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RESUMO 

A quitina e a quitosana, obtida por desacetilação da quitina, possuem múltiplas 

propriedades funcionais, levando a que encontrem aplicações em áreas muito diversificadas. 

Porém, a quitina é apenas solúvel em solventes muito específicos enquanto a quitosana, sendo 

solúvel em soluções ácidas diluídas, apresenta elevada viscosidade. Estes problemas de 

solubilidade em condições fisiológicas limitam as aplicações biológicas destes biopolímeros. 

Para ultrapassar estas dificuldades desenvolveram-se numerosos estudos sobre a obtenção de 

oligómeros resultantes da hidrólise destes biopolímeros os quais são solúveis em água, 

apresentam baixa viscosidade e são absorvíveis no intestino humano. Estes estudos 

envolveram o desenvolvimento de diferentes métodos de preparação destes oligómeros e de 

avaliação das respectivas actividades biológicas. Este trabalho constitui uma revisão 

bibliográfica dos métodos químicos e enzimáticos usados na preparação dos oligómeros, 

incluindo os mecanismos das reacções de hidrólise envolvidas, e dos resultados obtidos em 

estudos sobre as suas diferentes actividades biológicas. 

Palavras chave: Quitosana, oligómeros, hidrólise química e enzimática, actividades 

biológicas 
 

ABSTRACT 

Title: Preparation of chitosan oligomers and their biological activities: A review. 
Chitin and chitosan possess many functional properties offering them a wide range of 

applications. However, chitin is only soluble in very specific solvents whereas chitosan is 

soluble in diluted acid solutions, highly viscous. These problems of solubility in physiological 

conditions have limited their biological applications. In order to overcome these problems 

numerous studies have been developed on the preparation of oligomers from these 

biopolymers. These oligomers are water-soluble, present low viscosity and are absorbed in the 

human intestine. These studies concerned the development of different methods on the 

oligomers preparation and the evaluation of their biological activities. The current work is a 

review of the chemical and enzymatic methods used in the preparation of oligomers, 

includings the chemical hydrolysis mechanisms, and also the results obtained in the 

characterization of their biological activities. 

Keywords: Chitosan, oligomers, chemical and enzymatic hydrolysis, biological activities 
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Abreviaturas 

 

Lista de abreviaturas usadas neste trabalho 

 

Abreviatura Designação 

AAPH Cloreto de2,2’-azobis-2-metil-propanimidamida 

ACE Enzima convertidora de angiotensina 

AChE Acetilcolinesterase 

ADN Ácido desoxiribonucleico 

Ang II Angiotensina II 

COX-2 Ciclo-oxigenase-2 

DPPH 2,2 difenil-1-picril hidrazilo 

GA Grau de N-acetilação 

GlcN Glucosamina 

GlcNac N-acetilglucosamina 

GP Grau de polimerização 

HIV Imunodeficiência adquirida 

HMF Hidroximetilfurfural 

IL-6 Interleucina-6 

IL-1β Interleucina-1β 

iNOS Forma inductível da sintase do óxido nítrico 

LPS lipopolissacarídeos 

NF-κB Factor nuclear de transcrição 

NO Óxido nítrico 

QBMM Quitosana com baixa massa molecular 

SN2 Reacção de substituição nucleófila bimolecular 

TNF-α Factor de necrose tumoral-α 
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1. Introdução 

A quitina é um biopolímero do tipo da celulose que se encontra no exosqueleto de 

crustáceos e nas paredes celulares de fungos, insectos e leveduras. Tal como a celulose, a 

quitina desempenha funções de suporte e protecção naqueles organismos. Estima-se que a 

produção anual de quitina atinge 10
10

-10
11

 toneladas (Arbia et al., 2013), sendo o segundo 

polímero natural mais abundante. Este polímero apresenta uma estrutura química semelhante 

