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LA QUITOSANA: UN PRODUCTO BIOACTIVO DE DIVERSAS

APLICACIONES

lleana Hernandez=

ABSTRACT. Thisreview ismade with the purpose of being
used as help or a guide book for those who pretend to get
into the complex world of chitosansand itsoligomers. Inthis
work, some detailed topics present are related to obtain and
characterize chitosans, according to its degree of acetylation
and molar weight, taking into account theimportance of these
two factors and their influences on the application of this
product, mainly in agriculture.

RESUMEN. Estarevision bibliogréfica estd hechacon lain-
tencion de que sirva como ayuda o guiade consultaaquienes
pretendan adentrarse en el complejo mundo de las quitosanas
y sus oligbmeros. En este trabajo se exponen algunos tépicos
detallados rel acionados con la obtencion y caracterizacion de
quitosanas, de acuerdo esta Ultima a grado de acetilacion y
masa molar, atendiendo a la importancia que revisten estos
dos factores por sus influencias en las aplicaciones de este
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INTRODUCCION

La quitosana es un polimero li-
neal formado por monémeros de
D-Glucosamina, los que se encuen-
tran unidos por enlaces (1,4), sien-
do nombrada quimicamente: 2-
Amino-2-Desoxi-B-D-Glucopiranosa.
Su masa molar puede variar en el
rango de 10 000 hasta el orden de
los millones de Daltons. La quitosana
es un producto natural derivado de la
quitina, que es un polisacarido pre-
sente en el exoesqueleto de artropo-
dos y zooplancton marinos, forman-
do parte de la pared celular de algu-
nas familias de hongos y levaduras (1),
también esta presente en las alas de
especies de insectos, siendo impor-
tante sefialar que estos polisacaridos
son dos de los mas abundantes en
la naturaleza. Se define la quitosana
y la quitina como solubles o insolu-
bles en &cido acético a 0.1 mol.L™
respectivamente o por el grado de
desacetilacion (2). La quitina con
mas de un 50 % de desacetilacion
es considerada quitosana e incluso
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otros la definen como tal ante un gra-
do de desacetilacion superior al
60 %. Usualmente en el caso de las
quitosanas, se establece que el gra-
do de desacetilacion se encuentra
comprendido entre 60-98 % (3).

Es de particular interés la carac-
teristica de las quitosanas de cargar-
se positivamente en un medio acido
asumiendo un rol Unico entre los
glucanos (4), siendo los grupos amino
responsables de esta densidad de
carga positiva que hace al biopolimero
soluble en sistemas acuosos. El ca-
racter policationico del polimero tam-
bién es responsable de las
interacciones de carga con las super-
ficies anidnicas, lo que es crucial en
las propiedades bioadhesivas de las
quitosanas que son de gran utilidad
para su aplicacion en la industria de
cosméticos y en la farmacéutica (5).
El caracter hidrofilico e hidrofébico de
la quitosana, dado por los grupos
amino y N-acetilamino respectivamen-
te, hacen de este polimero un contri-
buyente potencial a la estabilidad de
las emulsiones. El caracter basico de
la quitosana combinado a otras pro-
piedades de ella, como la posibilidad
de obtener quitosanas con distintas
viscosidades, la facilidad para modifi-
carlas quimicamente, ademas de re-
sultar un producto biodegradable y
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biocompatible (6), hacen de la
guitosana un producto con una am-
plia gama de aplicacién en distintas
ramas como la biomedicina,
biotecnologia, medicina, tratamien-
tos de aguas, industria alimenticia,
floculacion y coagulacion de protei-
nas y aminoacidos.

Estudios realizados anterior-
mente demuestran que tanto la
guitosana como sus productos
oligoméricos de degradacion presen-
tan actividad antifangica vy
antibacteriana in vitro (7), ademas de
ser elicitores de mecanismos de de-
fensa en plantas (8). Climas tropica-
les como el nuestro favorecen el ata-
gue de hongos a nuestros cultivos,
provocando irreparables dafios; de ahi
la gran importancia que reviste la
obtencién de oligosacéaridos de
guitosanas de una manera adecua-
da y lo mas optimizada posible.

Los oligosacéridos de quitosana
pueden obtenerse por dos métodos
fundamentalmente: quimicos (9) y
enzimaticos. Sin embargo, la degra-
dacién enzimatica de los polimeros
de quitosana posee una mayor efec-
tividad, debido a que el curso de la
reaccion de hidrdlisis y la distribu-
cion de los productos de ella, estan
sujetos a un mejor control, ademas
de propiciar este método un rendi-
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miento mayor de los productos de
hidrélisis (10).

METODOS DE OBTENCION
DE QUITOSANAS

El método mas empleado en la
obtencién de quitosana es la reac-
cion de conversion de quitina en
guitosana por tratamiento directo de
la quitina con hidréxido de sodio o
hidroxido de potasio (40-50 %) a tem-
peratura de 100°C o mas, con
hidrdlisis de la mayoria de los gru-
pos acetilo del polimero.

Se conoce que el aumento de la
solubilidad del producto final
(quitosana) esta en estrecha relacion
con la distribucién de los grupos
N-acetilados enla cadena polimérica (11).

Los grupos N-Acetilo (-NH-
COCH3) no pueden ser hidrolizados
por reactivos &cidos, pues pueden
provocar la hidrélisis del polisacarido,
luego, los métodos alcalinos siendo
mas “suaves” resultan mas comunes
en la desacetilacion de la quitina (12).
Para este proceso, son necesarias
ciertas condiciones que eviten la de-
gradacion del polimero y permitan la
obtencion de buenos rendimientos
del producto final (quitosana). Los
factores que afectan el rendimiento
en la obtencion de quitosana son:
Temperatura de desacetilacion. Este
efecto se ha estudiado mucho, a
medida que aumenta la temperatura
de reaccion se incrementa el porcen-
taje de desacetilacion, aunque el ta-
mafio del polimero disminuye, debi-
do a las reacciones de degradacion
que sufren los polisacéaridos con la
temperatura (13). Se ha comproba-
do que existe unarelacion lineal en-
tre la temperatura y el grado de
desacetilacion en el intervalo entre
40-150°C.

Tiempo de reaccion y concentracion
alcalina. Aunatemperatura de 100°C
y una concentracion alcalina del
50 %, algunos autores estudiaron
que el grado de desacetilacion que
se alcanza es del 68 % durante la
primera hora de reaccion, pasado
este tiempo decrece el progreso de
la reaccion, alcanzandose un 78 %
de desacetilacion al cabo de las cin-

co horas; luego el tratamiento
alcalino después de las dos horas
no produce cambios significativos en
el grado de desacetilacién, pero si
en la degradacién de la cadena
macromolecular de la quitosana (14).
Estos autores estudiaron varias con-
centraciones de disoluciones
alcalinas en el intervalo entre
35-50 %, comprobandose que a me-
dida que disminuye la concentracién
del hidréxido disminuye la viscosidad
y el tamafio de particula de la
quitosana. Sin embargo, si son muy
“suaves” las condiciones, se puede
obtener que el producto resultante
sea insoluble en soluciones &cidas.
El aumento del tiempo de reaccién
para una concentracién de hidroxido
dada y una temperatura determina-
da, produce una disminucion de la
viscosidad y el tamafio del
biopolimero.

Por otra parte, se ha estudiado
la influencia de la concentracién
hidroxilica en el intervalo de 30-65 %
(en masa) en la produccion de
quitosana a temperatura ambiente.
Estos investigadores encontraron
que a medida que aumenta la con-
centracién de la disolucién alcalina,
el tiempo de reaccién necesario para
la obtencion de una quitosana solu-
ble en &cido disminuye, a partir de
una concentracion de solucion sali-
nade 45 % (1).

De forma general, se puede con-
cluir que la disminucién de la con-
centracion de la disolucion hidroxilica
provoca que se requiera un tiempo
mayor para obtener una quitosana
soluble en medio acido. Por tanto si
se incrementa la concentracion
hidroxilica el tiempo necesario para
obtener una quitosana soluble en
acido, ser4 menor. Se debe tener
presente que un incremento de tiem-
po en la reaccién provocara unare-
duccién del tamafio de la cadena
polimérica en la quitosana obtenida.
Efecto debido a las condiciones de
obtencion de quitina. El tamafio
molecular de la quitosana se ve afecta-
do por el proceso de desmineralizacion
del material inicial del que se obtie-
ne la quitina (15, 16) puesto que en
este proceso para eliminar las impu-
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rezas inorganicas se emplean acidos
como el HCI ( hasta el 10 %) y otros
como el acido nitrico, férmico entre
otros, los que se utilizan a tempera-
tura ambiente y en ocasiones tam-
bién a altas temperaturas en este
proceso. Estos acidos asi como las
condiciones en que se lleve a cabo
este proceso pueden provocar la
hidrélisis de la cadena polimérica y
por tanto quede afectado el tamafio
molecular de la quitosana que se
obtiene. La viscosidad de una solu-
cién de quitosana disminuye con el
incremento del periodo de
desmineralizacién empleado en la ob-
tencion de quitina cuando el pH em-
pleado sea igual 0 mayor que 3 (17).

