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RESUMEN

Se evaluo la actividad antioxidante de disoluciones de acetato
y lactato de quitosana obtenida a partir de quitina de langos-
ta comun (Panulirus aurgus) a escala industrial. Para la ob-
tencion de las sales de quitosana se prepararon dos disolu-
ciones de quitosana al 4 % (m/v), una en acido acético y otra
en acido lactico, ambos al 10 % (v/v). El secado por asper-
sion de estas disoluciones se realizo a temperaturas de en-

trada/salida de 160/100 °C. Se emplearon los ensayos ABTS'

y DPPH para determinar la actividad antioxidante de las di-
soluciones de quitosana y sus sales. Los valores del poten-
cial de secuestro de radicales libres de las disoluciones fue-
ron superiores al 30 % sin manifestar diferencias significati-
vas (p <0,05) con el incremento de la concentracion y tiempo
de reaccion, aunque las disoluciones de las sales mostraron
mayor capacidad antioxidante (p < 0,05) que la quitosana.
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ABSTRACT

Evaluation of antioxidant activity of chitosan salts solutions
Antioxidant activity of chitosan acetate and lactate obtained
from chitin of common lobster (Panulirus aurgus) at indus-
trial scale was evaluated. It was prepared two chitosan
solutions at 4 % (w/v), one of them in acetic acid and the
other in lactic acid, both at 10 % (v/v). These solutions were
spray dried at input/output temperatures of 160/100 °C.
ABTSy DPPH assays were used to determine the antioxidant
activity of chitosan solutions and its salts. The values of
free radicals scavenging ability of solutions were higher to
30 % without show significant differences (p < 0.05) with the
increase of concentration and reaction time, although salts
solutions showed higher antioxidant capacity (p < 0.05) than
chitosan.

Keywords: Chitosan, chitosan acetate, chitosan lactate,
antioxidant activity.

INTRODUCCION

Los antioxidantes son sustancias que previenen o re-
trasan el dafo oxidativo de los lipidos, proteinas y aci-
dos nucleicos por especies reactivas del oxigeno (EROs)
como los radicales libres (1). Ademas de jugar un pa-
pel importante en los sistemas fisiologicos, los
antioxidantes se han utilizado como aditivos en la in-
dustria alimentaria para prolongar la vida util de los ali-
mentos, especialmente de aquellos ricos en grasas
polinsaturadas, las que son facilmente oxidadas por
EROs y constituyen una causa importante en el dete-
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rioro de la calidad, pérdidas nutricionales, desarrollo de
mal sabor y coloracion no caracteristica (2). Debido a
la controversia con respecto al empleo de antioxidantes
sintéticos en relacion con la salud de los consumidores,
se ha incrementado el estudio de los antioxidantes na-
turales, entre los cuales se encuentra la quitosana (3).

La industria procesadora de mariscos es altamente
generadora de desechos solidos que contaminan el
medio ambiente y se convierten en una carga econd-
mica para la industria, porque su eliminacion es proble-
matica y costosa. En la actualidad existen alternativas
tecnolodgicas para el aprovechamiento de estos dese-
chos y su conversion en productos de utilidad como la
quitina y sus derivados (4,5).

La quitosana, obtenida por desacetilacion de la quitina,
es un polimero con estructura de hélice con grupos
amino reactivos, lo que ofrece muchas posibilidades de
modificacion e interacciones ionicas (6,7).

En los tltimos afos la quitosana ha recibido mucha aten-
cion por parte de los investigadores debido a sus pro-
piedades y a su facil obtencion. Al ser uno de los pocos
polisacaridos cationicos, esto le confiere propiedades
unicas con respecto al resto de los polisacaridos, que
generalmente son neutros o negativamente cargados

(.

Las aplicaciones de las peliculas y disoluciones de
quitosana como antioxidante incluyen su empleo en la
conservacion de fresas (8), jugos de naranja (9) y man-
zana (10), cacahuetes, papas fritas (11), hamburgue-
sas de res (12), embutidos secos fermentados (13) y
mayonesa (14).