à celulose, sendo a N-acetilglucosamina (GlcNac) e a glucosamina (GlcN) os seus 

monómeros constituintes (Fig. 1) que se ligam entre si por ligações glicosídicas (1     4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A quitina encontra-se associada a proteínas e outros constituintes no exoesqueleto de 

invertebrados aquáticos, insectos e aracnídeos e nas paredes celulares de vários fungos e 

algas. Os resíduos resultantes do processamento de crustáceos (e.g., camarão, lagostim, 

caranguejo, lagosta) contêm 14 % a 35 % de quitina em base seca. No exoesqueleto dos 

crustáceos, a quitina está fortemente associada não só a proteínas, mas também a lípidos, 

pigmentos e a compostos de cálcio. Assim, os processos de extracção da quitina envolvem a 

desmineralização, a desproteinização e o branqueamento. A desmineralização é usualmente 

conseguida por tratamento com soluções diluídas de HCl, mas está também referenciada a 

utilização de outros ácidos como o sulfuroso, o fórmico e o acético. A utilização de EDTA 

constitui uma alternativa para a desmineralização em condições muito suaves para evitar a 

despolimerização da quitina. Na desproteinização recorre-se normalmente ao NaOH, mas têm 

sido igualmente propostos processos biológicos, usando proteases (Takeda e Abe, 1962; 

Takeda e Katsuura, 1964) ou culturas de bactérias proteolíticas (Shimahara et al., 1982). O 

trabalho de Arbia et al. (2013) apresenta uma revisão bibliográfica de diferentes métodos 

biológicos usados na extracção de quitina do exosesqueleto de crustáceos. Na descoloração da 

quitina têm sido usados solventes orgânicos como a acetona e o etanol, mas também 

Figura 1 - Estruturas químicas da quitina e da quitosana. 

GA 100 - GA 

GA – grau de N-acetilação 

Quitina  GA > 50% 

Quitosana  GA < 50 % 
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hipoclorito de sódio, peróxido de hidrogénio e acetato de etilo para se conseguir uma remoção 

mais eficiente dos pigmentos. 

Este polímero natural apresenta algumas características únicas como a elevada massa 

molecular e resistência mecânica, a insolubilidade na água e a biodegradabilidade, além de 

exibir diferentes actividades biológicas. 

A quitosana, (1�4)-2-amino-2-deoxi-β-D-glucopiranose, é um polímero obtido da 

quitina por desacetilação (Fig. 2). Esta pode realizar-se por processos químicos e biológicos. 

Os primeiros envolvem usualmente a utilização de soluções concentradas de NaOH a 100 ºC 

(Gamage e Shahidi, 2007). Nos processos biológicos recorre-se ao tratamento directo da 

quitina com extractos microbianos de desacetilases (Knorr e Kein, 1986) ou à fermentação 

com diferentes espécies de fungos (Kauss et al., 1982/1983; McGahren et al., 1984). Na 

figura 2 apresenta-se um esquema da preparação de quitina e de quitosana a partir de 

carapaças de crustáceos ou de pena de lula. 

A quitosana e os seus derivados apresentam um conjunto de propriedades muito 

interessantes como a não toxicidade, a biocompatibilidade, a biodegradabilidade controlada e, 

além disso, não são 

antigénicos. Estas 

propriedades levam a que a 

quitosana apresente um 

grande número de 

aplicações em áreas tão 

diversificadas como a 

biotecnologia, a 

farmacêutica, o tratamento 

de efluentes, a cosmética, a 

agricultura, a alimentar e a 

têxtil. 

Apesar das múltiplas 

actividades biológicas e 

funcionais da quitina e 

quitosana e das suas 

aplicações em áreas muito 

diversificadas, o limitado grau de absorção no intestino humano, as elevadas massas 

moleculares destes biopolímeros e a elevada viscosidade podem restringir as suas aplicações 

QUITINA 

QUITOSANA 

Carapaças de 
crustáceos Pena de lula 

Desmineralização 

Desproteinização Desproteinização 

Desacetilação 

Figura 2 – Esquema geral de preparação de quitina e 

quitosana. 
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em sistemas in vivo. Efectivamente, a maior parte dos intestinos dos animais e, em particular, 

o tracto digestivo humano, não possui enzimas como quitinases e quitosanases. Isto leva a que 

a quitina e a quitosana sejam excretadas nas fezes sem serem degradadas ou sem se registar 

uma absorção significativa (Weiner, 1992). A não biodisponibilidade destes biopolímeros 

constitui assim uma limitação o que despertou grande interesse pela preparação de 

oligómeros. Estes, em contrapartida, apresentam uma baixa viscosidade, têm massas 

moleculares baixas e cadeias curtas o que os torna muito solúveis em soluções aquosas 

neutras e facilmente absorvíveis por sistemas vivos. 

