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RESUMEN

Se investigo el efecto hipocolesterolémico del quitosan extraido del caparazon de
langosta (Panulirus interruptus) en ratas de la raza Sprague-Dawley, administrado por
via oral durante 21 dias a un grupo de 6 ratas; tres grupos restantes fueron
alimentados con diferentes dietas, las cuales fueron: una dieta carente de colesterol,
una dieta rica en colesterol y una dieta con un hipocolesterolémico comercial
(Questran). Los resultados obtenidos demostraron que el quitosan a un nivel del 2%
posee un efecto hipocolesterolémico al disminuir las concentraciones de colesterol en
el higado, no asi en sangre. Por ofra parte se enconiro que el efecto
hipocolesterolémico del quitosan y el questran es semejante, lo que supone que el
quitosan trabaja en el organismo de la misma forma que el questran.
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INTRODUCCION.

Actualmente existen muchos polisacaridos naturales disponibles comercialmente.
Entre éstos, se incluyen la celulosa, dextranos, pectina, 4cido alginico, agar-agar, agarosa,
almidén, carragenanos y heparina; todos son de naturaleza neutra o cida (Muzzarelli, 1977).
Otros polisacaridos como la quitina y sus derivados han sido poco utilizados comercialmente,
a pesar de que se han estudiado durante afios y se conocen muchas de sus propiedades
quimicas (Ashford, et al, 1977).La quitina es aceptada generalmente como un polimero
lineal de unidades de 2-acetilamino-D-Glucosa. El quitosan es mas facil de definir quimica-
mente, ya que pertenece a la familia de polimeros derivados de la quitina; se obtiene por
medio de la desacetilacion de la quitina y de la misma dependen sus propiedades
fisicoquimicas (Filar y Wirick, 1977). La quitina es un polisacérido natural componente del
caparazon de artrépodos, anélidos, moluscos y celenterados, después de la celulosa es el se-
gundo polimero mas abundante en la naturaleza (Sandford, 1988).La quitina es un recurso
abundante: esto es una razén para explotarla, porque no sélo la quitina, sino también el

quitosan poseen un amplio espectro de propiedades funcionales (Rha, 1984).

Las principales aplicaciones de la quitina son: como un acelerador para la
cicatrizacién, en la preparacién de fibras absorbentes para suturas, telas, componentes para
forraje, fertilizante y como vibrador para sistemas de audio, entre otras aplicaciones (Hirano,
1988). Sin embargo, la variabilidad en las caracteristicas de la quitina en funcién del método
de extraccion es tan grande (Brine y Austin, 1981, citados por Castillo-Rosales, 1991), que
algunos autores sostienen que la quitina no es una entidad quimica, sino un producto que se
define por su fuente y método de aislamiento (Rutherford y Austin, citados por Castillo-
Rosales, 1991). Por lo tanto, a cada fuente potencial de quitina debe aplicarsele un método
particular y con condiciones de extraccioén bien definidas; es decir, un método estandarizado
que pueda ser aplicable y econdmicamente viable para su produccién comercial (Johnson'y

Peniston, 1982).



El desarrollo comercial de industrias de la quitina y el quitosan no ha sido apreciable,
pero al parecer la gran demanda por estos productos y la presién por encontrar una solucion
practica para los problemas de desechos de mariscos, podria resultar en una actividad alta-

mente productiva (Johnsony Peniston, 1982).

Las industrias procesadoras de mariscos concentran en areas definidas los desperdi-
cios que se acumulan durante la noche, esto tiende a ser de gran provecho para la produccion
de quitina y quitosan; ya que usualmente los residuos se comercializan a un bajo costo como
alimento para animales de corral y se utilizan tan sélo como fertilizantes (Perceval, 1977). La
produccién comercial de quitina es estimada en aproximadamente 150,000 toneladas por
afio, provenientes de fuentes comerciales como son: cangrejos, camarones, langostas, krill y

calamares (Allan y Berkeley, citados por Rha, 1984).

México cuenta con recursos como son el camarén y la langosta, cuya captura anual,
tan s6lo en Baja California para 1993 fue de 207,913 ton. para la langostay de 460,445 ton.
para el camarén, por lo que tiene potencial para elaborar productos de alto valor agregado
(Secretaria de Pesca.Delegacion Federal de Pesca en el Edo. de B.C., 1993). Pero a pesar de
las ventajas econdmicas que se derivan de la pesca y exportacion del camaron y la langosta,
hay un reglén lamentablemente desaprovechado. Cada afio se arrojan al mar miles de
toneladas métricas de desperdicios orgéanicos, ya que se carece de técnica para utilizar este
potencial como fuente de ingresos y lograr un aprovechamiento integral de los subproductos

adicionales (Reynaga, 1979).

El proceso de extraccién de quitina y quitosan consiste en la remocion de consti-
tuyentes calcareos, minerales y proteinas, que forman parte integral de las cubiertas quiti-
nosas de los caparazones de cangrejos, camarones y langostas. Los minerales, como el
carbonato de calcio son removidos por soluciones dcidas que pueden ser reciclables (Ashford
et al.,, 1977) y manufacturados en compuestos clorados o salmueras de cloruro de calcio y

darles uso en las industrias del papely en la industria del cemento (Johnson y Peniston, 1982).



Por otra parte, la proteina es removida en soluciones de alcalis, que al igual que las sales
pueden ser reciclables (Ashford et al., 1977), dandoles un uso en la industria de alimento para
ganado como aditivo; o bien, se pueden encontrar cantidades significativas de astaxantina
que es un pigmento natural importante asociado a la proteina y que también es potencial-

mente manufacturable (Perceval, 1982).

La produccién industrial de la quitina/quitosdn no sélo es viable, sino que se elabora
ya en plantas piloto de EEUU (Johnson y Peniston, 1982) y desde hace algunos aiios se
evalia como un recurso potencial nuevo en diferentes campos entre los que se incluyen apli-
caciones médicas, industrias de alimentos, de productos fotogréficos, productos quimicos,

productos de belleza, floculantes y en procesos biotecnolégicos (Rha, 1984).

El aprovechamiento del potencial farmacolégico de especies de las costas de Baja
California contribuye a la elaboracién de productos con posibles usos en la industria
farmacéutica; los desechos de caparazén de langosta (Panulirus interruptus) sirven como
materia prima para la obtencién de quitina y a partir de esta, para la produccion de quitosan;
evaluuando la actividad hipocolesterolémica de este ultimo al compararsele con un producto

comercial, y de esta forma promoviendo una explotacién racional del recurso.



ANTECEDENTES.