La desproteinizacion de la
quitina se lleva a cabo por dos méto-
dos: alcalino y enzimatico. El prime-
ro de estos se lleva a cabo emplean-
do hidréxido de sodio al 3 %,
obteniéndose quitosana de alta
masa molar y mayor viscosidad; se
informa que hasta un 10 % la con-
centracion de alcali es permisible en
este proceso. El método enziméatico
es una alternativa de tratamiento de
desproteinizacion pero, ademas de
emplear mas tiempo, deja un peque-
flo porcentaje de proteina residual
gue es dificil de eliminar excepto con
otras técnicas como el ultrasonido.
Se ha estudiado que el empleo de la
enzima Rhozyme 62 produce
guitosanas de menor masa molar que
mediante el alcalino, posiblemente
debido a degradaciones enzimaticas
de la quitina producto de las
carbohidrasas de la Rhozyme 62
(18). Atendiendo a esto, es légico que
en el proceso de desproteinizacion
se emplee preferentemente disolu-
ciones acuosas y diluidas de hidroxi-
do de sodio con el fin de disolver las
proteinas presentes.

La presencia de coloraciones en
el producto inicial o en el que obte-
nemos luego de los tratamientos
acidos y basicos puede ser elimina-
da mediante un proceso de decolo-
racién que puede emplear solventes
organicos como etanol, acetona y
acetato de etilo, aunque a veces no
se obtienen muy buenos resultados
con ellos y puede también utilizarse
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agentes oxidantes como el
hipoclorito de sodio, con el inconve-
niente de que al ser oxidantes pue-
den atacar los grupos amino libres
del producto final que se obtiene.
Debido a todo lo anterior, se hace vi-
tal escoger bien las condiciones para
realizar este proceso asi como su
requerimiento de realizarse o no se-
gun el interés que se persiga con el
producto a obtener.

Atmésfera. En 1936, Rigby demos-
tré que cuando la reaccién de obten-
cion de quitosana se realiza en pre-
sencia de oxigeno, se aprecian sus-
tanciales efectos en la quitosana fi-
nal; este hecho fue corroborado pos-
teriormente por Lusena y Rose en
1953 (18). En una atmésfera de ni-
trdgeno aumenta el rendimiento de
reaccion, la viscosidad de la
quitosana obtenida y la masa molar.
El efecto degradativo del oxigeno del
aire es mucho mas pronunciado
cuando aumenta el tiempo de reac-
cion.

Proporcién de quitina en disolucién
alcalina. Durante el proceso de
desacetilacion es necesaria una ade-
cuada agitacién con el fin de obtener
uniformidad en la reaccién. Para ello
se requiere un alto grado de fluidez
en la mezcla de reaccion. Estudios
realizados demuestran que la rela-
cién de quitina en la disolucién
alcalina juega un papel fundamental
en este aspecto (16). En la literatura
se informan relaciones quitina: diso-
lucién desde 1:10 hasta 1:100. La
proporcion adecuada para la obten-
cion de una quitosana adecuada es
de 1:10 hasta 1:100. En 1994, se
demostr6 que unincremento (1:15y
1:20) en la relacion quitina: disolu-
cién de alcali no mostré ningun efec-
to en el grado de desacetilacién de
la quitina con respecto a una rela-
cion quitina: lcali de 1:10 (19).
Tamario de particula. La velocidad de
desacetilacién viene determinada por
la extension del hinchamiento de las
particulas de quitina en disolucién. A
menor tamafio de particula de quitina
se requerira menor tiempo para el
hinchamiento de estas, lo cual hace
gue la velocidad de desacetilacion
sea mayor y viceversa. Tamafios de

particula de 1 mm permiten obtener
una quitosana de alta viscosidad y
una masa molar superior que cuan-
do se trabaja con particulas cuyo ta-
mafio oscila entre los 2y 6 mm (18).
Otras técnicas alternativas en la ob-
tencién de quitosanas. Existen otros
métodos empleados en la obtencion
de quitosana a partir de quitina. Me-
diante procesos termoquimicos se
ha llevado a cabo la reaccién en un
reactor donde se realiza la reduccion
de la quitina a 230°Cy concentracién
alcalina de 10 % durante un minuto
a presion. En 1990, se realizd una
descompresion repentina y posterior
tratamiento durante 24 horas alatem-
peratura de 4°Cde la disolucion, al-
canzando una desacetilacién com-
pleta de la quitina (20).

Una técnica sencillay barata de
obtencién de quitosana es el trata-
miento de la disolucién de quitina en
disolucion alcalina a temperatura
ambiente, la concentracion de la di-
solucién alcalina es del 50 % vy la
relacién quitina: disolucién alcalina
es de 1:56 variando el tiempo de re-
accion (1). Otros trabajos se refieren
al hecho de utilizar disoluciones de
alcali mezcladas con solventes or-
ganicos como 2-propanol, 2-metil-2-
propanol o acetona (21). El uso de
estos diluyentes hace posible el uso
de concentraciones de alcali méas
pequefias que las empleadas sin
ellos. Sin embargo, el grado de
desacetilacion y la viscosidad de la
disolucién del producto final es me-
nor que cuando se utiliza Gnicamen-
te &lcali en las mismas condiciones
de temperaturay tiempo.

Por otra parte, en 1983 se esta-
blecié un método de preparacion de
quitosana con un grado de
desacetilacion cercano al 100 %, sin
tener degradaciones significativas en
la cadena polimérica (22). El méto-
do consiste en lavar sucesivamente
el producto intermedio con agua dos
0 més veces, durante el tratamiento
alcalino a un tiempo menor de cinco
horas para una concentracién
alcalina del 47 %y a una temperatu-
ra de 110°C. En 1998, se obtuvo
quitosana a partir de caparazones de
camarén tigre (Penaeus monodon),
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desacetilando la quitina dos veces,
con disoluciones de alcali al 50 %
bajo vacio durante 30 min. a 100°C,
obteniendo productos con un grado
de desacetilacion entre 43y 54 %
(23). Una desacetilacion prolongada
a 45 min en las mismas condiciones
incrementd el grado de desacetilacion
a 57y 68 % en el primer y segundo
tratamientos respectivamente.

En 1983 se estableci6é un méto-
do de obtencién de quitosana com-
pletamente desacetilada sin dismi-
nucion excesiva de la masa molar;
el método incluye el empleo de
tiofenol durante los tratamientos su-
cesivos de alcali durante una horay
a unatemperatura de 100°C. Elem-
pleo del tiofenol garantiza que se
atrape el oxigeno, evitando asi la
degradacion polimérica y ejerciendo
a su vez un efecto catalitico en la
reaccion de obtencion (4).

Existe otro método de obtencion
de quitosana, que constituye una al-
ternativa muy atractiva, y que con-
siste en el empleo de la enzima
quitina-desacetilasa, la cual cataliza
la reaccién de conversién de quitina
en quitosana por desacetilacion de
los residuos de N-acetil-D-
glucosamina. La actividad de la en-
zima quitina-desacetilasa a partir del
hongo Mucor Rouxii, ha sido estudia-
da (25) y también ha sido informada
la actividad de esta enzima en otros
hongos por diferentes investigadores.
La purificacion completa de esta en-
zimay posterior caracterizacion fue
presentada recientemente y en 1998,
partir del Mucor Rouxii (24), desde
entonces se ha realizado la purifica-
cién y caracterizacion de quitina-
desacetilasa de Colletotrichum
lindemuthianum, Absidia coerulea 'y
Aspergillus nidulares. Recientemen-
te se han clonado dos genes que
codifican al ADN de la enzima
guitina-desacetilasa, a partir de
Saccharomyces cerevisiae, aprecian-
dose que las enzimas purificadas
exhiben diferentes roles en cuanto a
potencial biol6gico. Este método de
obtencién de quitosanas permite tam-
bién determinar el grado de
desacetilacién monitoreando la can-
tidad de grupos acetilo liberados por
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la accion de la enzima sobre el
sustrato quitinoso, de acuerdo con
la cantidad de NADH formados. Exis-
ten otras variantes mas actualizadas
de desacetilacién de la quitina em-
pledndose radiaciones de microondas
y ultrasonido.

Se puede afirmar que el grado
de desacetilacién de las quitosanas
influye notablemente sobre sus pro-
piedades quimicas y fisicas asi como
en su actividad bioldgica, siendo este
determinante en diversas aplicacio-
nes como en la adsorcion de iones
metalicos, en peliculas de quitosana
donde es responsable de la fuerza
de tension de estas, en su actividad
inmunoldgica y accién enzimatica,
entre otras.

Debido a lo anteriormente ex-
puesto, es de particular importancia
el control adecuado de los
parametros de reaccion en la obten-
cion de quitosanas, de manera que
se garantice la reproducibilidad en el
proceso de desacetilacion, aunque
es necesario acotar que el origen bio-
I6gico del material de partida es un
parametro que también influird en la
reproducibilidad del proceso (3).