 

2. Preparação de oligómeros de quitina e quitosana 

2.1. Preparação de oligómeros de quitina por hidrólise química 

Os métodos químicos mais utilizados na preparação de oligómeros de quitina envolvem 

a hidrólise ácida. Num trabalho de 1958, Barker et al. (1958) apresentaram uma revisão de 

trabalhos publicados até aquela data sobre a degradação da quitina por via ácida e 

descreveram a hidrólise deste polímero com ácido acético, seguida de desacetilação e 

purificação dos produtos preparados. Em trabalhos posteriores, Inaba et al. (1984) e Kurita et 

al. (1993) recorreram também ao ácido acético para hidrolisar a quitina. Os primeiros autores 

tinham como objectivo a obtenção de oligómeros de quitina para a preparação de um 

substrato sintético para a determinação da actividade da lisozima. Os últimos autores 

procederam à hidrólise de β-quitina de lula e obtiveram peracetato de oligómeros de quitina 

com elevado rendimento e uma considerável repetibilidade do processo hidrolítico. 

Um dos primeiros trabalhos sobre a preparação de oligómeros de quitina com HCl 

concentrado (Rupley, 1964) teve em vista a obtenção de substratos para a lisozima. Este 

processo de hidrólise com HCl apresentava algumas desvantagens como a morosidade da 

preparação, o custo elevado do fraccionamento e a necessidade de muita mão-de-obra, 

obtendo-se, além disso, um rendimento baixo de oligómeros com um grau de polimerização 

(GP) elevado. Para obviar a estas dificuldades, Takahashi et al. (1995) estudaram o efeito 

conjunto de HCl e ultrassons na hidrólise de quitina. O rendimento obtido na degradação da 

quitina foi cerca de 2 a 4 vezes superior ao atingido na hidrólise sem aplicação de ultrassons. 

Verificaram também que o rendimento aumentava com a concentração do ácido (6 – 12 M) 

mas diminuía com o aumento da concentração de quitina. Bredehorst et al. (1998) 

patentearam um processo de produção de oligómeros de quitina com HCl concentrado e 

eliminação dos sais por electrodiálise ou ultrafiltração tangencial. 
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A hidrólise da quitina com ácido fluorídrico anidro foi ensaiada por Bosso et al. (1986), 

tendo sido verificado que o GP médio dos oligómeros dependia do tempo de reacção e da 

temperatura, tendo obtido produtos com GP de 2 a 10. Defaye et al. (1989), usando também 

ácido fluorídrico anidro, obtiveram oligómeros em condições bem controladas que permitiam 

obter produtos com 2 a 9 resíduos. No entanto, a maior proporção de oligómeros obtidos era 

de dímeros e tetrâmeros. 

 

2.2. Preparação de oligómeros de quitosana por hidrólise química 

Na preparação de oligómeros de quitosana por hidrólise química, o processo ocorre em 

soluções aquosas do polímero em meio ácido com pH inferior a 6,0. A primeira referência à 

hidrólise química da quitosana remonta a 1957 (Horowitz et al., 1957) a qual foi realizada 

com HCl concentrado. Domard e Cartier (1989) obtiveram um largo espectro de oligómeros 

por hidrólise com HCl 12 M a 72 ºC durante 90 minutos e fraccionamento por cromatografia 

de exclusão molecular, usando uma solução de acetato de amónio como eluente. Por sua vez, 

Rege e Block (1999) estudaram o efeito da temperatura e do tempo de reacção e a moagem 

prévia da quitosana na despolimerização deste polímero. Verificaram que a temperatura e o 

tempo de reacção afectavam a massa molecular bem como o grau de desacetilação dos 

oligómeros resultantes. Porém, a moagem não tinha efeito nestas propriedades. A cinética da 

hidrólise da ligação glicosídica em quitosana com soluções de HCl diluído e concentrado foi 

estudada por Vårum et al. (2001), apresentando-se na figura 3 os mecanismos propostos para 

a hidrólise ácida. Estes autores mostraram que a velocidade de hidrólise daquela ligação 

dependia da presença do grupo acetamida nos monómeros do polímero. 

