor 
de unidades quitinasa por gramo de muestra (UQ 
g-1), correspondientes a peso fresco en cáscaras 
congeladas y a peso seco en cáscaras liofilizadas, 
se calculó como una diferencia entre el contenido 
de azúcares reductores de la reacción enzimática 
y el contenido de azúcares reductores del extracto 

de cada hongo por filtración al vacío con ayuda de 
papel filtro Whatman No.1 y embudo de porcelana 
haciendo lavados continuos con agua desionizada 
hasta obtener un filtrado claro. La biomasa obteni-
da se colocó en una caja Petri y se dejó secar en es-
tufa bacteriológica (Luzeren, modelo DHG9030A) 
a 63 °C hasta tener peso constante. 

3. Extracción de quitina. Asépticamente, 0.1 g de 
micelio se transfirió a matraces con 5 mL de NaOH 
al 1M, llevándose a 110 ºC durante 15 min en au-
toclave. El material alcalino resultante se colectó 
y centrifugó a 4629 g durante 10 min. Se lavó con 
agua desionizada hasta obtener un pH 7. Posterior-
mente, el material se enjuagó con etanol absoluto 
(marca CH, México) (1:20 p/v) y luego con acetona 
(Golden Bell, USA) (1:20). Finalmente, el material 
obtenido se secó en cajas Petri en estufa bacterioló-
gica a 63 °C hasta obtener un peso constante. Los 
resultados obtenidos de la cuantificación de quitina 
de hongos en frutos de papaya se expresaron como 
el porcentaje de quitina presente en cada hongo.

Determinación de quitinasas en cáscaras de pa-
paya. Material biológico. Se cosecharon frutos 
de papaya de la variedad Maradol en huertos de 
Teteman, Morelos, México, en 4 estados de ma-
durez: 0% (ausencia de color amarillo), 25% (1/4 
coloración amarillo), 50% (1/2 coloración amari-
llo) y 100% (totalmente amarillo) (Norma Mexi-
cana NMX–FF–041–SCFI–2007). Se cosecharon 
4 frutos por cada estado de madurez haciendo un 
total de 16 muestras. Se recuperó la cáscara de cada 
fruto y se cortó en porciones de 1-2 mm de espesor; 
la mitad se congeló a -72 °C y la restante se liofi-
lizó almacenándose hasta su uso. La obtención del 
extracto enzimático se realizó siguiendo la técnica 
descrita por Glibota et al. (2000) con algunas mo-
dificaciones y la determinación de quitinasas por el 
método descrito por Gómez-Ramírez et al. (2001) 
y consistió en los siguientes pasos:
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enzimático y se cuantificaron mediante una curva 
estándar de N-acetilglucosamina (NAG, Sigma-
Aldrich, USA) de 0 a 8 mmol mL-1. Una unidad 
de quitinasa se definió como la cantidad de enzima 
que catalizó la liberación de 1 mmol de NAG den-
tro de las condiciones experimentales usadas. Los 
datos se analizaron mediante un ANOVA y prueba 
de Tukey (p≤0.05). 

En el Cuadro 1 se muestra el porcentaje de qui-
tina de cada uno de los hongos estudiados. Se obtu-
vieron diferencias significativas (p≤0.05) en el con-
tenido de la quitina entre los hongos. En general, 
el valor promedio de quitina estuvo en el rango de 
13% a 37%. El valor mínimo correspondió a  A. al-
ternata y el máximo a Penicillium sp. Con relación 
a la cantidad de quitinasas, hubo diferencias sig-
nificativas entre los estados de madurez (p≤0.05). 
En general, en promedio se observó mayor con-
tenido en las cáscaras de los frutos que se liofili-
zaron (25632.82 UQ g-1) que en las cáscaras que 
fueron congeladas (14,040 UQ g-1). En la Figura 
2a se muestra, a excepción del estado de madurez 
de 0% y 25%, aumento en el contenido de las qui-
tinasas en los estados de mayor madurez del fruto 
(50 y 100%). Con relación a la Figura 2b, la mayor 
producción de quitinasas correspondió al estado de 
madurez de 25% (c.a 29,000 UQ g-1). 