Sin embargo, las aplicaciones practicas de la quitosana
se ven limitadas por su insolubilidad en agua a pH su-
perior a 6. Varios derivados de la quitosana han sido
disefiados para superar este obstaculo. La quitosana
forma sales solubles en agua con acidos inorgédnicos y
organicos como acidos clorhidrico, formico, glutamico,
lactico, citrico, acético y ascorbico. Los grupos aminos
reactivos presentes en la quitosana pueden ser
protonados (NH,+ OCOR-) por estos acidos y el
polisacarido soluble en agua resultante esta cargado
positivamente (7).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antioxidante de disoluciones de sales de quitosana ob-
tenida a partir de quitina de langosta comun (Panulirus
aurgus).

MATERIALES Y METODOS

Para preparar las disoluciones se emplearon quitosana
de masa molecular 275 kDa y grado de desacetilacion
de 75 %, obtenida en el Centro de Investigacion y De-
sarrollo de Medicamentos, por N-desacetilacion de la
quitina de langosta comtin (P. argus), disolucion de aci-
do lactico 90 % (Merck, Alemania), acido acético gla-
cial (Merck, Alemania) y agua destilada.

Ademas, se utilizaron acetato de quitosana y lactato de
quitosana con una composicion de un 30 % (m/m) de
quitosana, obtenidas mediante el secado por aspersion
de dos disoluciones de quitosana al 4 % (m/m), una en
acido acético y otra en acido lactico, ambos al 10 % (v/
v), a temperaturas de entrada/salida de 160/100 °C en
un secador por aspersion a escala de laboratorio (Mini
Spray Dryer Biichi B-191, Suiza).

Para la evaluacion de la actividad antioxidante mediante
el ensayo ABTS" (15) se prepararon disoluciones de
quitosana en acido lactico al 1 % (v/v) y disoluciones
de acetato de quitosana y lactato de quitosana, ambas
al 1 % (m/v) en agua destilada. Se utiliz6 como tiempo
final de reaccion 10 min.

El ensayo se realiz6 de la forma siguiente: se adiciond
1 mL de la disolucion de radicales ABTS diluida en un
tampon de fosfato a pH 7,4 con absorbancia de 1,00 =
0,02 UA aun tubo de ensayo con 100 uL del extracto
convenientemente diluido y a otro con 100 uL de 4cido
lactico al 1 % (v/v) como referencia. Después de 10
min de reaccioén a temperatura ambiente se midi6 la
absorbancia de ambos a 734 nm en un
espectrofotometro (Shimadzu UV-2401PC UV-VIS,
Japon). La diferencia de absorbancia es proporcional
a la concentracion de sustancias antioxidantes. Como
sustancia patron para la curva de calibracion se em-
pled el Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-
2-carboxilico), un analogo de la vitamina E, pero solu-
ble en agua en concentraciones entre 0 y 7 uM. Los
resultados de la capacidad antioxidante por el ensayo

ABTS' se expresaron como Trolox en mmol/100 mL
de disolucion.
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La capacidad de secuestro de radicales libres se de-
termin6 mediante la reduccion del radical estable 2,2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) (Sigma) a 517 nm con-
tra el blanco. La absorbancia caracteristica de este
radical en disolucion etanélica posee una coloracion
violeta intensa, la cual disminuye en presencia de una
sustancia que sea capaz de capturar electrones libres
(16). A la disolucion de DPPH se anadi6 disolucion de
quitosana y de sus sales a diferentes concentraciones
(12,5;25 y 50 pg/mL), en una proporcion DPPH: diso-
lucion de quitosana de 3:1. El porcentaje de decolora-
cion de esta disolucion fue medidoa 517 nmalos 5; 15
y 30 min de reaccion.