CARACTERIZACION
DE QUITOSANA

Dos de los parametros que re-
visten mayor importancia en la ca-
racterizacion de quitosana son la
masa molar y el grado de acetilacion
del polimero en cuestion, de ahi que
distintos autores hayan desarrollado
diferentes métodos que facilitan la
determinacién de estas variables
determinantes en el estudio de
guitosana.

Determinacion de la masa molar de
guitosana. Para determinar la masa
molar de cadenas poliméricas, varios
métodos han sido desarrollados, en-
tre ellos la viscosimetria y la
cromatografia de permeacion de gel,
los cuales son relativamente faciles
de desarrollar y no consumen mu-
cho tiempo; por otra parte, estan
empiricamente relacionados con la
masa molar, debido a que las medi-
ciones dependen del volumen
hidrodinamico de la macromolécula,

el cual esta en funcién de la masa mo-
lar, de las propiedades conformacionales
y de las interacciones polimero-sol-
vente (26). En estos casos se requie-
re de una curva de calibracion; por el
contrario, el método de dispersion de
la luz desarrollado por Hughlin en
1972, aporta valores absolutos de
masa molar, pero la técnica es difi-
cultosay a veces la data resulta difi-
cil de interpretar en presencia de aso-
ciaciones y/o agregaciones en las di-
soluciones. Los métodos comunmen-
te empleados en la determinacion de
la masa molar de la quitosana se
describen a continuacion:
a. Viscosimetria: En esta técnica,
primeramente se preparan disolucio-
nes de quitosana de diferentes gra-
dos de desacetilacion en soluciones
acuosas de acetato de sodio
0.2 mol.L™* &cido acético 0.5 mol.L™.
Las medidas de la viscosidad de las
soluciones se realizan por compara-
cion del tiempo de flujo o caida de
un volumen especifico de solucion
polimérica (t) a través de un tubo
capilar con el correspondiente tiem-
po de flujo o caida del solvente (t). A
partir de t, t, y la concentracion del
soluto, se definen ecuaciones que
relacionan este parametro con las
viscosidades relativa, especifica e
intrinseca, donde la concentracion
del polimero se expresa en g.dL*y
la viscosidad intrinseca se expresa
en dL.g™. Aunque es practica habi-
tual utilizar directamente el valor de
la viscosidad como indice de lamasa
molar, es posible calcular a partir de
la viscosidad intrinseca, la masa
molar mediante la ecuacion de Mark-
Houggins. La correlacion entre la vis-
cosidad intrinseca y la masa molar
queda expresada en la siguiente
ecuacion:

[n]=K.M*
donde K y a son parametros
viscosimétricos que estan en funcion
del solvente y del tipo de polimero.
Para quitosanas disueltas en acéti-
co 0.5 mol.L*-acetato de sodio
0.2 mol.L* los valores de K 'y a son
3.5.10*y 0.76 respectivamente y son
independientes del grado de
desacetilacion (27).
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b. Cromatografia de exclusién por ta-
mafio: Aunque la técnica cromatogréfica
de exclusion por tamafio es una téc-
nica establecida en la practica habi-
tual, da una medida de las masas
molares de polimeros y su distribu-
cion. A titulo recordatorio para las
personas no familiarizadas en el
tema, permite la separacion de frac-
ciones de polimeros en funcién de su
tamafio, en columnas cromatograficas
rellenas de geles. En esta técnica
una muestra de solucion diluida en
acetato de sodio 0.2 mol.L*-acido
acético 0.5 mol.L?, se introduce en
las columnas junto a la fase moévil y
pasa através de ellas. Las cadenas
del polimero disuelto se difunden a
través de los geles (fase estaciona-
ria), en dependencia de su tamafio.
Grandes cadenas del polimero solo
pueden difundir pequefias cantidades
en los poros de la fase estacionaria
0 son completamente excluidas, por
tanto, requieren poco tiempo para
atravesar la columna. Cuando las
cadenas son pequefias ocurre todo
lo contrario. Al final de la corrida y
empleandose un detector adecuado,
se obtiene una curva de elucién de
cantidad de polimero contra el tiem-
po de retencién (tr) de diferentes ta-
mafios moleculares. La masa molar
se determina mediante una curva de
calibracion del sistema, en términos
del tiempo de retencién obtenido con
patrones de masa molar conocidas
(no siempre disponibles), por lo que
suele utilizarse el poliestireno como
patrén universal.

En contraste con los polimeros
neutros, la caracterizacion de
quitosana por cromatografia de ex-
clusién por tamafio presenta ciertas
complicaciones al ser esta un
polielectrélito; primeramente, la for-
ma y el tamafio de la molécula del
polielectrélito depende fuertemente
de la fuerza iénica del medio y ade-
mas existen fendmenos de ién-inclu-
sion y de i6n-exclusién, mientras el
primero no es facil de eliminar, el
segundo puede evitarse con la adi-
cion de un electrélito de baja masa
molar a la fase movil. Por otra parte,
el pH de la solucién es un factor a
tener en cuenta, ya que mediante
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este parametro se logra controlar el
grado de ionizacion de las especies
poliméricas y de los grupos funcio-
nales del soporte. Todas las
interacciones entre el polimero y la
columna son indeseables. Para con-
trolar estos problemas, la determina-
cion de la masa molar de la
guitosana se realiza utilizando como
fase mévil una solucion de acido acé-
tico 0.5 mol.L?, ya que este elimina
la ionizacién de los grupos
carboxilicos presentes en la superfi-
cie del soporte de la columna y re-
duce la adsorcién de quitosana. La
adicion de acetato de sodio
0.2 mol.L™* genera una fuerza iénica
gue elimina los efectos de idn-exclu-
sion.

c. Dispersion de la luz (DL): El mé-
todo en cuestidn consiste en la me-
dicion de laintensidad de luz disper-
sada por una disolucién de polimero,
en funcion del &ngulo de dispersion
(6) y la concentracion (c). El requisi-
to para que exista dispersién de la
luz es la aparicién de regiones “tran-
sitorias” con indices de refraccion
diferentes al del medio circundante.
La intensidad de la luz dispersada
es proporcional al cuadrado de la di-
ferencia en cuanto al indice de re-
fraccion entre la solucién y el solvente
puro, ademas de la cuarta potencia
de la longitud de onda (A) y de la
masa molar del soluto. La dependen-
ciaangular de la luz dispersada sur-
ge de lainterferencia de los rayos de
luz de las diferentes partes de la mis-
ma molécula del polimero; esta in-
terferencia nos brinda informacién del
tamafio de la molécula expresado
como R que es independiente de la
masa molar. Este efecto desapare-
ce aangulos (6) cercanos a “0”, des-
pués de la extrapolacién a 6 =0, el
valor exacto de la masa molar se
obtiene sin tener en cuenta el tama-
flo de la molécula. Finalmente, el
segundo coeficiente del virial, A,
medida de las interacciones
polimero-solvente, es determinado
por la pendiente de la curva de luz
dispersada contra la concentracion,
extrapolando a cero. La ecuacién que
permite el calculo de la masa molar
se describe a continuacion:

K/Hg_1/M +2A,c
Donde Hges el factor de dispersion
y K_es una constante optica, los que
se pueden calcular mediante expre-
siones matematicas que relacionan
la diferencia de las intensidades en-
tre la luz dispersada de la disolucién
y el solvente a un angulo determina-
do g en el caso del factor de disper-
sion Hqg y la intensidad de luz dis-
persada del solvente a q =90°y el
incremento del indice de refraccion
especifico para el calculo de K.
Determinacién del grado de
acetilacién. Uno de los pardmetros
de mayor importancia a la hora de
caracterizar la quitosana es el grado
de acetilacién (GA). Este parametro
se define como el nimero de unida-
des acetiladas (-NHCOCH,) presen-
tes en la estructura de la molécula
de quitosana. Se han propuesto en
la literatura, diversos métodos para
la obtencién del GA. Con sus venta-
jas y desventajas estos métodos son
de gran utilidad en los estudios de
caracterizacién de este polimero na-
tural. A continuacion se muestran los
métodos mas empleados en la de-
terminacion del GA.
a. Espectroscopia Ultra Violeta-Visi-
ble: El método consiste en la deter-
minacién de las alturas correspon-
dientes (H) a la primera derivada de
los espectros ultravioleta de disolu-
ciones de concentracion conocida de
N-Acetilglucosamina en &cido acéti-
co 0.01 mol.L?, entre los 240 y los
190 nm, utilizando como referencia
agua.

Debido a que el acido acético
presenta contribuciones de absorcién
a 199 nm, donde las soluciones de
N-Acetilglucosamina presentan un
maximo, primeramente se obtienen
los espectros de la primera derivada
para concentraciones de 4cido acé-
tico conocidas, para asi determinar
el punto cero, donde se entrecruzan
estas curvas, desde este punto se
miden los valores verdaderos de H.
De estas medidas se obtiene una
curva de calibracién de H contra con-
centracién de N-Acetilglucosamina
(c), y la correspondiente ecuacion de
la recta H=f(c).
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Posteriormente se prepara una
solucién de 500 g de quitosana en
50 mL de disolucién de acético
0.1 mol.L* y se disuelve totalmente
en 500 mL de agua. Se registra el
espectro ultravioleta empleandose
cubetas de 1 cm de camino éptico,
en el mismo intervalo de longitudes
de onda mencionado anteriormente.
El valor de pH obtenido se sustituye
en la ecuacién obtenida para la cur-
va de calibracién y el valor de c que
se obtiene es directamente el grado
de acetilacion de la quitosana valo-
rada.