Los polisacaridos marinos juegan un papel importante en los procesos
biotecnolégicos incluyendo su uso en la fabricacién de capsulas de liberacion prolongada,
como soporte de materiales, y como precursor o materia prima para la elaboracion de otros
productos (Knorr, 1988). La habilidad de formacién de gel de muchos de estos polimeros
(agar, carragenanos, alginatos, etc.) permite su uso como emulsificadores y estabilizadores y
como componentes importantes de medios de crecimientos en microbiologia y cultivo de
células; ademas, son usados en cromatografias de afinidad, para la separacién por pesos
moleculares y como un medio electroforético esencial en el mapeo de genes y en la seleccion

de fragmentos de DNA para el enlace de éstos (Knorr, 1988).

Dentro de los polisacaridos marinos se encuentra el quitosan, que debido a su natu-
raleza cétionica, juega un papel especial y posee propiedades tnicas (Kobayashi, 1979). Las
propiedades clave del quitosdn son: biocompatibilidad; baja toxicidad, muestra habilidad
para aliviar quemaduras, habilidad para absorber liquidos y formar membranas protectoras
(Sandford, 1989). Ademés el quitosan es un medio de proporcionar fibra en las dietas y se ha

reportado que actiia como un reductor del colesterol (Kobayashi, 1979).

Actualmente es considerable el interés en las actividades hipocolesterolémicas de sus-
tancias dietéticas no-nutritivas (Kobayashi, 1979). Esto es debido a la correlacion
epidemiolégica entre las elevadas concentraciones de lipidos en el suero y la incidencia de
muerte por ateroesclerosis (Nagyvary, 1979). La ateroesclerosis es un defecto del
metabolismo en el que el colesterol se deposita en las paredes internas de los vasos sanguineos
conjuntamente con otros lipidos y cuando ocurre en exceso, conduce al estrechamiento
primero y a la oclusién mas tarde, de los vasos sanguineos; sin embargo, el colesterol es una
sustancia que se encuentra en la sangrey en muchos tejidos como parte normal del organismo
(Espino-Vela, 1991). Debido al problema de la ateroesclerosis se ha alentado a investi-

gadores de todas las dreas para que manejen métodos de quimica extractiva, o busquen enfo-



ques novedosos en cuanto al posible uso clinico de productos naturales (Laguna-Garcia,

1985).

Se sabe que entre las sustancias que afectan el nivel del colesterol en el suero e higado
se encuentran varios polisacaridos y resinas de intercambio aniénico (Kobayashi, 1979). El
mas utilizado actualmente es la colestiramina, que es una resina sintética, con grupos fun-
cionales de amonio cuaternario enlazados a una matriz del copolimero divinilestirenbenceno.
The National Heart, Lung and Blood Institute (Bethesda), encontré que esta sustancia re-
duce significativamente los niveles de colesterol circundante en el hombre en una hipocoles-

terolemia primaria (Gordon and Besch-Williford, 1984).

En virtud de su naturaleza catiénica, el quitosdn puede ser considerado un anélogo
natural de la colestiramina (Nagyvary, 1979) con la ventaja de que el quitosdn no causa
constipacion o diarrea (Sugano et al., 1980), ni dolor abdominal, eruptos, acedia, cardialgia,
nauseas y vomito (Gordon, 1984). El quitosan tiene varias ventajas importantes sobre la
colestiramina, ya que es un producto natural y relativamente de baja toxicidad (Lands y
Bough, 1976, citados por Gordon y Besch-Williford, 1984).Pero, a pesar de estas condi-
ciones, se requieren mas datos que muestren aspectos nutricionales y toxicologicos que ayu-
den a determinar su eficacia como droga para multiples aplicaciones en la medicina humana;
pues se sabe que la estructura molecular de la quitina o del quitosan puede estar influenciada
por la materia prima que se utilice para su preparacién (Averbach, 1977); esto sugiere que
cada especie de camardn, cangrejo, langosta, etc. requiera diferentes procesos para obtener

un producto uniforme (Averbach, 1977).

Las variaciones en los reactivos usados, las concentraciones de cada uno de ellos, el
tiempo y la temperatura del tratamiento, determinan la calidad y composicion del producto
(Wu and Bough, 1977).

Las implicaciones de un mejor conocimiento de la naturaleza del quitosén repercute

en la conservacién del recurso, prevencién de la contaminacién, en la agricultura y en la in-



dustria de alimentos entre los usos mas obvios. La quitina y el quitosan cumple con nu-
merosas demandas en nuestro mundo tecnolégico y al mismo tiempo, son polimeros clave

para la preservacion de nuestro medio ambiente (Muzarelli, 1977).



OBJETIVO

Evaluar la actividad hipocolesterolémica del quitosan extraido del caparazén de
langosta roja (Panulirus interruptus), por el método modificado de Hackman (1954,

modificado por Castillo-Rosales, 1991) y Broussignac (1968).



METODOLOGIA.

1. Descripcion del Recurso Natural.

La langosta roja (Panulirus interruptus) es una especie de importancia comercial
cuyo habitat se localiza en fondos rocosos arrecifales; se encuentra ampliamente represen-
tada en mares frios, templados y tropicales. Presenta una regionalizacién bien definida desde
San Luis Obispo en California, hasta la Isla Margarita en Baja California Sur, encontrandose

también en el Golfo de California (Secretaria de Pesca, 1987).

2. Obtencion de Quitina y Quitosan

En la Fig. 1 se ilustran de manera esquematica las diferentes etapas que se siguieron

para la obtencién de quitina y quitosan.

2.1) Colecta de exoesqueletos de langosta.

Para la obtenciéon de quitosan se usaron exoesqueletos de langosta (Panulirus in-
terruptus) que fueron aportados por el Restaurant Puerto Nuevo II, ubicado en Puerto
Nuevo (comunidad de restaurantes de especialidades marinas), B.C., México. Una vezen el
laboratorio, se eliminé grasa, suciedad y residuos de tejido muscular y se lavaron con agua
dulce con el fin de evitar cualquier dafio por accion bacteriana; el material fue secado de
acuerdo a las condiciones utilizadas por Castillo-Rosales (1991): al aire libre durante 4 horas
y en estufa a 80°C durante 5 horas, posteriormente el material fue molido y pasado por un

tamiz de luzde malla de 1 mm.

2.2) Obtencién de quitina y quitosan.

Las condiciones de extracciéon de quitina y transformacion de ésta a quitosan fueron
las seleccionadas de acuerdo a los datos proporcionados por Castillo-Rosales (1991); quien,
en base a los paradmetros fisicoquimicos y propiedades analizadas, reporto que la muestra que

mejores condiciones de aplicabilidad comercial reflejo fue el lote cuyas condiciones de



Fig. 1.-
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Diagrama de flujo para la obtencion y estudio del quitosan, método
modificado de Hackman (1954) y Broussignac (1968) a partir del
caparazon de langosta (Panulirus interruptus)(Modificado  por
Castillo-Rosales, 1991).



extracciéon fueron: HC13N, NaOH 1N y cinco horas de desacetilacion.