Se realiz6 un analisis de varianza mediante Statistics
(version 7, 2004, StatSoft. Inc., Tulsa, EE.UU.) y la
prueba de rangos multiples de Duncan para comparar
las diferencias entre las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 muestra que no existieron diferencias signi-
ficativas (p < 0,05) en la capacidad antioxidante de las
disoluciones; estos valores coincidieron, de forma ge-
neral, con los reportados en otros trabajos (17-19), aun-
que para quitosanas obtenidas de fuentes diferentes a
la langosta.

Varios trabajos han informado la capacidad secuestra-
dora de radical hidroxilo (17) y de metales (18) de
disoluciones acuosas de quitosana. La capacidad
antioxidante de la quitosana puede explicarse por va-
rios mecanismos. Uno de ellos es la capacidad de se-
cuestro de radicales libres, en el cual el polimero elimi-
na varios de estos radicales por accion del nitrogeno
en el C-2. Se ha reportado (17) que la capacidad de
secuestro esta relacionada con el hecho de que los ra-
dicales libres pueden reaccionar con los iones H" pro-
venientes de los iones amonio (NH, ") de las moléculas
estables.

Tabla 1. Capacidad antioxidante de disoluciones
de quitosana y sus sales al 1 % (m/v)

Capacidad antioxidante

Disoluciéon (mmol/100 mL)
Quitosana 0,026 (0,006)
Acetato de quitosana 0,030 (0,003)
Lactato de quitosana 0,032 (0,004)

Media (desviacion estandar); n = 3.

La actividad antioxidante de la quitosana esta relacio-
nada con su masa molecular y concentracion en la di-
solucion, razon por la cual debe considerarse que aun-
que todas las disoluciones fueron preparadas a la mis-
ma concentracion, la masa de quitosana fue menor en
las disoluciones de las sales de quitosana (30 % m/m
de quitosana), y sin embargo, mostraron igual capaci-
dad antioxidante que la quitosana base, lo que apunta
al hecho de que las disoluciones de las sales de quitosana
posean mayor capacidad antioxidante que las prepara-
das a partir de quitosana base, lo cual pudiera estar
relacionado con la mayor solubilidad de las sales en
medio acuoso.

En otro trabajo (19) se evaluo la capacidad antioxidante
de quitosanas clasificadas por su masa molecular en
alta, media y baja, y se reporté una mayor actividad
antioxidante para la de 12 kDa (baja) con valores de
2,15 umol de Trolox equivalente y 1,46y 0,89 umol de
Trolox equivalente para la quitosana de media (95 kDa)
y alta masa molecular (318 kDa), respectivamente.

Los valores del potencial de secuestro de radicales li-
bres de las disoluciones se comportaron en todos los
casos superiores al 30 % sin manifestar diferencias
significativas (p < 0,05) con el incremento de la con-
centracion y tiempo de reaccion (Tabla 2). Este resul-

tado se relaciona con los del ensayo ABTS" en cuanto

a la capacidad antioxidante de la quitosana frente a
especies reactivas.

Sin embargo, los resultados indicaron que existi6 dife-
rencia significativa (p < 0,05) entre la capacidad de
secuestro del radical DPPH por las disoluciones de
quitosana y sus sales (Tabla 3). Se observa que las
sales de quitosana mostraron una mayor (p < 0,05) ca-
pacidad antioxidante que la quitosana base.

Esta técnica ha sido ampliamente informada en otros
trabajos (20) para evaluar la actividad antioxidante de
disoluciones al 1 % (m/v) de quitosana y que, en con-
cordancia con esta investigacion, reportan actividad
antioxidante para este polimero.