Diferentes espectrofotometros
pueden ser usados en este método:
por ejemplo, el Beckman DU 640,
Kontron Uvikon 810 y Perkin Elmer
550 SE. Cuando el grado de
acetilaciéon de la quitosana es me-
nor o igual a un 20 %, los errores
asociados con la lectura son gran-
des, recomendéndose en estos ca-
sos los métodos basados en la re-
accion del grupo amino libre, entre
los cuales se encuentran el método
de titracion coloidal u otros métodos
colorimétricos desarrollados a partir
del método de Elson-Morgan (28).
b. Espectroscopia Infrarroja (IR): Por
su sencillez, la espectroscopia
infrarroja es quizas el método mas
empleado en la determinacion cuan-
titativa del GA de quitosana.

El método consiste en la medi-
da de las intensidades de las ban-
das de absorcion correspondientes
a amida | y amida I, utilizando una
referencia interna para corregir el
espesor de la muestra en un filme o
la concentracién en la pastilla de
Bromuro de Potasio (KB).

Filmes: Se preparan filmes de disolu-
ciones 0.5 % en masa de quitosana
a partir de disoluciones de acético
0.1 mol.L, que se secan a tempe-
ratura ambiente durante toda la no-
che. Posteriormente, se lavan en di-
soluciones de amonio en metanol,
luego en aguay se secan a 60°Cbajo
vacio otras 24 h.

Pastillas: Se mezclan 2 mg de la
muestra en polvo con 10 mg de KB,
y se obtiene la pastilla a vacio, se-
gun el procedimiento habitual. La
pastilla se seca posteriormente du-
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rante 24h a 110°Cy se mantiene en
un desecador al vacio hasta su re-
gistro en el espectrofotbmetro.

Una vez obtenidos los espectros
correspondientes, el GA se calcula
mediante la relacion de bandas de
absorcionA___ /A _.Enlalitera-

amida ~ referencia
tura se proponen diferentes relacio-
nes de bandas, siendo la mas recien-
te la propuesta por Baxter, A /A, . .
gue toma como linea base la com-
prendida entre los 4000 cm™ vy los
2500 cm™ parala bandaA,, corres-
pondiente al grupo OH de la
guitosanay entre los 1800 cm™y los
1600 cm™para la banda de absorcion
en los 1655 cm™ correspondiente a
la Amida |. El grado de acetilacion
se obtiene a través de la expresion:

GA(%)= (A, JA,,.)-115

Mediante este procedimiento se
obtienen buenos resultados para
muestras con un grado de acetilacion
entre 0y 55 %. Sin embargo; cuan-
do se trabaja con muestras que pre-
sentan un alto grado de acetilacion,
el método pierde precision, debido a
gue la absorcion en 1655 cm™es una
mezcla de dos componentes: una
centrada en 1655 cm™, correspon-
diente a las vibraciones de tension
N-H, Teniendo esto en cuenta, se
propone medir la absorciéon a
1655 cm™ con una linea base entre
los 1800-1500 cm™y para la banda
de absorcion a 1630 cm™ una linea
base entre 1650y 1600 cm™. En este
caso el GA se calcula mediante la
siguiente expresion:

GAQO=[(A A, )HA /A, )-013].855

Los resultados mediante esta
expresion presentan una buena co-
rrelacion con los obtenidos median-
te RMN-H para un grado de
acetilacion entre 0 y 100 %. El Gni-
co inconveniente de esta técnica es
gue la cantidad de muestra debe ser
lo suficientemente pequefia como
para asegurar que la banda OH po-
sea unatransmision cercana al 10 %
y que en el caso particular de una
quitosana a la que se varia su es-
tructura mediante acetilacion con di-
soluciones &cidas de &cido clorhidri-
co, todos los grupos éster presen-
tes como impurezas deben ser eli-
minados del medio con una disolu-

cién etandlica de concentracion
0.5 mol.L* de hidréxido de potasio
(KOH), antes de registrar los espectros.
c. Andlisis Elemental: En este caso,
el grado de acetilacién se calcula a
partir del contenido de nitrégeno pre-
sente en la muestra de quitosana y
del contenido de material inorganico
presente en su residuo después de
una hora de tratamiento térmico a
600°C. La expresion utilizada en este
caso es:

%GA = [(8.695 - %N)/ 1.799 ] 100 %

Donde 8.695 es el porcentaje de ni-
trégeno presente en una muestra de
quitosana completamente desacetilada,
1.799 es la diferencia entre 8.695 y
6.896 (porcentaje de nitrégeno en una
muestra de quitina completamente
acetilada) y el porcentaje de nitrége-
no obtenido de la fraccién orgénica
analizada.

d. Espectroscopia de Resonancia
Magneética Nuclear: La determinacion
del grado de acetilacion por RMN es
la técnica mas utilizada para el es-
tudio de estructuras de carbohidratos
(29). La caracterizacién por RMN es
simple, rapida y forma parte de la
rutina de analisis de estos compues-
tos. En principio las técnicas de
RMN protonico y de carbono- 13, son
aplicables para la determinacion del
grado de acetilacion. Sin embargo,
la espectroscopia de *C se aplica
de forma mas extensiva para el caso
de muestras solidas, donde se utili-
zan también algunos aditivos que me-
joran la sensibilidad y la resolucion
de esta técnica, como son el
desacoplador de proton de alta po-
tencia para polarizacién cruzada/des-
acoplamiento dipolar de proton.

La mayor dificultad para aplicar
esta técnica es la baja solubilidad de
la quitosana en disolventes comunes
utilizados en este tipo de determina-
ciones. Para minimizar esta dificul-
tad se utiliza como disolvente agua
deuterada (D,0), a pH=3, ajustando
con acido clorhidrico o bien obtenien-
do el derivado clorado de la
quitosana, el cual es bastante solu-
ble en agua deuterada. Generalmen-
te la determinacion se realiza a tem-
peraturas que oscilan entre 70 y
90°C, con el fin de disminuir el efec-
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to de la viscosidad. Es recomenda-
ble usar campos altos debido a la
simplificacién que se obtiene en los
espectros. En RMN H*, especial-
mente a campos bajos, la sefial del
disolvente solapa las sefales de re-
sonancia de los carbohidratos y hace
dificil su analisis. El célculo de GA
de la quitosana se determina por la
relacion entre la intensidad relativa
de la sefal del protdn N-acetilado y
las intensidades de las resonancias
de los restantes protones.
e. Potenciometria: Otro de los méto-
dos empleados en la determinacion
del porcentaje de desacetilacion de
quitosana es el de la valoracién
potenciométrica de quitosana con
hidréxido de sodio 0.2 mol.L*. La
guitosana se disuelve previamente en
acido clorhidrico 0.3 mol.L™*. Con los
resultados obtenidos en la valoracion
se hace un gréfico y se obtienen los
puntos de equivalencia por el méto-
do de las tangentes. Se obtiene la
masa equivalente segun la féormula:

Equivaleme:Masa quitosana (gr)/

c¢(NaOH) v(NaOH)

El'V(NaOH) es la diferencia en-
tre los dos puntos de inflexion del
grafico obtenido; en cuanto a la
masa de quitosana se le debe corre-
gir el porcentaje de humedad y ceni-
zas pues ambos valores pueden in-
fluir sobre la pesada .

Se obtiene el porcentaje de
desacetilacién de la quitosana me-
diante la expresion:

% Desacetilacion = 203/(42 + MEquivaIente)

donde 203 es la masa molar de la
glucosaminay 42 es la masa molar
del grupo acetilo.

f. Otros métodos: Otros métodos son
también empleados para la determi-
nacion del grado de acetilacion como
el enzimatico, empleadndose para
esto quitosanas con diferentes gra-
dos de acetilacién y las enzimas exo-
B-D-glucosaminidasa y p-N-acetil-
hexosaminidasa de Bacillus pumilus.
La cuantificacion de la glucosamina
y N-acetilglucosamina liberadas son
determinados mediante ensayos
colorimétricos y el grado desacetilacion
es calculado mediante la ecuacion:

GD(%)= 100[ GIcN/ (GIcN + GIcNAC)]



La quitosana: un producto bioactivo de diversas aplicaciones

donde GIcN es la concentracidn de
glucosaminay GIcNAc es la concen-
tracion de N-acetilglucosamina dada
en umol.mL™. El pH empleado en
este método estd comprendido en el
rango de 5 a 6 que es donde se infor-
ma la mayor actividad de las enzimas
exo-B-D-glucosaminidasa, p-N-
acetilhexosaminidasa y quitosanasa.
La titracién coloidal y la hidrélisis
acida empleando HPLC son otros
métodos que permiten la determina-
cién de grado de acetilacién de
quitosanas.