Por sua vez, a utilização de ácido fluorídrico em meio anidro (Defaye et al., 1994) 

permitiu obter oligómeros com GP de 2 a 11 com um rendimento de quase 100 %. Um 

processo de hidrólise de quitosana com ácido fosfórico a quente foi patenteado por Omura et 

al. (1991). Os rendimentos referidos situavam-se entre 10 % e 20 % e os oligómeros 

apresentavam um GP de 6 a 8. Hasegawa et al. (1993) ensaiaram também a preparação de 

oligómeros de quitosana com este ácido à temperatura ambiente, obtendo dois tipos de 

produtos com GP de 7,3 e 16,8. Posteriormente, Jia e Shen (2002), também num estudo de 

hidrólise de quitosana com ácido fosfórico, mostraram que o rendimento e a massa molecular 

dos oligómeros obtidos dependiam grandemente da temperatura e do tempo da reacção. Para a 

hidrólise ácida da quitosana foram também patenteados dois processos, um com ácido 

sulfúrico concentrado (Maksinov et al., 1990) e outro com ácido acético (Todashi, 1990). 

Il’ina e Varlamov (2004) usaram ácido láctico diluído na hidrólise de quitosana, tendo 
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verificado que a diminuição da massa molecular da quitosana era tanto mais elevada quanto 

maior fosse a massa molecular e o grau de acetilação da quitosana. Num trabalho mais 

recente, Trombotto et al. (2008) descreveram a preparação de séries homogéneas de 

oligómeros com a mesma distribuição de GP entre 2 e 12, mas com vários graus de acetilação 

entre 0 % e 90 %. 

De um modo geral, a hidrólise ácida leva à produção de oligómeros com baixo GP. Por 

outro lado, os rendimentos atingidos na produção de oligómeros com maior GP, por exemplo, 

5 e 7, são inferiores a 40 %. 

Outro processo de obtenção de oligómeros de quitosana por via química envolve a 

degradação oxidativa deste polímero com ácido nitroso. De um modo geral, este processo 

permitiu obter oligómeros com GP de 9 a 18, mas era difícil produzir oligómeros com GP 

inferior a 10 e os produtos finais continham 2,5-anidro manose devido à desaminação 

provocada pelo ácido nitroso. O processo patenteado por Peniston e Johnson (1975) envolvia 

a utilização de nitrito de sódio (NaNO2) para despolimerizar a quitosana e constitui uma das 

Figura 3 - Mecanismos propostos para a hidrólise por catálise ácida das ligações N-acetilo 

e glicosídica. (a) Hidrólise da ligação N-acetilo (reacção SN2); (b) Mecanismo 

mais aceite da hidrólise da ligação glicosídica (Vårum et al., 2001). 

Passo limitante 

Passo limitante 
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primeiras referências à aplicação de um sal do ácido nitroso. Tomaya et al. (1987) 

patentearam também um processo para a obtenção de quitosana com baixa massa molecular 

(QBMM) solúvel em água, utilizando ácido nitroso. A cinética de despolimerização da 

quitosana por ácido nitroso em solução de HCl diluído foi estudada por Allan e Peyron 

(1995). Estes autores verificaram que a velocidade de despolimerização era independente da 

massa molecular da quitosana e era de primeira ordem em relação à concentração de ácido 

nitroso e de glucosamina. Furusaki et al. (1996) recorreram igualmente à degradação 

oxidativa de quitosana com NaNO2. Os oligómeros obtidos foram subsequentemente tratados 

com borohidreto de sódio para reduzir o grupo aldeído no resíduo 2,5-anidro D-manose 

terminal, obtendo derivados mais estáveis de 2,5-anidro-D-manitol. Também Tømmeraas et 

al. (2001) estudaram o mecanismo de despolimerização de quitosana com ácido nitroso (Fig. 