2.2.1. Desmineralizacién. Al caparazon de langosta seco y molido se le agreg6 HCI
3N y se mantuvo en agitacién constante a temperatura ambiente durante 48 horas; al término

de las cuales las particulas se lavaron con agua desionizada hasta pH 4.

2.2.2. Desproteinizacion. A las muestras desmineralizadas se les afiadio NaOH 1N
durante 36 horas con agitacién constante; cada 12 horas se renové la solucion de NaOH. Las
particulas extraidas al final del tratamiento se lavaron con agua desionizada hasta un pH de

4y sesecaron las particulas a 90°C durante 4-5 horas.

2.2.3. Desacetilacién. La obtencién del quitosén se llevé a cabo por hidrélisis de los
grupos acetilos en una solucion de hidréxido de potasio (KOH) a reflujo durante 5 horas a
100°C. El quitosan resultante se recolecté por decantacion y filtracion a presion reducida. Se

lavé con agua desionizada hasta pH neutro, se sec6 en estufa durante 3 horas a 70°C.

Los lotes que se obtuvieron de quitosan fueron rotulados con niimeros romanos de
acuerdo al orden de extraccién, si los lotes fueron por duplicado o por triplicado se le afiadio

una letra delabecedario.

3. Caracterizacién Fisicoquimica.

Para la determinacién de viscosidad absoluta se utilizé la densidad del solvente (4cido
acético 0.2M/NaCl0.1M/urea 4M)y el tiempo que tarda en pasar la solucién al 1.2% en un
viscosimetro UBBELOHDE TYPE #3 (Standard test ASTM D445), cuya constante es de

1.008 Centistokes/seg. La férmula de viscosidad absoluta es:
n=ctd (Ec.3.1.)

donde: n=viscosidad absoluta
S=densidad del solvente (1.0054 g/ml.)
c=constante del aparato (1.008 centistokes/seg.)

10



t=tiempo (segundos).
Para la determinacion del Peso Molecular se utilizé la formula:
[M]=KM" (Ec. 3.2.)

en donde: [n]= viscosidad intrinseca
K=8.93x10"
a=0.71
M=masa molecular del polimero

La viscosidad relativa es igual a:
Ns/No (Ec. 3.3.)

donde: No = tiempo en que fluye el solvente (4cido acético/urea/NaCl)
Ns = tiempo en que fluye la solucién.

Esta viscosidad relativa es utilizada para determinar la viscosidad especifica en

donde:
Ns/No - 1 = Viscosidad especifica (Ec. 3.4.)

En base a los dos anteriores calculos se obtuvo la viscosidad intrinseca, esto se logro al
graficar la viscosidad especifica entre la concentracion en funcion de. la concentracion de una
serie de diluciones para cada lote de quitosan. La interseccion de la recta con el eje de las "y"
correspondio a la viscosidad intrinseca, dicha viscosidad fué utilizada para calcular el Peso

Molecular del quitosan.

4. Bioensayo
4.1) Organismo de Prueba.

Se utilizaron 24 ratas macho de la raza Sprague-Dawley (rata albina de cabeza an-
gosta y cola més larga que su cuerpo; menos resistente a enferrmedades respiratorias)(Del-
gado-Buenrostro y Revueltas-Miranda, 1993) que fueron compradas en la Cudad de

México en "El Coneiito" v transportadas al laboratorio de Farmacologia Marina de la Facul-

11



tad de Ciencias Marinas, en la Unidad Ensenada de la UABC.

4.2) Dieta

Se prepararon cuatro dietas para el bioensayo, la composicion de éstas se muestra en
la Tabla I La mezcla de vitaminas y minerales esta conformada segun la Tabla II, La mezcla
de vitaminas que se afiadio a la dieta fué proporcionada por el complemento vitaminico con el
nombre comercial Enfapro polvo; los constituyentes de los dos tipos de mecla son los re-
comendados por Harper (1958).

El quitosdn que se utilizé fueron los de los lotes 7, 8 y 9A y se seleccionaron de

acuerdo a su Peso Molecular, con elcriterio de semejanza de pesos.

Los diferentes tipos de dieta fueron los siguientes:

1.- Dieta Basal (DB). Esta dieta contenia caseina, proteina vegetal, mezcla de vitami-
nas, mezcla de minerales, cloruro de colina, celulosa, azicar. vitamina E, inositol y a diferen-
cia de las tres siguientes es la Gnica que tenfa aceite de maiz en lugar de manteca, lo cual
asegura que el Ginico colesterol presente en los posteriores analisis de sangre ¢ higado fuera el

que el organismo sintetiza.

2.- Dieta-Questran (DQE). Esta dieta estd conformada de los mismo componentes
que una dieta basal, aunque a diferencia de esta, tenfa manteca (grasa de origen animal) y
colesterol; estos dos tltimos componentes ademas de los de la dieta basa (sin el aceite) fueron
los que conformaron una dieta normal. Esta dieta tuvo otro componente que es elquestran, un
hipocolesterolémico comercial (resina sintetica). Esta dieta se utilizé como testigo, con el fin
de comparar resultados de la disminucién de concentraciones de colesterol de un
hipocolesterolémico comercial (el mas comiin en el mercado) y de la sustancia de prueba, en
este caso el quitosan.

3.- Dieta-Quitosan (DQI). Es la dieta basal mas la sustancia de prueba, el objetivo de

esta dieta fué la de probar la actividad hipocolesterolémica del quitosén y su efectividad
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TABLA L. Constituyentes basicos de las dietas basal, questran, quitosin y colesterol
en base a Sugano (1980), proporcionadas a los animales de
experimentacion "ad libitum" durante la realizacion del bioensayo.

CONSTITUYENTES ® BA]gEIT%%) QUEIS)% ©%) QUI’?([)%R}V. (%) | OLESTEROL (%)
CASEINA 62.5 } 20 62.5} 20 62.5} 20 62.5 } 20
PROTEINA VEGETAL| 37.3 37.5 37.5 37.5
ACEITE DE MAIZ' 5 |
MANTECA | === 5 5 5
IIV[EZCLA DE MINERALES | 4 4 4 4
MEZCLA DE VITAMINAS'| 1 1 1 1
[CLORURO DE COLINA 0.15 0.15 0.15 0.15
CELULOSA 4.5 2.5 2.5 4.5
AZUCAR 65.35 64.85 64.85 64.85
QUITOSAN 3 | =
QUESTRAN |  -—---------—- p
COLESTEROL | === 0.5 0.5 0.5

a. La preteina vegetal sirve como aglntinante y posee engbuas digestivas,

b, Acelte de maiy; Mazola.

6 d. La megela de minerales y vilanitnas se muesta en la Tabla I. (Harper; 1958)

e. Cépsulas comerciales (400 mg de vit. E). Se agregaba 1 edpsnia por Kg de allmento y se aladian 3 gotas de
Inositol per Kg. de alimento,



TABLA II. Constituyentes de mezcla de vitaminas y minerales (Harper, 1958),
adicionadas a las dietas y suministradas a los organismos de prueba a lo
largo del bioensayo.