HIDROLISIS ENZIMATICA
DE QUITOSANA

Aun cuando la quitosana mejo-
ralas condiciones de solubilidad com-
parada con la quitina, su empleo en
el campo bioldgico presenta dificul-
tades, dado fundamentalmente por el
pH de la solucién de la misma a
emplearse, asi como el tamafio del
polimero que debe actuar a niveles
celulares, debido a esto el estudio
de derivados de quitosana solubles
en agua comenzé a cobrar interés
en el mundo cientifico, partiendo del
conocimiento de la existencia en
muchas especies de plantas de las
enzimas quitinasas y quitosanasas
capaces de hidrolizar quitinas y
guitosanas hasta fragmentos de
oligosacaridos solubles.

Estudios realizados hace varios
afos han demostrado que los
oligbmeros de quitosana presentan
actividad antipatogénica (7, 30, 31),
ademas de activar mecanismos de
defensa en la planta tratada (8, 32);
distintos autores sugieren que debi-
do al tamafio molecular menor de los
oligbmeros, estos pudieran ser mas
efectivos en plantas (33) al ser mas
facilmente absorbidos por la misma
viaraiz o por aspersion foliar, evitan-
do también cualquier inconveniente
a presentarse con la solubilidad de
las quitosanas asi como con su alta
viscosidad en soluciones concentra-
das; sin embargo, estudios realiza-
dos demuestran que este criterio no
es absoluto y que en ciertos casos
las quitosanas resultan elicitores mas
efectivos y presentan mayor carac-

ter antifingico y antibacteriano que
sus oligémeros, por lo que nos hace
sugerir la idea de que el tamafio
molecular aunque es un factor muy
importante a tener en cuenta, no re-
sulta el Gnico a valorar al determinar
cuan efectivo serd para la planta el
elicitor o cuanto inhibira el crecimien-
to fungico o bacteriano, por lo que
se deben analizar la influencia de
otros factores como son el tipo de
cultivo que se esté tratando, las ca-
racteristicas del patégeno en espe-
cifico, la composicién de la pared
celular de estos, el grado de
desacetilacion de la quitosana em-
pleada y el pH de la disolucion em-
pleado (34, 35).

La hidrdlisis de quitosana pue-
de llevarse a cabo esencialmente por
dos métodos: quimico y enzimatico.
El método enzimético resulta el mas
ventajoso, atendiendo a las desven-
tajas de la depolimerizacion quimica
que conlleva a la desacetilacién de
los oligbmeros resultantes, la dificul-
tad en el control de la depolimerizacién,
los bajos rendimientos de oligémeros
de mayor grado de polimerizacion,
debido a que las hidrélisis mediante
agentes quimicos se efectdan un
poco al azar, pues los grupos NH,
de la quitosana, al protonarse, for-
man una especie de escudo
electrostatico que impide el acerca-
miento acidico debido a la repulsion
de cargas; ademas de estos incon-
venientes de la via quimica, el méto-
do enzimatico tiene la gran ventaja
de no producir desacetilacion en los
oligbmeros resultantes y de que el
ataque enzimatico sea mucho mas
especifico, garantizando esto mejo-
res rendimientos de reaccion si lo
comparamos con los métodos qui-
micos. Un ejemplo elocuente es una
quitosana ( GA=42%) hidrolizada con
la proteasa papaina a 25°C de tem-
peraturay empleando un tiempo de
reaccion de 48 horas produce un re-
sultado equivalente a una hidrélisis
de la quitosana con acido clorhidrico
0.6 mol.L* a 25°C empleando un
tiempo de reaccion de 20 dias (10).

Es de interés aclarar que pese
a estas limitaciones el método qui-
mico es empleado por distintos in-
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vestigadores para depolimerizar
guitosanas, ajustando determinadas
condiciones que garanticen la efec-
tividad de la hidrélisis, como por
ejemplo la hidrélisis de quitosana con
acido nitroso formado in situ, previa-
mente disuelta la quitosana en aci-
do acético al 20 % o &cido clorhidri-
co a concentraciones entre 0.16 y
0.25 mol.L™*y empleandose nitrito de
potasio o de sodio a concentracio-
nes entre 0.05 y 0.5 mol.L. Estas
reacciones presentan una cinética de
segundo orden, lo cual implica que
la concentracion de quitosana influ-
ye en el rango de depolimerizacion,
gue se incrementa con un aumento
de la concentracién del biopolimero,
pero debe considerarse que a con-
centraciones por encima de un 2 %
se obtendran disoluciones viscosas
en detrimento de la reaccion de
depolimerizacién en si, por lo que se
recomienda un rango de concentra-
cion de la disolucién polimérica en-
tre 1.5y 2% (9). Son empleados
ademas del &cido clorhidrico y el
nitroso, otros acidos como el fosfoéri-
co, también se han realizado hidrolisis
guimicas con quitosana en estado
sélido y cloruro de hidrégeno.

El método enzimatico de
hidrélisis se basa en el empleo de
enzimas con actividad quitosanasa,
cuya accion sobre el polimero permi-
te obtener hidrolizados compuestos
por fragmentos menores u oligdmeros
de quitosana, los que pueden sepa-
rarse cromatograficamente de acuer-
do a su grado de polimerizacion
(GP). Para el empleo de este méto-
do primeramente se disuelve la
quitosana, en una disolucion de aci-
do monobésico diluida a concentra-
ciones preferentemente entre 0.2 y
3 %, preparandose una mezcla inti-
ma, empleando para esto los acidos
clorhidrico, acético, férmico, lactico,
nitrico o disolviendo la quitosana en
disoluciones buffer de los &cidos
antes mencionados como buffer de
acido acético-acetato de sodio. El
valor de pH requerido de la disolu-
cion de quitosana cuando se em-
plean celulasas debe estar en el ran-
gode4 a7, que esdonde estas ex-
hiben actividad quitosanasa; cuando
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el valor de pH estdenelrangode 4 a6,
se obtendra una solucion transparen-
te de quitosana mientras que a pH
alrededor de 7 se obtendra una dis-
persion de consistencia de gel. La
enzima se adiciona a la disolucion
de quitosana, que debera estar en
un rango de temperatura de 10-70°C,
preferiblemente de 20-60°C, en un
tiempo desde decenas de minutos
hasta varias horas, provocando una
rapida disminucion de la viscosidad
de la solucién de quitosana (36).
Los hidrolizados de quitosana
son separados de la mezcla de re-
accién adicionando una solucién
acuosa de hidréxido de sodio para
alcalinizar el medio, lo que causa la
precipitacion de la quitosana que no
ha reaccionado y de los fragmentos
de largas cadenas poliméricas, se-
parando por centrifugacion la disolu-
cion que contiene los fragmentos
oligoméricos de GP menores (filtra-
do); esta disolucién puede ser frac-
cionada en oligdbmeros desde
dimeros a decameros, teniendo en
cuenta sus masas molares. Referen-
te a esto es importante decir que di-
ferentes trabajos cientificos han de-
mostrado que los oligbmeros de
guitosana con un grado de
polimerizacion de 7 o mas son los
gue presentan una mayor actividad
bioldgica, por lo que se puede cons-
tatar la importancia que revisten los
métodos de separacion e identifica-

cién de los fragmentos presentes en
los hidrolizados; para esto se em-
plean varios métodos cromatogréaficos
como intercambio iénico y cromatografia
de exclusién por tamafio entre otros
(Figura 1).

La cromatografia de intercambio
i6nico fue propuesta por vez primera
por Horowitz . Afios después comenz6
aaplicarse la técnica cromatografica de
HPLC de fase reversa en hidrolizados
de quitosana. Esta técnica es muy
empleada actualmente, por las mul-
tiples ventajas que ofrece en la iden-
tificacion y separacion de componen-
tes de muestras, atendiendo a la alta
sensibilidad en los analisis, asi como
la rapidez y efectividad que caracte-
riza a esta técnica cromatogréfica
que estd acoplada a un detector que
ofrece informacién continua del liqui-
do que sale de la columna (37).

En otros trabajos se han sepa-
rado oligémeros por cromatografia de
exclusion por tamafio, empleando
como fase estacionaria silica gel
modificada o biogel; este método es
muy adecuado para la separacion de
oligbmeros de glucosamina, em-
pleandose como eluyente el buffer
acetato, que es bien conocido como
disruptor de puentes de hidrégeno,
evitando la interaccion entre los gru-
pos NH, y OH de la quitosana (oligos)
con los geles Fue elegido un pH 4,2
para disminuir el nimero de grupos
funcionales NH, y también para re-

I QUITOSANA |

- Hidrdlisis Enzimatica

1-Depolimerizacion l - Hidrdlisis Quimica

I HIDROLIZADO DE QUITOSANA |

Método
Cromatografico

2-Separacion

- Intercambio i6nico
- Adsorcién
- Exclusién por tamafio

I OLIGOMEROS DE QUITOSANA |

Figura 1. Método general de preparacion de oligdémeros de quitosana
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ducir la disociacién de los grupos
carboxilicos del biogel. Distintos in-
vestigadores emplean biogeles P-2
y P-4 para la separacién de com-
puestos oligoméricos, empleando
como eluyente el agua a velocidades
de flujo en el orden de los mL.h%; a
las fracciones colectadas se les rea-
liza cromatografia de placa, donde se
emplea como solvente una mezcla
de acetonitrilo:agua (3:1) y se
visualiza por aspersién con &cido
sulfarico al 50 % y a 120°C de tem-
peratura.