4), tendo obtido oligómeros estáveis totalmente acetilados e dispondo do grupo aldeído no 

terminal redutor. Obtiveram 

também oligómeros totalmente 

desacetilados, mas que 

participavam em reacções 

intermoleculares entre o grupo 

amina das unidades 

desacetiladas e o resíduo 

terminal 2,5-anidroD-manose. 

Esta base de Schiff facilitava a 

rotura da ligação glicosídica 

terminal e a formação de 5-

hidroximetilfurfural (HMF) 

(Fig. 5). Mao et al. (2004) 

procederam também à 

despolimerização da quitosana 

por degradação oxidativa com NaNO2. A despolimerização realizada com diferentes razões 

molares quitosana/NaNO2 permitiu obter uma vasta gama de oligómeros com as diferentes 

massas moleculares pretendidas. A massa molecular variava linearmente com a razão molar 

quitosana/NaNO2 e diminuía logaritmicamente com o tempo de reacção. Do mesmo modo, 

Morris et al. (2009) verificaram que a massa molecular dos oligómeros de quitosana obtidos 

por degradação oxidativa com NaNO2 era proporcional à relação quitosana/NaNO2. 

Figura 4 – Mecanismo da formação de 2,5-anidro-D-

manose no terminal redutor durante a 

despolimerização de quitosana com ácido 

nitroso (Tømmeraas et al., 2001). 

Quitosana solubilizada em 
ácido acético 
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A degradação oxidativa da quitosana foi igualmente ensaiada com peróxido de 

hidrogénio. O processo baseia-se na dissociação deste peróxido com formação de radicais 

hidroxilo os quais possuem uma elevada actividade oxidante, atacando as ligações 

glicosídicas da quitosana. Porém, para que a dissociação do peróxido de hidrogénio seja 

eficiente, é necessária a presença de um agente oxidante ou a interacção com uma radiação 

electromagnética como a radiação ultravioleta ou microondas. Assim, Tanioka et al. (1996) 

procederam à despolimerização de quitosana num sistema gerador de radicais oxidrilo 

Reacção de eliminação 
por catálise ácida 

Reacção de eliminação 
por catálise ácida 

5-hidroximetilfurfural 
(HMF) 

Formação de uma 
base de Schiff, pH>5 

Figura 5 – Mecanismo proposto por Tømmeraas et al. (2001) para a 

formação de bases de Schiff que facilitam a eliminação de 

água, formação de HMF e rotura da cadeia. 
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(Cu
+2

/ácido ascórbico ou radiação ultravioleta/peróxido de hidrogénio). Estes autores 

concluíram que apenas a quitosana, e não a quitina, era susceptível de despolimerizar com o 

radical oxidrilo e que nem o radical superóxido, o peróxido de hidrogénio ou o oxigénio 

singleto provocavam a despolimerização. Chang et al. (2001) estudaram a cinética e os 

produtos de degradação da quitosana e Qin et al. (2002a) as alterações da massa molecular e 

da estrutura da quitosana 

degradada com peróxido de 

hidrogénio (Fig. 6). Por sua vez, 

Shao et al. (2003) prepararam 

oligómeros de quitosana 

aplicando em conjunto peróxido 

de hidrogénio e irradiação com microondas. Estes autores obtiveram oligómeros com massas 

moleculares na gama de 0,9-1,0 kDa e verificaram que o rendimento do processo dependia do 

tempo de reacção e da concentração de peróxido. 

A degradação oxidativa da quitosana com peróxido de hidrogénio foi estudada em 

pormenor por Tian et al. (2004). Estes autores verificaram que o grau de cristalinidade da 

quitosana se alterava durante a despolimerização. Propuseram que nas zonas cristalinas a 

despolimerização ocorria 

por camadas enquanto nas 

zonas amorfas se 

processava por um 

processo de penetração 

(Fig. 7). Verificaram que 

o aumento do grau de 

desacetilação e da 

concentração de peróxido 

de hidrogénio levavam a 

uma diminuição mais 

rápida do grau de 

polimerização e também 

que o aumento da 

temperatura acelerava a 

reacção. 