%) VALORES | ENFAPRO POLVO" o
VITAMINAS | i1 loGRATICOS | en100 MINERALES | 5iir)ScRarcos
B:. 50 mcg. 420 mcg. CaCOs 29.29
B 50 mcg. 1050 mcg.
’ ¢ | caHPO(HL0) 0.43
Ac. Nicotinico 250 mcg. 5600 mcg. 1025
Pantotenat NaH:POs .
e calclo 200 mcg. 3500 mcg.
Bs 25 meg. 350 mcg. NaCl 10.33
K 5 mcg. 42 mcg. MgSO«(7H:0) 9.98
H 1 mug. 17meg. | pe(ci0n)6H:0) 0.62
Ac. Folico 2 mcg. 42 mcg.
CuSO4«5H:0) 0.16
B 0.12 mcg. 2.8 mcg.
Inositol 10 mg. 28 mg. MnSO«(H:0) 0.12
C 5 mg. 56 mg. ZnCl: 0.02
b 10 100 g. X .
K mg/ g il {(NHq)6Mo102(4H:0) 0.0025
A 400 IU. 1470 1U.
KCl 18.80
D 200 IU. 280 IU.
Colina 1500 mg/Kg. 56 mg KI 0.0005

a. Dicdonarlo de especlalidades firrmacéuticas, 1992.

b. Cdpsulas comerciales.

c. Baflspro polvo cubria fodos los

de Yodo (I).

. valor bibllegrdfice (38.2 mcg.), enfpro polvo (42.0).




con respecto a un hipocolesterolémico comercial (Questran).

4.- Dieta-Colesterol (DC). Los constituyentes de esta dieta son constituyentes de la
dieta basal e igualmente se le agrego colesterol. Con esta dieta se probo si en realidad el con-
sumo de grasa y colesterol en las dos dietas anteriores aumento los niveles de colesterol en

sangre e higado.

4.3) Acondicionamiento.

El acondicionamiento tuvo una duracién de 40 dias, desde que llegaron hasta el inicio
del bioensayo, manteniendo a cada rata en jaulas separadas, a una temperatura de aproxi-
madamente 22-25 grados centigrados. El peso de las ratas fué monitoreado cada tercer dia,

antes de iniciar el bioensayo y diario durante el bioensayo.

4.4)Bioensayo.

En la Fig. 2 se observa el seguimiento de actividades hasta la realizacién del bioen-
sayo; 24 ratas macho de 70 dias de edad se distribuyeron en cuatro grupos de 6 animales c/u, a

las que se les proporciond agua y alimento ad libitum.

Grupo Control, se le proporcioné una dieta basal (DB).

Grupo Testigo, se le proporciond una dieta-questran (DQE).
Grupo de Prueba #1, se le proporcioné una dieta-quitosan (DQI).
Grupo de Prueba #2, se le proporciond una dieta-colesterol (DC).

4.5) Analisis de Colesterol en Sangre e Higado

Se utilizo el método de Liebermann-Burchard modificado para determinar concen-
traciones de colesterol (Rendina, 1971). Este método consistio esencialmente en lo siguiente:
a 2 ml de solucion diluida de muestra (0.02%) en cloroformo colocados en tubos secos, se
afiadieron 15 gotas de anhidrido acético y mezclar. Posteriormente se afladieron 5 gotas de

4cido sulfarico concentrado, se mezclo y se dejo en reposo de 15 a 20 min. Se midio la ab-



SELECCION DEL QUITOSAN
POR PESO MOLECULAR

|

PLANEACION DE LAS
DIETAS

ﬂ

PREPARACION DE LAS

l

ACONDICIONAMIENTO
DE LOS ORGANISMOS
(40 DIAS)

DIETAS :

INICIO DEL BIOENSAYO.
CUATRO GRUPOS DE ANIMALES
CON 6 INDIVIDUOS
CADA UNO.
DURACION: 21 DIAS

ELABORACION DE CURVAS DE
CALIBRACION PARA EL METODO DE
LIEBERMANN-BURCHARD, PARA

= POR EL METODO DE

1

ANALISIS DE COLESTEROL
EN SANGRE Y EN HIGADO

EL ANALISIS DE COLESTEROL EN LIEBERMANN-BURCHARD
SUERO, SANGRE Y/O TEJIDOS. MODIFICADO
ANALISIS
ESTADISTICO

Fig. 2.-Diagrama de flujo para la realizacion del bioensayo en ratas
(Sprague-Dawley) para la evaluacion del efecto hipocolesterolémico del
quitosan extraido de langosta (Panulirus interruptus).
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sorbancia a 625 nm.

i) Pretratamiento para sangre. Se aplicé el Método de Folch Modificado (Dryer,
1972).

A 2.5 ml. de metanol en un tubo de centrifuga, se le agrego 0.5 ml de suero con una
micropipeta, se lavo con metanol y se regreso al tubo. Se mezclo bien el contenido del tubo y

se le dejo en reposo durante 5 min.

Se agregaron otros 2.5 ml. de metanol; se mezclo bieny se dejo en reposo durante 5

Se agregaron 5 ml. de cloroformo, se mezclo bien, se tapo el tuboy se le dejo en re-
poso 5 min., después de lo cual se centrifugo la solucion para recoger la proteina finamente
precipitada.

De la solucién cloroformo-metanol se tomaron 7 ml. se evaporaron a sequedad, se
dejaron enfriar, posteriormente se agregaronn 4 ml de cloroformo, para después seguir el

método de Liebermann-Burchard (Rendina, 1971).

ii) Pretratamiento para higado.

A 2.5 ml de metanol en un tubo de centrifuga, se le agrego 0.5 mg. de tejido homoge-
nizado. Se mezclo bien el contenido deltubo y se le dejo en reposo durante 5 min.

Se agregaron otros 2.5 ml. de metanol, se mezclo bieny se dejo en reposo durante 5
min.

Se agregaron 5 ml. de cloroformo, se mezclo bien, se tapooel tubo y se le deja en
reposo 5 min., después de lo cual se centrifugo la solucién para eliminar la proteina fina-
mente precipitada.

De la solucién cloroformo-metanol se tomo una alicuota de 0.16 ml. y se llevo a un

volumen total de 2 ml. con cloroformo. Se determino el colesterol con el método de Lieber-

mann-Burchard (Rendina, 1971).
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4.6) Analisis estadistico.

Se determin6 la normalidad de los datos de peso ganado para cada grupo mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov (a un nivel de significancia de 0.05).

Se aplicé la prueba t de Student (a un nivel de significancia de 0.05) para muestras n-
dependientes, con el fin de probar la no significancia en el crecimiento de los organismos que
componen los cuatro diferentes grupos para el bioensayo (el registro, del crecimiento de los
animales se muestra en la graficas -apéndice I- que nos sefialan el desarrollo de cada or-
ganismo desde su llegada a las instalaciones de la Facultad de Ciencias Marinas, hasta la
finalizacién del bioensayo).