Es conveniente sefialar que ade-
mas de los anteriores, existen otros
métodos no cromatogréaficos usados
en la separacion de los componen-
tes de los hidrolizados, como resul-
ta el empleo de membranas de
ultrafiltracidn para lograr la separa-
cion de acuerdo con los grados de
polimerizacion de los fragmentos
moleculares (11).

Izume y Ohtakara estudiaron la
hidrdlisis de quitosana con el empleo
de la enzima quitosanasa provenien-
te del Bacillus sp. No. 7-M , se obtu-
vo en dicho estudio oligosacaridos de
D-glucosamina de altas masas
moleculares durante la degradacion
de quitosana, ademas de obtenerse
una pequefia cantidad del monémero
N-Glucosamina solo después de un
largo tiempo de incubacién (38).

De acuerdo con Aiba et al. en
1995, las quitosanas parcialmente
acetiladas son hidrolizadas con
quitinasa de Streptomyces Griseus;
por otra parte, la enzima quitosanasa
del Bacillus sp No 7-M es especifica
hacia los enlaces GIcN-GIcN en
quitosanas parcialmente acetiladas
y al menos tres residuos de Glc-N
son necesarios para la hidrélisis de
guitosana por quitosanasa (39). Pre-
viamente a esto, Ohtakara et al. en
1990 estudiaron la accion de
quitinasas de Streptomyces Griseus,
en quitosanas parcialmente
acetiladas, demostrando que estas
enzimas actlan especificamente sobre
las uniones de N-acetilglucosamina, ya
sea en la forma N-AcGluc-N-Gluc o
N-AcGluc-N-AcGluc (40).

Izume et al. en 1992 demostra-
ron que la produccion de
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oligosacaridos en la hidrélisis con
quitosanasas de Bacillus sp. No 7-M
se incrementaba a medida que au-
mentaba el grado de desacetilacion;
sin embargo, no se observo gran dife-
rencia en las hidrélisis de una
quitosana de GD 70 %y otrade GD
76 % obtenidas en condiciones
heterogéneas y homogéneas respec-
tivamente. En este estudio la
guitosana de un 99 % de
desacetilacién fue el sustrato méas
susceptible, indicando esto que la
guitosanasa es especifica a las unio-
nes D-Glucosamina—D-Glucosamina
en moléculas de quitosana (41);
este resultado contrasta con otros
criterios (42), quienes informaron que la
guitosana preparada por desacetilacién
homogénea de quitina es un
copolimero de unidades acetiladas y
desacetiladas distribuidas al azar,
mientras que por desacetilacién
heterogénea es un copolimero que
contiene a las unidades acetiladas
distribuidas en bloque, por lo que
asumen que las hidrélisis debieran
ser diferentes partiendo de este he-
cho. Parecia ser que las mas obvias
formas de producir quitooligdmeros
era mediante el empleo de quitinasas
y quitosanasas, pero la evaluacion
de otras enzimas nos lleva a una
conclusion diferente.

Algunos autores (43) han estu-
diado varias enzimas y han expresado
su preferencia por las hemicelulasas,
la quitosana es hidrolizada por
hemicelulasa y acetilada con
anhidrido acético. La habilidad de las
lisozimas para depolimerizar quitinas
y quitosanas esta demostrada en la
literatura. Varum et al. demostraron
gue la alta susceptibilidad de
quitosanas parcialmente acetiladas
a estas enzimas es debido a los blo-
gues de secuencia de N-
Acetilglucosamina, que contribuyen
mayormente a la velocidad inicial de
degradacion; un pronunciado incre-
mento del porcentaje de hidrdlisis de
guitosana parcialmente acetilada
con lisozimas se observa al aumen-
tar el grado de acetilacién de la
quitosana (44). Por otra parte, se re-
comienda, en las hidrdlisis de
guitosanas parcialmente acetiladas

con lisozimas, una concentracion del
polimero del 1 %, asi como una con-
centracion de acido acético al 0.4 %
y metanol al 50 % (10).

La enzima papaina es extensa-
mente empleada en la industria ali-
menticia para el procesamiento de
alimentos, por lo que se ha informa-
do la habilidad de esta enzima para
la depolimerizacién de quitosanas,
que es una enzima comercial bas-
tante barata y que resulta valida como
alternativa a lisozimas y quitinasas.
La hidrdlisis de quitosana con
papaina se ha seguido por
cromatografia de permeacion de
geles, llegandose a la conclusién que
estas enzimas depolimerizan
preferencialmente a las fracciones de
quitosana, que tienen los mayores
grados de polimerizacion (GP). Me-
diaciones viscosimétricas confirma-
ron que la papaina depolimeriza con
una alta velocidad inicial, siendo méas
susceptible entre tres quitosanas
que utilizaron la que mas grado de
acetilacion tenia (GA= 42 %); esto
sugiere que la papaina actla en la
unién de las unidades acetiladas y
no acetiladas de las quitosanas (10).

La accidn hidrolitica de 36 pre-
parados enzimaticos incluyendo cin-
co lipasas (1 de pancreas porcino y
4 de hongos) en quitosanas ha sido
informada (45). En el estudio que rea-
liz6 de lipasas, proteasas, celulasas
y hemicelulasas no fue encontrado
un comun agente litico, de hecho el
pH y la temperatura 6ptimos, asi
como la dependencia del grado de
acetilacion (GA) y de la concentra-
cién de quitosana son diferentes
para los distintos preparados
enziméticos. Se demostré mediante
estudios viscosimétricos que las
enzimas mencionadas anteriormen-
te tenian actividades especificas mas
elevadas que la enzima quitinasa, o
sea, que estas desplegaron una ac-
cion litica mayor, siendo de todas la
proteinasa papaina la que mostré una
mayor velocidad de hidrdlisis. Estos
resultados son muy alentadores des-
de el punto de vista de contar con
alternativas mas baratas y eficientes
para hidrolizar quitosana empleando
enzimas menos costosas y de igual
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0 mejores rendimientos que enzimas
establecidas en el mercado, como
las quitinasas.

ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE QUITOSANA

Y SUS PRODUCTOS
DE DEGRADACION

Historicamente las infecciones
fngicas han ocasionado significantes
pérdidas en los cultivos agricolas. Los
hongos pueden causar dafios pre y
pos-cosechas, afectando con esto
los frutos y vegetales ya en etapas
de procesamiento y almacenamien-
to; ciertamente se hace necesario un
control adecuado para evitar las in-
fecciones flingicas de los productos
agricolas, usualmente se han em-
pleado los agentes quimicos como
fungicidas pero esto ha traido con-
secuencias muchas veces negativas
al resultar en ocasiones muy téxicas
a los cultivos, a los animales y al
hombre. Ademas de que estos son
de utilidad restringida al no ser siem-
pre efectivos a muchos hongos y jun-
to con esto, el hecho de que muchas
familias de hongos han desarrollado
cierta resistencia a diferentes tipos
de agentes quimicos empleados
como fungicidas (46). Las tecnolo-
gias actuales de proteccién de plan-
tas con una perspectiva ecoldgica
han incentivado el interés en el tema,
al constituir las quitosanas y sus pro-
ductos de degradacion una via alter-
nativa de sustitucion de los produc-
tos quimicos empleados como
fungicidas, teniendo en cuenta ade-
mas, que el clima himedo y tropical
del pais, propicia el desarrollo de
enfermedades fungosas en los culti-
VOos ocasionando cuantiosas pérdidas
en la agricultura si no se toman las
medidas pertinentes para evitarlo lo
mas posible.

La quitosana ejerce una funcion
dual, por activar numerosos meca-
nismos defensivos en el tejido del
hospedero y por interferir directamen-
te en el crecimiento del hongo.