Figura 6 – Reacções de decomposição do peróxido de 

oxigénio (Qin et al., 2002a). 

Zona cristalina 
Zona amorfa 

Zona cristalina 

Zona amorfa 

Figura 7 - Mecanismo proposto por Tian et al. (2004) para a 

despolimerização de quitosana na zona cristalina 

(a) e amorfa (b). LWCS – QBMM solúvel em 

água. 
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Sun et al. (2007) prepararam oligómeros por degradação oxidativa de soluções de 

quitosana com diferentes concentrações de peróxido de hidrogénio e pela acção conjunta do 

peróxido e microondas. O processo de degradação da quitosana era acelerado pela aplicação 

de microondas com a consequente redução do tempo de degradação. Du et al. (2009) 

optimizaram o processo de degradação de quitosana com peróxido de hidrogénio, recorrendo 

à metodologia das superfícies de resposta. 

Hsu et al. (2002) recorreram ao persulfato de potássio para proceder à degradação de 

quitosana. Esta degradação processava-se através de um mecanismo envolvendo radicais 

livres resultantes da degradação térmica do persulfato de potássio que, por sua vez, 

promoviam a formação de radicais na quitosana, levando à sua despolimerização (Fig. 8). Por 

sua vez, Huang et al. (2007) e Xia et al. (2013) aplicaram peróxido de hidrogénio na 

degradação heterogénea de quitosana, mas recorrendo à catálise com ácido fosfotúngstico. 

Wang et al. (2005) estudaram a degradação oxidativa da quitosana com peróxido de 

hidrogénio em conjunto com radiação ultravioleta. Estes autores mostraram que ocorria um 

efeito sinérgico entre o peróxido de hidrogénio e a radiação ultravioleta e o que o mecanismo 

de degradação estava relacionado com a rotura da ligação glicosídica. O efeito de sais 

inorgânicos na hidrólise de quitosana por microondas foi investigado por Xing et al. (2005). 

Os resultados obtidos permitiram verificar que a presença de alguns sais minerais (NaCl, KCl, 

CaCl2) acelerava a degradação da quitosana submetida à irradiação com microondas. A massa 

molecular da quitosana preparada nestas condições era consideravelmente mais baixa do que 

a obtida sem a adição de sais minerais. 

Yue et al. (2008a) descreveram um método de preparação de QBMM solúvel em água e 

sem ácido usando ozono. A massa molecular do produto obtido situava-se entre 4,3 e 13,1 

kDa, não se registando desacetilação da quitosana durante o processo de degradação. 

Recentemente, os líquidos iónicos têm vindo a merecer grande interesse por 

combinarem boas propriedades de solubilidade com uma pressão de vapor negligenciável e 

apresentarem também uma excelente estabilidade térmica. Têm sido usados para solubilizar 

diversas macromoléculas biológicas como a celulose, a queratina da lã e a fibroína da seda, 

sendo considerados solventes “verdes”. Assim, Zhao et al. (2009) desenvolveram um novo 

método de degradação oxidativa da quitosana com oxigénio molecular. Neste processo 

utilizaram, como catalisador, ftalocianina de ferro imobilizada num líquido iónico (1-n-butil-

3-metilimidazólio bis((trifluometil)sulfonil) imida) (Fig. 9). A quitosana e o oxigénio 

encontravam-se  numa solução aquosa de HCl.  A reacção  de  degradação oxidativa  decorria 
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(1) Dissociação térmica do persulfato de potássio 

 

S2O8
2-

                2 SO4
-• 

                              R* 
(2) O ião persulfato é atraído pelo grupo amina catiónico e o radical livre é transferido para 

o carbono C-4 

+       SO4
-•
 

         R* 

(3) Rotura da cadeia na ligação C-O-C 

(4) Inibição do radical livre pela cadeia de quitosana degradada que possui o grupo 

carbonilo terminal 

(5) Desactivação dos iões persulfato 

Figura 8 – Mecanismo proposto para a degração de quitosana pelo persulfato de potássio 

(Hsu et al., 2002). 
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sistema bifásico líquido iónico/água sob forte agitação. O catalisador podia ser reutilizado 

sucessivamente com evidentes vantagens económicas e redução de efluentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Também Zhang et al. (2009) ensaiaram a hidrólise de quitosana em líquidos iónicos à 

base de cloreto ou brometo de 1-butil-3-metilimidazólio, tendo obtido um bom rendimento 

em açúcares totais redutores em condições de reacção suaves. De igual modo, Chen et al. 