La prueba Kolmogorov-Smirnov (a un nivel de significancia de 0.05) se aplicé a los
valores de concentracién de colesterol en higado y sangre por grupo, para determinar la nor-
malidad de la poblacion; y para evaluar efectos de cada dieta se aplic6 al prueba t de Student
(a un nivel de significancia de 0.05) para muestras independientes en la que se probo la
hipétesis nula de que no existia diferencia significativa entre la dieta correspondiente y la
dieta basal, en donde el parametro utilizado como indicador fué el nivel de colesterol en san-

grey entejido hepético (Infante-Gil y Zarate-de-Lara, 1991).
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RESULTADOS

I. Caracterizacion Fisicoquimica.

La Tabla Il presenta los valores de viscosidad especificay concentracioén que se uti-
lizaron para la preparacion de las graficas (apéndice II), de las cuales se obtuvo la viscosidad
intrinseca para cada lote de quitosén; la serie de diluciones van desde un 0.4 hasta 1.2% para
cada lote. De la densidad de estas soluciones depende el tiempo que tarda en fluir la solucion a
través del viscosimetro; esto es importante, ya que mientras mayor sea el tiempo que tarda en
fluir la solucién y menor el tiempo en que fluye el solvente, mayor serd la viscosidad relativa,
mayor la viscosidad especifica y por ende mayor serd la viscosidad intriseca. Al mismo
tiempo se muestra la ecuacién de la recta de cada serie de datos en la cual, el término indepen-

diente es la ordenada al origen e igualmente es la viscosidad intrinseca.

En la Tabla IV se registran los Pesos Moleculares obtenidos a partir de los valores de
viscosidad intrinseca (Ec. 3.2 de la seccién 3 de la "Metodologia"); en donde se observa, que
los valores mas altos de Peso Molecular fueron los de los lotes 5A, 7, 8,y 9A. También se
muestra que los valores mas altos de viscosidad absoluta (Ec. 3. 1 de la seccion 3 del
"Método"), se presentan en los ya mencionados lotes 5A, 7, 8 y 9A. En esta Tabla se aprecian
al mismo tiempo los valores de rendimiento para cada lote de quitosdn, de los cuales los lotes

5B, 7, 8,9A, 9B, 9C y 9D presentan una variabilidad minima.
I1. Bioensayo.

Peso.

Los valores de peso inicial y peso ganado durante el bioensayo se muestran en la
Tabla V, asi como los promedios para cada grupo de prueba; a los valores de cada grupo de
prueba con el nombre de peso ganado se les aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Tabla

V1) dando un valor calculado menor que el valor critico de 0.519, lo que implica que la

poblacién fue normal.
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TABLA III. Valores de viscosidad especifica entre la concentracion en funcion de
la concentracion para cada uno de los lotes de quitosin y su
correspondiente ecuacion de la recta, donde se muestran los valores
de viscosidad intrinseca (ordenada al origen).

TRACION| 0.4 | 0.6 | 08 | 10 | 12 |  [Fcuacion
LOTE Viscosidad especifica
H concentracion
1 26 | 32 | 3.7 | 41 Y=2.4x+ 1.7
3 73 | 10.8 | 149 [ 21.2 | 30.9 | Y=28.8+(-6.0)
5A 13.6 | 16.7 | 27.0 | 46.3 | 71.2 | Y="T2.4x + (-23.0)
5C 84 | 11.1 | 15.4 | 25.8 | 352 | Y=34.1x+(-8.1)
7 63 | 109 | 17.4 | 23.9 | 40.3 | Y=40.5+(-12.7)
8 69 | 9.9 | 163 | 24.4 | 37.6 | Y=38.0+(-11.4)
9A 62 | 10.0 | 152 | 22.0 | 369 | Y=36.7+(-11.2)
9B 73 | 11.0 | 16.0 | 23.1 | 345 | Y=33.2+(-8.2)




TABLA IV. Rendimiento y propiedades fisicoquimicas del quitosan obtenido a
partir de caparazéon de langosta (Panulirus interruptus) por el
método de Hackman (1954) y Broussignac (1968), modificado por
Castillo-Rosales (1991).

lote | Rendimiento (%) |  Absoluta (ep) | Molecular
1 3.27 N.D.* 40, 462
3 6.52 39.4 246, 886
S5A 16.0 83.8 1, 624, 327
5B 13.7 N.D.* N.D.*
5C 17.5 45.9 375, 629
7 13.2 41.9 679, 831
8 13.1 46.3 604, 770
%A 129 40.2 593, 966
9B 11.9 42.6 381, 672
9C 13.6 N.D.* N.D.*
9D 13.1 N.D.* N.D.*

* No se Delermind



TABLA V. Valores de peso

inicial y

experimentacion, durante el bioensayo.

peso ganado por cada animal

CONTROL | TESTIGO | GRUPO#L | GRUPO#
Dieta Basal |Dieta-Questran | Dieta-Quitosan Dieta-ColesteroIJ
524 182.1 203.4 132.5
. 186.7 199.7 119.1
TATCTAT: 146.1 185.5 196.5 116.5
©) 130.0 171.6 193.9 116.9
129.9 175.9 195.9 117.2
135.3 169.2 193.0 108.2
86.3 82.2 24.1 55.5
39.2 83.2 61.3 61.8
s 93.4 65.5 714 57.3
©) 41.5 60.9 46.0 67.3
60.0 623 89.0 67.2
57.1 68.4 60.0 65.2
PROMEDIO | _ _ _ _
PESO INICIAL | X=141.8 +12.2| X= 178.5%7.3| X=197.1 140 |X=1184£7.8
PROMEDIO | _ _ _ _
PESO GANADO | §=62.9+22.1) X=70.4 £9.6 | X=58.6+ 22.1 X=62.4 £48

de
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TABLA VI Resultados del estadistico Kolmogorov-Smirnov (a un nivel de
significancia de 0.05), para los valores de peso ganado.

d calculada | d tedrica

GRUPO

controL@B)| 0-3000 0.519

oo mop)|  0.1926 0.519
& oD 0.1863 0.519

DOy 0.2914 0.519




La pruebat Student (Tabla VII) para comparacion entre grupos se aplicé a los valores
promedio que pertenecieron a los diferentes grupos con elnombre de peso ganado, donde se
demostré que no existio diferencia significativa en peso ganado entre los diferentes grupos;
aunque se muestren valores tan diferentes entre si, como lo son el de 24.1 g. que pertenece al

grupo #1 y elde 93.4 g. que pertenece al grupo control.

Concentracion de colesterol.