Este biopolimero ha demostra-
do ser antifingico ante un amplio
espectro de patdgenos, provocando
la inhibicién total o parcial de estos



lleana Hernandez

segun la especie fungica, conside-
randose que existe una posible de-
pendencia entre el grado de
polimerizacion y el de N-acetilacion
de la quitosana y el nivel de inhibi-
cién que esta provoca. Leuba y
Stossel en 1986 informaron que la
quitosana a pH 5,8 inducia un rompi-
miento masivo de los compuestos de
proteinas y sugirieron que la activi-
dad antifangica de la quitosana es-
taba asociada a su habilidad para
distorsionar la membrana plasmatica
del hongo. También El Ghaouth rela-
cioné la propiedad fungistatica de la
guitosana parcialmente acetilada
contra Rhizopus stolonifer, con su
habilidad para inducir cambios
morfolégicos en la pared celular del
hongo, donde se observaron consi-
derables cambios morfolégicos como
las marcadas reducciones de tama-
fio que experimentaron las hifas ade-
mas de que estas adquirieron una for-
ma ramificada; la quitosana provocé
en las hifas hinchamientos pronun-
ciados, estas hifas se observan mu-
cho mas pequefias que las células
normales tipicas, probablemente de-
bido a la intensa distorsién. Estas
alteraciones pueden ser debido a un
incremento de la concentraciéon de
guitosana en la pared celular del hon-
go, ya que ademas es un componen-
te de la pared celular del Rhizopus
stolonifer y al ser este polimero bas-
tante flexible se puede producir un
reblandecimiento de la pared celular,
lo que puede reflejarse en un incre-
mento de la frecuencia de ramifica-
ciény asi una alteracién en la morfo-
logia. Lainteraccion de la quitosana
con el plasmalema fangico, especial-
mente en la hifa donde la membrana
estd menos protegida, puede causar
la formacion de poros y consecuen-
temente inducir cambios en la con-
formacion de la membrana. Tales
cambios pueden alterar el balance
existente entre biosintesis y degra-
dacién de componentes de la pared
celular del hongo (31).

Hadwiger ha expuesto como la
quitosana se acumula en las células
de hongos y evita el crecimiento de
estos y que la mayor actividad
antifingica se presenta en

oligbmeros de 7 o mas unidades,
comprobandose como el tamafio de
los oligbmeros de quitosana consti-
tuyen un importante aspecto en la
accion de este producto (47 ). En
correspondencia con lo planteado se
ha comprobado como oligos de 7 y
mas unidades disminuyen in vitro el
crecimiento de Fusarium solani a
concentraciones de 4 mg.mL™; ade-
més, se ha estudiado la inhibicion
que ejercen la quitosanay derivados
en otros hongos como el
Colletotrichum lindemuthianum,
Fusarium acuminatum, Cylindrocladium
floridanum y otros de interés parala
agricultura (48).

La quitosana y sus oligémeros
no solo actlan especificamente con-
tra hongos sino también afectan a las
plantas como dijimos anteriormente,
estimulando la expresion de diversos
mecanismos defensivos.

La quitosana se une a los sitios
de receptores flngicos simulando un
ataque de esporas flngicas, por lo
que la planta se activa como si estu-
viera ante el ataque de un hongo,
enviando lainformacioén al nacleo de
la célula por un proceso de
transduccion de la sefial, provocan-
do esto la elicitacién de numerosas
respuestas y procesos bhiolégicos
que contribuiran a inhibir las infec-
ciones fungicas. L. A. Hadwiger sos-
tiene la teoria de que la respuesta
de la planta puede ser manipulada
genéticamente mediante el trata-
miento con elicitores como las
quitosanas, existiendo al parecer
multiples mecanismos a través de
los cuales se activan los genes rela-
cionados con la sintesis de protei-
nas relacionadas con la patogénesis
(PR), produciéndose la activacion
ademas de la superficie celulary de
los receptores de membrana (49).

Desde hace dos décadas, las
quitosanas asi como sus hidrolizados
han sido estudiados para determinar
la capacidad de estos para incentivar
respuestas defensivas en las plan-
tas, generando esto mucha literatu-
ra en el tema, constatdndose la ocu-
rrencia de cambios a niveles fisiol6-
gicos y bioquimicos en las plantas
tratadas con quitosanas y sus deri-
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vados (50). Los cambios fisiol6gicos
gue se presentan son NUMErosos,
como respuesta a la agresion de que
es objeto la planta por parte del pa-
tégeno. Un cambio fisioldgico prima-
rio ha sido observado, cuando la plan-
ta al ser tratada con quitosana redu-
ce la apertura de los estomas, difi-
cultando de esta manera la penetra-
cion del hongo; otro cambio que se
aprecia es la produccion de peroxido
de hidrégeno, lo cual se ha relacio-
nado con la disminucién de la aper-
tura de los estomas (51). Se produ-
ce también el endurecimiento de la
pared celular como otra manifesta-
cion de resistencia en la planta. Se
sabe que dos de los componentes
principales de la pared celular de las
plantas son la lignina y la celulosa,
y se ha detectado que las plantas
tratadas con quitosanas y/o deriva-
dos manifiestan un incremento apre-
ciable en la biosintesis de lignina,
produciéndose una lignificacién de la
pared celular, haciéndola mas dura
y por tanto menos penetrable a los
patégenos fungicos (52).

Se han estudiado casos en que
la quitosana ha sido asperjada a las
hojas y se ha corroborado la presen-
cia de barreras fisicas en tejidos de
las raices de la planta, permitiendo
esto llegar a la conclusion de la exis-
tencia de una resistencia sistémica
inducida por la quitosana, producién-
dose diversas manifestaciones fisi-
cas como son las oclusiones de los
vasos de los xilemas, formaciones
de sustancias que obstruyen el paso
del patégeno a través de los capila-
res. Se informa en la literatura la ocu-
rrencia de cambios ultraestructurales
en células de las hojas, como son la
aparicién de pequefias vesiculas, la
presencia entre los espacios
intercelulares de sustancias fibrillosas
y amorfas que se relacionan con la
restriccion de la infeccién fangica
(53).

Una extensa literatura cientifica
existe en torno a los cambios
bioquimicos presentes como parte
de los mecanismos de defensa que
desarrolla la planta ante el ataque de
un patégeno. Cuando una planta es
atacada por un patégeno rapidamen-
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te ocurre la muerte de células proxi-
mas al sitio de infeccion (hipersensi-
bilidad) y ocurre ademas una varie-
dad de respuestas defensivas
bioquimicas en las células alrededor
de la infeccién asi como a nivel
sistémico. Uno de los cambios més
estudiados es el incremento en la
produccién de hidrolasas antifingicas
como quitinasas, quitosanasasy bl-
3 glucanasas en hojas y raices; es-
tas enzimas despliegan un importan-
te rol como mecanismo defensivo de
la planta ante el ataque de hongos
hidrolizando la pared celular de es-
tos. Marcados incrementos de los
niveles de estas enzimas se han
detectado después de tratamientos
con quitosana o derivados de esta (53).

La produccion de fitoalexinas es
otra respuesta provocada por la
guitosana, las fitoalexinas son
antibiéticos producidos por la planta
para destruir o inhibir el crecimiento
de microorganismos que la invadan.
Estudios realizados muestran que la
quitosana derivada de la pared celu-
lar de Fusarium o derivada de quitina
del exoesqueleto de artropodos in-
duce la acumulacion de fitoalexinas
en la planta. La quitosana también
estimula la acumulacion de acido
jasmaonico, molécula sefial, que re-
sulta un componente central en la
regulacion de los genes defensivos
en plantas. Ha sido comprobado que
los niveles de acido jasmonico en
plantas se incrementan varias veces
después de un tratamiento a la plan-
ta con quitosana o derivados,
sugiriéndose debido a esto que las
guitosanas inician la activacion de un
sistema que regula la expresion
genética relacionada con la defensa
de la planta (50).

Como se menciono en los cam-
bios fisioldgicos inducidos en plan-
tas debido al tratamiento con
quitosana, se induce la produccion
de peréxido de hidrégeno cuya ac-
cién también es bioquimica, pues es
una especie reactiva de oxigeno que
juega un importante papel en la de-
fensa quimica de la planta contra
patdégenos. El perdxido de hidrége-
no esté relacionado con varias acti-
vidades relacionadas con la defensa,

algunas de las cuales activan genes
defensivos en plantas y otras en las
que actlla como un intermediario en
el entrecruzamiento de proteinas que
limitan la infeccién del patégeno ala
planta. Otra respuesta bioquimica es
la deposicion de compuestos
fendlicos en los espacios inter e
intracelulares. Es conocido que los
compuestos fendlicos son téxicos a
los hongos, se ha encontrado que
estas deposiciones afectan las pa-
redes de las hifas causando severas
alteraciones a las mismas.

Como se aprecia los efectos pro-
ducidos por la quitosanay derivados
en plantas han sido ampliamente
estudiados, tanto en el orden fisiol6-
gico como bioguimico, mostrandose
que las plantas superiores han de-
sarrollado complejos mecanismos de
percepcion y transduccién de la se-
fial de ataque de patdégenos, siendo
claramente probado que las
quitosanas y sus oligbmeros tienen
un importante papel en las
interacciones planta-patdégenos.

Se ha encontrado a estos produc-
tos implicados en las interacciones
hospedero-parasito entre el chicha-
ro y el Fusarium solani; en este ve-
getal tanto la quitosana como sus
oligébmeros activan el desencadena-
miento de procesos relacionados con
la sintesis del ARN mensajero para
la produccién de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL), una
importante enzima patrticipante en la
sintesis de productos fenilpropandlicos
téxicos al hongo. La induccién de
respuestas defensivas por la aplica-
cién de quitosana ha sido observada
en otras plantas: en hojas de toma-
te, los oligosacéridos provocan la
acumulaciéon de inhibidores de
proteinasas, asi como la lignificacion
en tejidos de chicharo que
incrementa la resistencia de la pa-
red celular a la degradacién
enzimatica, previniendo asi la pene-
tracién de patdgenos. Otras eviden-
cias incluyen la sintesis de calosa
en tejidos de cultivos de soya.