(2012) estudaram a hidrólise de quitosana solubilizada em líquidos iónicos de ácido sulfónico 

funcionalizado (Fig. 10) que actuavam também como catalisadores e aplicando microondas. 

A hidrólise da quitosana nas condições optimizadas permitiu obter um rendimento de 90 % 

em 2 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A radiação gama de 
60

Co foi utilizada com diferentes doses (2-200 kGy) na preparação 

de oligómeros de quitosana (Choi et al., 2002), apresentando-se na figura 11 a sequência de 

operações. A viscosidade da solução de quitosana diminuía rapidamente com doses até 10 

kGy. A irradiação com doses acima de 100 kGy levou à obtenção de produtos com uma forte 

Figura 9 – Estrutura da ftalocianina de ferro II (a) e do 1-n-

butil-3-metilimidazólio bis((trifluometil)sulfonil) 

imida (b). 

Figura 10 – Estrutura do cloreto (ou brometo) de 1-butil-3-metilimidazólio (A) e do 

ácido sulfónico funcionalizado, X
-
 = HSO4

-
, p-CH3(C6H4)SO3

-
, H2PO4

-
 (B). 

ou  Br-
 

(A) (B) 
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cor castanha. Para doses de 100 kGy os oligómeros obtidos apresentavam 2 a 6 unidades de 

glucosamina e, segundo os autores, esta dose de irradiação era suficiente para conseguir a 

despolimerização da quitosana. Hai et al. (2003) ensaiaram igualmente a radiação gama na 

despolimerização de quitosanas (90 % e 99 % desacetiladas) no estado sólido (Fig. 12). De 

acordo com o estudo de Yoksan et al. (2004), a degradação de quitosana com radiação gama 

era mais eficiente na estrutura amorfa e, além disso, as QBMM obtidas mantinham a sua 

funcionalidade. A massa molecular das quitosanas apresentava uma diminuição substancial 

com o aumento da dose de radiação até 200 kGy após o que se mantinha praticamente 

constante. Além disso, o rendimento era mais elevado na quitosana menos desacetilada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Num estudo posterior de Gryczka et al. (2009) sobre o mecanismo envolvido na 

degradação de quitosana por radiação gama demonstrou-se que o grupo amina estava 

envolvido no processo de radiólise, podendo levar à formação de produtos derivados como 

éteres de hidroxilamina (Fig. 13). O efeito da massa molecular na degradação de quitosana 

Quitosana 

(20 e 100 cp, 2 %) 

Solubilização em ácido 

acético a 2 % 

Irradiação da solução de 

quitosana 

(Radiação γ, 2 – 200kGy) 

Neutralização com NaOH 

Precipitação 

Precipitado 

(Quitosana insolúvel em 

água) 

Sobrenadante 

(Quitosana solúvel em água) 

Figura 11 - Esquema de preparação de oligómeros de quitosana por radiação 

gama (Choi et al., 2002). 
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por radiação gama foi 

estudado por Tahtat et al. 

(2012). Os resultados 

obtidos mostraram que a 

degradação era mais 

rápida quando a quitosana 

se encontrava em solução. 

Por sua vez, a quitosana 

com massa molecular 

mais baixa era também a 

mais sensível à radiação. 