Los resultados de concentracion de colesterol tanto en sangre como en higado se pre-
sentan en la Tabla VIIL, cada uno presenta los diferentes promedios para cada grupo de
prueba, observando la similitud entre los promedios de colesterol en sangre de los grupos tes-
tigo (DQE), #1 (DQD)y #2 (DC)y una sensible diferencia de los tres anteriores con el grupo
control (DB).La Tabla IX muestra los valores del estadistico Kolmogorov-Smirnov para las
concentraciones de colesterol en sangre e higado, de cada grupo. Al comparar los valores de
la d calculada y la d critica, se observa que esta Gltima es mayor, por lo que los valores
pertenecen a una poblacién normal. La Tabla X muestra los valores del estadistico t Student,
en los que se encuentra que la prueba fué significativa (a un nivel de significancia de 0.05)
para la comparacion entre los grupos testigo (DQE), grupo #1 (DQID)y grupo #2 (DC) contra
el control (DB)y no significativa para la comparacién entre los grupos testigo (DQE)-grupo
#1 (DQI), testigo (DQE)-grupo #2 (DC)y grupo #1 (DQI)-grupo #2 (DC).

El analisis de los valores de colesterol en higado (Tabla X) nos muestra que existe
diferencia significativa del grupo control (DB) comparado con el testigo (DQE)y los grupos
de prueba #1 (DQI)y #2 (DC); el grupo #2 (Dieta Colesterol) también muestra una diferen-
cia significativa al compararsele con el grupo testigo (Dieta Questran) y el grupo #1 (Dieta
Quitosan); no asi, la comparacion del testigo (DQE)y grupo #1 (DQD), pues la prueba t Stu-

dent (Tabla X), muestra que no existe diferencia entre los valores obtenidos de uno u otro

grupo.
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TABLA VIL Resultados del estadistico ""t"" Student (comparacion entre medias a un
nivel de significancia de 0.05), para los valores de peso ganado.

t calculada | ttedrica
CONor | 075 1.812
G4l || @ 1.812
s |  0.0s5 1.812
| 1192 1.812
G| 1@ 1.812
R ram | 040 1.812




e higado de cada individuo.

TABLA VIIL Valores correspondientes a concentraciones de colesterol en la sangre

CONTROL | TESTIGO | GRUPO#1 | GRUPO#
Dieta Basal |Dieta-Questran | Dieta-Quitosan [Dieta-Colesterol
42.0 65.5 56.0 69.0
38.5 43.5 52.0 51.5
CNBANGRE| 115 520 52.0 60.0
(mg%) 42.0 64.5 72.5 45.5
57.0 60.0 61.0 61.0
48.5 44.5 59.5 55.0
2.12 18.55 %g.gg 30.12
1.18 3.82 . 34.45
LS ase 19.95 24.90 35.60
(mg/g)* 121 9.94 12.97 26.20
0.92 23.44 28.63 21.76
0.01 23.30 18.53 80.06
PROMEDIO _ _ — —
coleserol en sangre| X=45.9 +6.8| X=550 £9.6 | X=58.8+7.8 | X=57.0 £8.4
PROMEDIO . _ . s
colesterol en ligado| X=1.7+ 1.4 | X=165£7.8| X=20.6£53 |X=38.0+21.2

* Peses de los higudes en la Tabla I del ANEXO II.
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TABLA IX. Resultados del estadistico Kolmogorov-Smirnov (a un nivel de
significancia de 0.05) para los valores de concentracion de colesterol en
sangre e higado.

d calculada| d tedrica

GRUPO SANGRE 0.2094 0.519
CONTROL @PB)|  HIGADO 0.1490 0.519
lcruPO SANGRE 0.1472 0.519
TESTIGO DQB)" HIGADO 0.3106 0.519
GRUPO SANGRE 0.2128 0.519

#1 (DQD) HIGADO 0.2100 0.519
GRUPO SANGRE 0.1358 0.519

#2 (DC) HIGADO 0.2770 0.519




TABLA X. Resultados del estadistico "'t" Student (comparacion entre medias a un
nivel de significancia de 0.05), para los valores de concentracion de

colesterol en sangre e higado.

t calculada t teorica
CONTROL-| SANGRE 1.89 1.812
TESTIGO HIGADO 4.50 1.182
CONTROL-| SANGRE 3.13 1.812
GRUPO #1 | HIGADO 8.12 1.812
CONTROL-| SANGRE 2.58 1.812
GRUPO #2 | HIGADO 4.19 1.812
TESTIGO- | SANGRE 0.76 1.812
GRUPO #1 | HIGADO 1.04 1.812
TESTIGO- | SANGRE 0.38 1.812
GRUPO #2 | HIGADO 2.33 1.812
GRUPO #1- | _SANGRE 0.40 1.812
GRUPO #2 | HIGADO 1.95 1.812




DISCUSION

La manipulacién de condiciones en la obtencion del quitosdn provoca en este pro-
ducto caracteristicas quimicas inconstantes y pesos moleculares variables. Esta falta de ho-
mogeneidad depende de la fuente de extraccion (materia prima), de la temperatura, de la
concentracién de reactivos y del tiempo de extracciéon (Rutherford y Austin, 1977, citados
por Castillo-Rosales, 1991). Las diferencias en los pesos moleculares, que se¢ presentan en
este trabajo con valores de peso molecular tan pequefios como el del lote 1 (PM=40,462) o
valores tan altos como el del lote SA (PM=1,624,327), denotan una diferencia con el resul-
tado del trabajo de Castillo-Rosales (1991) quien bajo las mismas condiciones y con la misma

especie obtuvo un peso molecular promedio de 907,789.

Un aspecto fundamental en la obtencién de pesos moleculares homogéneos, es el
tamafio de particula del material inicial. Segln Castillo-Rosales, (1991), mientras mas grande
es el tamafio de particula, mas dificilmente penetra el cido en la matriz del caparazon, por lo
que afecta no sélo la eliminacién de minerales, que a su vez afecta la solubilidad de las mues-
tras, sino también las caracteristicas fisicoquimicas del producto intermedio (quitina) y del
producto terminal (quitosn). Asimismo, eltamafio de particula puede ocasionar un efecto de
insuficiencia de alcali sobre la desproteinizaciéon o bien, un efecto de exceso en particulas
pequefias, con lo que se ocasionaria algo de destruccién en la molécula dela quitina. Esta, al
ser desacetilada a quitosén, provocaria a suvez la obtencién de un producto de pesos molecu-

lares variables.

Por otra parte, dado que los pesos moleculares dependen del comportamiento del
quitosén en soluciones, Rinaudo y Domar, (1988), afirman que el peso molecular del
quitosan es el pardmetro mas dificil de obtener con precisién. Esto proviene de la naturaleza
del quitosan que conjunta factores relacionados entre si (viscosidad, grado de desacetilaciéon
y pH de la solucién), y provoca que sus propiedades se vean distribuidas en un amplio rango

que varian de un autor a otro, e incluso, si no se controlan las condiciones del proceso, las
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propiedades variaran en el estudio de un mismo autor (Garzén-S., etal., 1993).