Existen pocas investigaciones asociadas con el 
contenido de quitina en hongos; sin embargo, los 
valores que se obtuvieron en este estudio concuer-
dan con los presentados por Blumenthal y Roseman 
(1957). Estos autores reportaron valores de 11.5% 
en el género Alternaria  sp. y 22.4% en Aspergillus 
flavus. Por su parte, Arbia et al. (2013) reportaron 
en Mucor rouxii y Lactarius vellereus valores co-
rrespondientes a 44.5 y 19%, respectivamente. 

Por otro lado, existe una diferencia de casi el 
doble en la cantidad de quitinasas presentes en la 
cáscara congelada respecto a la liofilizada. Esto 
puede deberse a que las muestras liofilizadas con-
servan mejor las propiedades fisicoquímicas de los 
alimentos (Ayala et al., 2010); además, las mues-
tras congeladas contienen más agua que las liofi-
lizadas, presentando un menor contenido en mate-
ria seca, que es donde se localiza a la enzima y, en 
consecuencia, su cuantificación fue menor. Sobre 
este tema, Yabuki et al. (1986) reportaron actividad 
de quitinasas de 887 UI mg-1 de proteína en la bac-
teria Aeromonas hydrophila cuando se incubó en 
caldo nutritivo y se analizó después de un proceso 
de congelación de la muestra, siendo este, un mé-
todo favorable para mantener la actividad de esta 
enzima de acuerdo con los autores.

Por otra parte, en las muestras congeladas, el 
contenido de quitinasas aumentó de forma paralela 
al estado de madurez. Al respecto, Sánchez-García 
et al. (2012) reportaron que conforme el fruto ma-
dura, se promueve de igual forma el desarrollo de 
los hongos, los cuales pudieran encontrarse en es-
tado latente y como un mecanismo de protección, 
se sintetizan quitinasas para protegerlo. A la fecha, 
no existen estudios asociados con la producción de 
quitinasas respecto a los dos métodos de obtención 
utilizados en este estudio. En las muestras liofiliza-
das, de las papayas con ¼ de coloración amarilla, 
se obtuvo el mayor contenido de quitinasas. Esto 
pudo deberse al mismo estado activo de crecimiento, 

Cuadro 1.	 Determinación de quitina en algunos hongos 
presentes en frutos de papaya durante el alma-
cenamiento.

Hongo Quitina (%)x

Alternaria alternata 13.0±3.6c

Aspergillus niger 21.67±2.3b

Colletotrichum gloeosporioides 20.67±1bc

Fusarium solani 24.0±3.4b

Penicillium sp. 37.33±3a

Rhizopus stolonifer 17.33±2.3bc

xLetras diferentes en las columnas indican diferencias signi-
ficativas. Prueba de Tukey (p≤0.05); resultados expresados 
como media ± desviación estándar.
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desarrollo y maduración del fruto (Bryant y Julku-
nen-Tiitto, 1995), además, a un posible proceso de 
infección por microorganismos (Xu et al., 2016). 
Sobre este tema, Yan et al. (2008) reportaron que la 
actividad de quitinasa se correlaciona directamente 
con la microestructura y proporción de quitina en la 
pared celular de los hongos con los que interactúa. 

En conclusión, en este estudio, los valores que 
se obtuvieron tanto de la quitina presente en los 
hongos fitopatógenos y de las quitinasas en el fruto 
de papaya podrían servir como indicadores biológi-
cos de la presencia de hongos en la papaya para su 
uso como marcadores para el diseño de un biosen-
sor. Sin embargo, aún es necesario realizar estudios 
similares en diferentes patosistemas de la papaya 
cubriendo sus diferentes estados fenológicos.
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