El tamafio de los oligbmeros
constituye un aspecto importante en
la accién de este producto. Se ha
comprobado que el heptdmero y los
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oligbmeros superiores inducen el maxi-
mo incremento en la produccién de
pisatina en chicharo. Se ha demostra-
do que oligbmeros de quitosana con
GP entre 6y 7 fueron los mas activos
en la proteccién de tabaco contra
Phytophtora parasitica (54). El
Ghaouth estudio6 que disoluciones al
1y 1.5 % de quitosana provocan re-
ducciones significativas en la apari-
cion de la pudricién de fresas alma-
cenadas a 4°C, al serinoculadas con
Botrytis cinerea, patdégeno fungoso
poscosecha (31). Las ventajas de la
guitosana como fungicida protector
contra enfermedades poscosechara-
dican en la capacidad para formar
peliculas semipermeables compati-
bles con el recubrimiento céreo que
se aplican a estos frutos y vegeta-
les, y a sus propiedades combina-
das de inhibir el crecimiento in vitro
de hongos fitopatégenos y estimular
reacciones defensivas en tejidos ve-
getales.

OTRAS APLICACIONES

La quitosana es uno de los

polimeros naturales de mayor uso en
numerosas industrias, debido a sus
diversas propiedades, entre las que
encontramos: agente quelatante, fa-
cilidad de conformar fibras, buena
biocompatibilidad, biodegradabilidad
y actividad antihemostatica entre
muchas otras, lo cual hace que su
uso se haya extendido a numerosos
campos de aplicacion, entre estos
tenemos:
a. Clarificacién y limpieza de aguas
de proteinas y metales pesados:
Debido a su estructura quimica una
de las aplicaciones mas extendidas
de las quitosanas es la purificacion
de aguas residuales. La quitosana
provoca la coagulacién de las protei-
nas que contienen estos desechos
y los productos de coagulacion son
degradables y no poseen ninguna
toxicidad, por tanto su uso es prefe-
rible al de otros productos sintéticos.
Por otra parte, los jugos de frutas y
vegetales también son clarificados
con ayuda de la quitosana.

Tanto la quitina como la
guitosana son agentes quelatantes
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gue poseen la habilidad de formar
complejos con muchos iones meta-
licos. Estos cationes se coordinan
con el par de electrones libres del
nitrdgeno y del oxigeno presentes en
la estructura de la quitosana. Por
esta afinidad y a que es posible re-
generar la quitosana con la ayuda de
los acidos apropiados como el acido
sulfarico diluido, uno de los campos
de aplicaciéon de la quitosana es la
purificacién de metales pesados del
agua contaminada (55).
b. En forma de fibras en la industria
textil: La posibilidad de obtener fibras
de quitosana por métodos relativa-
mente sencillos y econémicos ha
hecho posible su utilizacién en lain-
dustria textil. Estas fibras poseen
mejor comportamiento elastico que
las fibras convencionales. Por otra
parte, esta siendo objeto de estudio
el hecho de poder introducir grupos
colorantes en la quitosana mediante
enlaces covalentes a través del gru-
po amino presente en su estructura
u otros grupos, capaces de mejorar
las propiedades de la quitosana (56).
c. En diferentes campos de la medi-
cina: La quitosana y sus derivados
se degradan por la accion de enzimas
enddgenas y no poseen ningun efecto
alérgico sobre el organismo huma-
no. Es por ello que es posible su uso
en diferentes campos de aplicacion
médica entre los que podemos men-
cionar: materiales de sutura, agente
cicatrizante, componente del venda-
je de heridas y como piel sintética
entre otras (57). Se ha estudiado la
influencia del grado de desacetilacion
de la quitosana en la aceleracion del
proceso de cicatrizacion en un en-
sayo realizado en ratas. El estudio
histolégico demostré6 que las
guitosanas con un mayor grado de
desacetilacion presentaban a los sie-
te dias de realizado el implante, me-
jor integracién con el tejido circun-
dante. Se observé ademas que el
tejido en el lugar de la herida estaba
completamente repitelizado y reem-
plazado mediante un proceso de
fibrosis.

La piel artificial para el tratamien-
to de quemaduras y otras lesiones
de la piel es otra de las aplicaciones

mas investigadas de la quitosana y
sus derivados. Muchos trabajos pre-
sentan estudios de diversas matrices
de quitosana con otros polimeros
biodegradables como el colageno y
poli-L-leucina, los cuales son polimeros
degradables enzimaticamente, que se
colocan en forma de peliculas finas
en la zona afectada reduciendo el
riesgo de infeccién y promoviendo el
crecimiento epitelial.

d. En la industria farmacéutica y de
cosméticos: Recientemente, deriva-
dos de la quitosana son usados en
la industria farmacéutica como un
componente de productos de belle-
za gracias a sus propiedades de
acondicionamiento, hidratacion de la
zona de aplicacién, posibilidad de li-
berar ingredientes bioactivos de las
formulaciones y a la capacidad de
estimular el crecimiento de las célu-
las de las pieles dafiadas. Su uso
se amplia en cremas y unguentos
como materiales cosméticos (58).
e. En sistemas de liberacion con-
trolada: La capacidad de formar mem-
branas interpenetradas de la
quitosana hace posible su uso como
sistemas de liberacién controlada de
farmacos, membranas para la
ultrafiltraciéon y actualmente como
matriz organica en composites par-
cial o totalmente biodegradables.

En la literatura se recogen mu-
chos trabajos sobre este tema de
estudio, donde se obtienen membra-
nas interpenetradas de quitosana
con glutaraldehido y se han estudia-
do las cinéticas de hinchamiento y
liberacion de diferentes medicamen-
tos como la gentamicina, se ha mez-
clado quitosana y acido poliacrilico,
utilizando el glutaraldehido como
agente entrecruzante para obtener
membranas con mejores propieda-
des mecanicas y caracteristicas de
liberacion controlada (59).

Se han evaluado diferentes con-
jugados de drogas con quitosana y
sus derivados, para reducir la toxici-
dad de las drogas empleadas y am-
pliar su actividad terapéutica, para
combatir tumores cancerigenos (60).
Estos conjugados pueden cambiar la
retencion de los farmacos en el or-
ganismo o liberarlos en el lugar de-
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seado. Los agentes estudiados fue-
ron: 5-fluoracil, 5-fluoridina y
mitomicina. Se realizaron evaluacio-
nes in vitro e in vivo obteniendo re-
ducciones del tumor de un 56 %.

Otros autores preparan
microcapsulas de quitosana con di-
ferentes agentes entrecruzantes
como el polietilenglicol, alginato y
acidos carboxilicos entre otros para
la liberacion de diferentes farmacos
con actividades antitrombogénicas,
analgésicas y vacunas, para su libe-
raciéon en el organismo humano. Por
otra parte, las caracteristicas de
bioabsorcidn y no-toxicidad de este
polisacarido la hacen un material casi
ideal para esta aplicacion.

Otra de las aplicaciones de la
quitosana es la de matriz organica
en composites de aplicacién
biomédica. En la literatura abundan
estudios de implantes biodegradables
gue usan como soporte de la carga
empleada, membranas de quitosana
y derivados entrecruzadas con dife-
rentes agentes.

Composites a partir de
biomembranas de la quitosana y
poliacido acrilico por via térmica se
han obtenido, utilizando la
hidroxiapatita, para su relleno de de-
fectos periodontales. Ensayos
histolégicos realizados meses des-
pués del implante muestran que el
material tiene buena compatibilidad,
la membrana es reabsorbible en con-
diciones fisiolégicas y promueve el
crecimiento celular (61).

CONCLUSIONES

Se han presentado en este tra-
bajo algunos aspectos importantes
en el estudio de la extensa teméatica
gue revisten las quitosanas asi como
su fuente o material de origen las
quitinas, siendo importante hacer
énfasis en la idea de que son mu-
chos y variados los parametros a in-
fluir en la obtencion del producto fi-
nal ya sea esta quitosana o algun
derivado de ella. Se puede apreciar
la influencia que tienen en la
guitosana a obtener, procesos vin-
culados directamente a la quitina
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como son la desmineralizacion,
desproteinizacion y decoloracion.

Especial atencién requieren pro-

cesos como la desacetilacion de la
quitina y las hidrélisis de la
guitosana, pues estos ejercen un
efecto directo en la estructura, com-
posicion y distribucion de las unida-
des que conforman el copolimero y
los oligémeros de quitosana, que son
propiedades que influiran directamen-
te en las aplicaciones que puedan
tener los productos obtenidos; de ahi
gue sea evidente laimportancia enor-
me que tiene el control de las condi-
ciones que requieren estos procesos
de reaccion.
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