Los valores obtenidos de viscosidad intrinseca de las soluciones de quitosan en acido
acético variaron de un lote a otro; marcando una notable diferencia entre los lotes 1 (1.7) y el
lote 5A (23.0). Filar y Wirick (1977) explican que una desacetilacién adecuada sera sufi-
ciente para que exista una buena disolucién en soluciones 4cidas diluidas (pH menor a 6 6
5.5), por lo que el grado de viscosidad del quitosan, dependera de la solubilidad del polimero
y de los cambios en la configuracién molecular. Por su parte, Sung-Kooy Rha (1988), expli-
can que las diferencias en las viscosidades de soluciones de quitosan se ven influenciadas por
la fuerza idnica y el pH de la solucién; ya que en un medio de baja densidad y un pH bajo, el
equilibrio -NH)+H’ —NH; es llevado a la derecha, donde la molécula del quitosan asume una
forma elongada por la mutua repulsién de los grupos cargados. De otra manera, un medio al-
tamente ionizado haré que la repulsion electrostatica de los grupos aminos se reduzcay la ca-
dena tienda a compactarse, teniéndose entonces soluciones con viscosidades intrinsecas

menores.

Por otro lado, podemos encontrar dentro de los resultados, valores de viscosidad ab-
soluta mas o menos uniforme como son los lotes 3 (39.4 ¢p.), 5C (45.9 ¢p.), 7 (41.9 ¢p.), 8
(46.3cp.), 9A (40.2cp.) y 9B (42.6 cp.)y una apreciable diferencia de estos valores con el
lote 5A que presenta un valor de 83.8 cp. Estas diferencias fueron originadas por los difer-
entes grados de desacetilacién o por desacetilaciones incompletas. Un grado de
desacetilacién especifico para que un polimero de quitosin sea completamente soluble es
dificil de definir, ya que se sabe que muestras de quitosén con un 75% de desacetilacién o mas

se disuelven ficilmente en acidos orgénicos diluidos (Filar y Wirick, 1977).

Existen diversas clasificaciones del quitosén para sus diferentes usos; algunos autores
(Filar y Wirick, 1977; Moorjani et al., 1977 separan al quitosan de acuerdo a su viscosidad
absoluta; esta clasificacién nos permite agrupar a los lotes de quitosén del presente trabajo en

un quitosén de baja calidad. Sin embargo, el quitosén, independientemente del peso molecu-
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lar o viscosidad es un producto comercial y con posibiliadades de uso variable. Estos
multiples usos provienen no solo de sus propiedades fisicoquimicas, sino de otras

propiedades importantes como son las biologicas.

Los lotes 7, 8 y 9A de quitosan extraido de langosta (Panulirus interruptus) con
pesos moleculares semejantes fueron utilizados para la preparacion de las dietas del bioen-
sayo, teniendo en cuenta que Sugano etal., (1988) mostr6 que la accién hipocolesterolémica

del quitosén no depende del peso molecular dentro de un rango de viscosidad probado.

La realizacién de la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov para los valores de peso
ganado y concentracién de colesterol en sangre e higado para cada uno de los grupos arrojo6
valores menores de dmwma en comparacion a la dum= 0.519, lo que indica distribuciones nor-
males en cada uno de los cuatro grupos de prueba. A los valores de peso ganado (por grupo)
se les aplicé la prueba de "t" Student, determinandose que no existe diferencia en el peso
ganado de los organismos entre grupos. Estos resultados nos conducen a que ninguno de los
tres componentes adicionales de las dietas de prueba (colesterol, questran y quitosan)
afectan en forma evidente el desarrollo de los organismos. Esto concuerda con lo mostrado
por Sugano et al. (1980), quienes reportaron que ratas alimentadas con dietas conteniendo

niveles de quitosan en un 5% disminuyen el peso ganado significativamente y que dietas con

niveles de quitosén del 2 al 4% no reducen el crecimiento (peso ganado).

La naturaleza de las dietas del presente trabajo se ve reflejada en los resultados; por
medio de los cuales observamos concentraciones bajas de colesterol, tanto en sangre como en
higado para el grupo control (DB) y concentraciones altas de colesterol para el grupo #2
(dieta-colesterol) en ambos tejidos; la diferencia estriba en el tipo de grasa presente en cada
dieta.

Las dietas carentes de colesterol como la dieta basal (Grupo control), en la cual las
grasas son de origen vegetal, provoca niveles bajos de colesterol que contrastan con las

mayores concentraciones que ocasionaria una dieta rica en grasas de origen animal con la
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adicién de colesterol libre. Estos valores de colesterol ocasionadas por ambas dietas son el re-
sultado del consumo de grasas insaturadas y saturadas, ya que el aumento en la cantidad de
colesterol de la dieta incrementa la produccién de LDL (lipoproteina transportadora de coles-
terol en el organismo), disminuye la actividad de receptores de colesterol de las células
hepaticas para su posterior eliminacién y aumenta el nivel plasmatico de LDL (Dietschy,
1992). De esta manera, cuando se consumen grasas saturadas con una cantidad dada de
colesterol, estos efectos son més pronunciados. No obstante, cuando se consumen grasas in-
saturadas, la actividad de los receptores se restablece parcialmente y disminuyen de forma

significativa los niveles plasmaéticos de LDL (Dietschy, 1992).

Hasta aqui se observo que las modificaciones dietéticas son importantes; sin em-
bargo, eliminar de una dieta una sustancia indispensable como el colesterol o 4cidos grasos,
ademas de ser una medida exagerada, no es la solucién a problemas de disfuncién bioquimica
que ocasionan hipercolesterolemia, relacionada a la aparicion de ateroesclerosis, y por tanto,
al infarto al miocardio, infarto cerebral y arteriopatia periférica. Existen varias clases de
agentes farmacoldgicos especialmente utiles para la disminucién de LDL-Colesterol. En la
actualidad se utilizan varias clases importantes de fArmacos; el mas empleado es la colesti-
ramina o questran, utilizado en la dieta testigo para mostrar el efecto hipocolesterolémico y

contrastarlo con el efecto ocasionado por elquitosan.

Las mayores concentraciones de colesterol en el higado se presentaron en los organ-
ismos alimentados con la Dieta colesterol (Grupo #2), mientras que los organismos alimenta-
dos con la dieta basal (Grupo control) que mostraronn las menores concentraciones de
colesterol en el higado. Por otra parte las dietas adicionadas con quitosin y questran
suministradas a los organismos provocaron una disminucioén de los niveles de colesterol en el
higado semejante entre si, logrando con esto concentraciones de colesterol en el higado
menores que los organismos del grupo #2 (DC)y a su vez concentraciones de colesterol en el

higado mayores que el grupo de ratas alimentadas con la dieta basal.
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En lo que respecta a las concentraciones de colesterol en sangre, €stas carecen de una
diferencia significativa entre los grupos alimentados con las dietas Questran (DQE),
Quitosan (DQI)y Dieta-Colesterol (DC), aunque se observa una diferencia de concentracion
de colesterol de estos tres grupos en relacién a las concentraciones que exhibe el grupo ali-
mentado con la dieta basal (Grupo control), siendo menor la concentracién de colesterol de
este altimo grupo. Esto podria ser un indicio de que la dosis en las que se suministraron el
questran y el quitosén no eran las adecuadas para observar un efecto de disminucion de coles-

terol en sangre.