Se ha reportado (21) la capacidad antioxidante de
quitosanas de 30, 90 y 120 kDa a través del ensayo
DPPH, con mayor actividad para la quitosana de me-
nor masa molecular, con un rango de secuestro de ra-
dicales entre 40 y 100 %, incrementandose en la medi-
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Tabla 2. Capacidad de secuestro del radical DPPH de las disoluciones de quitosana y sus sales

Disolucién Concentracion Capacidad de secuestro (%)
(mg/mL) 5 min 15 min 30 min
12,5 0,36 (0,0) 0,35(0,0) 0,32 (0,007)
Quitosana 25 0,37 (0,01) 0,38 (0,01) 0,35 (0,01)
50 0,35 (0,0) 0,35(0,0) 0,34 (0,01)
12,5 0,45 (0,0) 0,42 (0,06) 0,3 (0,1)
’:fﬁ:(")‘;;ie 25 043 (0,01) 042 (0,008) 0,40 (0,03)
50 0,44 (0,004) 0,41 (0,03) 0,36 (0,09)
Lactato de 12,5 0,44 (0,005) 0,42 (0,007) 0,39 (0,002)
; 25 0,44 (0,01)  043(0,01) 0,40 (0,02)
quitosana
50 0,43 (0,01) 0,43 (0,01) 0,42 (0,009)

Media (desviacion estandar); n = 3.

da en que se aument6 la concentracion desde 0,2 hasta
1 % (m/v). Las quitosanas de 90 y 120 kDa mostraron
un efecto menor, con un porcentaje de secuestro entre
9y 37 % para cada una frente a las concentraciones
antes mencionadas. En consecuencia, se plantea que
la capacidad de secuestro de radicales libres por la
quitosana depende de las concentraciones y masa
molecular del polimero.

También se utilizo este método en otro trabajo (19) en
el que la capacidad antioxidante de la quitosana se
increment6 con el aumento de la concentracion y dis-
minucion de la masa molecular.

En este mismo estudio se utilizaron disoluciones de
quitosana de 318; 95 y 12 kDa a concentraciones de
0,2;0,4;0,6; 0,8y 1 % (m/v), respectivamente. El por-
centaje de secuestro en la quitosana de 12 kDa se
increment6 desde 25 hasta 53 %, este ultimo valor al 1

% (m/v). La quitosana de menor masa molecular exhi-
bid una excelente actividad antioxidante, atribuible a su
fuerte capacidad de donar iones H".

Contrario a esto, se sugiere que la quitosana tiene po-
bre actividad antioxidante al obtener valores de secues-
tro muy bajos con el ensayo DPPH (20).

Es importante sefialar que en estos analisis se debe
tener en cuenta diferentes factores que pueden influir
en la actividad antioxidante como las concentraciones
del polimero, proporciones reactivo/muestra, asi como
las masas moleculares de las quitosanas que, seglin se
ha descrito, influye también en sus propiedades.

Diversos factores influyen en la efectividad de los
antioxidantes en sistemas heterogéneos y complejos
como los alimentos y sistemas biologicos (22). Esto
incluye las propiedades de la fraccion lipido/fase acuo-

Tabla 3. Comparacién de la capacidad de secuestro del radical DPPH de las disoluciones de
guitosana y sus sales

. ., Capacidad de
Disoluciéon SeCIl),l estro (%)
Quitosana 0,35(0,01)b
Acetato de quitosana 0,41 (0,05) a
Lactato de quitosana 0,42 (0,01) a

Media (desviacion estandar); n = 18.
Letras diferentes indican diferencia significativa
(p < 0,05) por la prueba de rangos multiples de

Duncan.
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sa del antioxidante, condiciones de oxidacion y estado
fisico del sustrato oxidable. La influencia de todos es-
tos parametros no puede ser evaluada mediante un solo
método de ensayo. En consecuencia, debe destacarse
que en todas las investigaciones citadas, se determin6
la capacidad antioxidante de la quitosana por diferen-
tes métodos para comparar el comportamiento de las
muestras y los resultados en funcion de cada técnica,
demostraron en todos los casos, el efecto protector de
la quitosana frente a reacciones de oxidacion.

CONCLUSIONES

Los valores de la capacidad de secuestro de radicales
libres de las disoluciones de quitosana y sus sales fue-
ron superiores al 30 % sin manifestar diferencias signi-
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