La magnitud del efecto de un hipocolesterolémico sobre las concentraciones de
colesterol, tanto en higado como en sangre estan relacionadas con la dosis de este compuesto;
ademas enlaza otros aspectos como son la produccién de 4cidos biliares, mecanismo de
accién del hipocolesterolémico en el organismo y la actividad de los receptores de colesterol

en el higado.

La disminucién del colesterol en el tejido hepatico se vi6 ayudada por el mecanismo
de accién del questran en el organismo. Este compuesto forma complejos insolubles con una
emulsion formada por acidos biliares y grasas y material lipidico en el intestino delgadoy oca-
siona su excrecién por heces. Por otra parte, el questran inhibe la enzima que limita la
produccién de dcidos biliares (hidroxilasa microsomal). Y siendo el colesterol el precursor de
los 4cidos biliares, el aumento en la cantidad de éstos significa una disminucién en la cantidad
de colesterol. La excrecién por heces y la inhibicién enzimética provocan en conjunto una
disminucién de colesterol en el higado. Sin embargo, la eliminacion del colesterol en la sangre
se ve mas limitado, ya que éste es eliminado tan s6lo por receptores que se encuentran en el
higado en un ntimero finito y que reducen su actividad cuando aumenta la ingesta de grasas
saturadas y colesterol, aumentando con ello los niveles de colesterol en la sangre. Este
mecanismo de receptores es el factor principal en la disminucién o aumento de colesterol en

la sangre.
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Sugano et al., (1980) observaron que el quitosan suministrado a niveles del 2% hace
decrecer los niveles de lipidos en el higado; pero no existe una disminucién significativa en la
sangre. En un estudio mas reciente Sugano et al., (1988) mostraron que el quitosan a niveles
de un 4 y 5% es efectivo en la prevencion del colesterol. Los resultados de colesterol en el
higado para el grupo testigo (DQE) y el grupo #1 (DQI), sugieren un efecto
hipocolesterolémico semejante, y coinciden con otros estudios en los que se supone que el

quitosan trabaja en el organismo de la misma forma que el questran. (Sugano et al., 1980).

Para concluir, se puede afirmar que debido a que el quitosan es un polisacarido natu-
ral biodegradable y de baja toxicidad puede ser utilizado y aplicado como material
biomédico, no s6lo por presentar bioactividad, ya que se ha demostrado su efecto
hipocolesterolémico similar al questran, sino también por ser biocompatibley principalmente

por provenir deun compuesto abundante y potencialmente explotable.
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CONCLUSIONES

El quitosan extraido del caparazén de langosta (Panulirus interruptus) no afecta el

crecimiento de ratas experimentales en concentraciones al 2%.

El quitosén extraido del caparazén de langosta (Panulirus interruptus) a niveles del
2% no disminuye las concentraciones de colesterol en sangre de ratas alimentadas con dietas

ricas en colesterol o los precursores de la biosintesis de éste.

El quitosan extraido del caparazén de langosta (Panulirus interruptus) a niveles del
2% disminuye la concentraciones de colesterol en el higado de ratas alimentadas con dietas

ricas en colesterol o los precursores de la biosintesis de éste.

El efecto hipocolesterolémico del quitosan obtenidos del caparazén de langosta
(Panulirus interruptus) no muestra diferencia significativa (o = 0.05) con el efecto

hipocolesterolémico del questran (hipocolesterolémico comercial).
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Fig. 1. Evolucion del peso (g.) de cada animal de experimentacion durante el tiempo
de acondicionamiento y desarrollo del bioensayo.
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Fig. 1. Evolucién del peso (g.) de cada animal de experimentacién durante el tiempo
de acondicionamiento y desarrollo del bioensayo (...continuacion).
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PESO (GRAMOS)
00

T

180

URAGION DEL BIOENSAYO: 21 DIAS

100

/\[mo GANADO DURANTE EL BIOENSAYO: 07.2 g.

FIN DEL BIOENSAYO

INICIO DEL BIOENSAYO

LS

0
0

D, RATA §22, DIETA=COLESTEROL.

200 PESO (GRAMOS)

20 30
TIEMPO (DIAS)

40

/

150
URAGION DEL BIOENSAYO: 21 DiAS
100 Av
PESO GAMADO DURANTE EL BIOENSAYO: 07.2 g.
80 o
INICIO DEL BIOENSAYO FIN DEL BIOENSAYO
1 r 1 L 4
0
0 20 30
TIEMPO (DIAS)

E. RATA §23, DIETA=COLESTEROL.

40

PESO (ORAMOS)
00 ,-/;un/m:/m BIOENSAYO! 21 DIAS
PESO GANADO DURANTE EL BIOENSAYO: 68.2
80
o
INICIO DEL BIOENSAYO FIN DEL BIOENSAYO
o A L ; n
0 10 20 50 40
TIEMPO (DIAS)

f. RATA $24. DIETA=COLESTEROL.

Fig. 1. Evolucion del peso (g.) de cada animal de experimentacion durante el tiempo
de acondicionamiento y desarrollo del bioensayo (...continuacion).

48



ANEXO II



TABLA L Pesos de los higados correspondientes a cada organismo de prueba.

CONTROL TESTIGO GRUPO #1 GRUPO #2

Dieta Basal |Dieta-Questran | Dieta-Quitosan Dieta-Colesterol
gg 11.9 8.9 9.7
. 9.0 7.4 8.1
B 80 9.9 9.7 8.7 6.4
(ers) 7.5 7.5 6.4 7.3
7.5 7.7 6.8 8.1
9.4 9.5 6.8 7.4
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Fig. 1. Graficas de viscosidad especifica entre la concentracion en funcion de la
concentraciéon para cada uno de los lotes de quitosan y su correspondiente
ecuacion de la recta, donde se muestran los valores de viscosidad intrinseca
(ordenada al origen).
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Fig. 1. Graficas de viscosidad especifica entre la concentracién en funcién de la
concentraciéon para cada uno de los lotes de quitosan y su correspondiente
ecuacion de la recta, donde se muestran los valores de viscosidad intrinseca
(ordenada al origen) (...continuacion).
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Fig. 1. Gréficas de viscosidad especifica entre la concentracion en funcién de la
concentracion para cada uno de los lotes de quitosin y su correspondiente
ecuacion de la recta, donde se muestran los valores de viscosidad intrinseca
(ordenada al origen) (...continuacion).