Mais recentemente, 

Taşkın et al. (2014), num estudo sobre a degradação de quitosana por este tipo de radiação, 

concluíram que o grau de desacetilação era um factor importante no controlo do rendimento 

do processo de degradação. Kang et al. (2007) estudaram o efeito conjunto da aplicação de 

radiação gama e peróxido de hidrogénio na degradação de quitosana. Verificaram um efeito 

sinérgico entre esta radiação e o peróxido de hidrogénio, resultando a formação acrescida de 

radicais hidroxilo por acção da radiação. Resultados posteriores obtidos por Duy et al. (2011) 

e Hien et al. (2012) confirmaram os referidos por Kang et al (2007). Assim, a interacção da 

radiação gama com a quitosana provoca a sua degradação através de um processo radicalar: 

 

 

 

Porém, na presença de peróxido de hidrogénio (H2O2) podem ocorrer também as 

seguintes reacções: 

 

 

 

 

Por sua vez, durante a irradiação, e
-
aq (electrão hidratado) e H

.
 podem reagir com H2O2 

do seguinte modo: 

 

Figura 12 - Esquema proposto para o mecanismo de 

degradação de quitosana no estado sólido por 

radiação gama. R-H e R-NH2 são moléculas de 

quitosana, R
•
(Cn) é um radical de quitosana 

localizado no átomo de carbono n e F
•
1 e F2 são 

fragmentos da cadeia principal após cisão (referido 

por Hai et al., 2003). 

(cisão) 

Rad γ 

Rad. γ 

Rad γ 
R         R

•
 

R
•              

R1 + R2 
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Os radicais 
•
OH e H

•
 provocam também a degradação da quitosana tal como a 

interacção directa da radiação gama com este polímero. 

 

 

 

 

 

Os ultrassons têm vindo a ser muito utilizados em múltiplos processos tecnológicos, em 

particular, na degradação de macromoléculas poliméricas. A degradação por ultrassons não é 

um processo aleatório, ocorrendo a rotura da ligação química próximo do centro da molécula. 

A aplicação de ultrassons na degradação da quitina e quitosana tem sido estudada por vários 

autores, sendo o trabalho de Chen e Chen (2000) um dos primeiros a aplicar ultrassons na 

despolimerização de quitina. Também Mislovičova et al. (2000) aplicaram ultrassons no 

Figura 13 – Mecanismo da radiólise da quitosana proposto por Gryczka et al. 

(2009). A, B, C e D são radicais e compostos resultantes da radiólise. 
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tratamento do complexo quitina-glucana extraído do micélio de Aspergillus niger e Cardoso 

et al. (2001) verificaram que a aplicação de ultrassons a quitina permitia atingir uma 

desacetilação mais eficiente. No estudo realizado por Tang et al. (2003) verificou-se que os 

ultrassons também provocavam a despolimerização da quitosana. O diâmetro médio das 

nanopartículas de quitosana era também afectado pelos ultrassons e concluíram, igualmente, 

que a aplicação de ultrassons de elevada intensidade provocava alterações nas nanopartículas 

de quitosana que podiam afectar a sua funcionalidade no transporte de fármacos. Tsaih e Chen 

(2003), num estudo sobre a aplicação de ultrassons a quitosanas com diferentes graus de 

desacetilação, concluíram que: (i) a massa molecular da quitosana diminuía com o tempo de 

exposição aos ultrassons; (ii) a velocidade de degradação e a constante de velocidade 

diminuíam com o tempo; e (iii) a velocidade de degradação e a constante de velocidade 

aumentavam com o grau de desacetilação das quitosanas utilizadas. Cravotto et al. (2005) 

aplicaram também ultrassons para proceder à degradação de quitosana e preparar produtos 

derivados. Utilizando ultrassons de elevada intensidade de 17,8-18,5 kHz, obtiveram uma 

despolimerização controlada da quitosana e prepararam vários derivados da quitosana com 

elevados rendimentos. No estudo de Liu et al. (2006), também sobre a degradação de 

quitosana por ultrassons, verificou-se que as quitosanas com maior massa molecular e maior 

grau de desacetilação eram mais facilmente degradadas. Também no trabalho de Wu et al. 

(2008), sobre a degradação de quitosana com ultrassons, se verificou que a velocidade de 

degradação era afectada pelas características da quitosana (massa molecular e grau de 

desacetilação) e pelos parâmetros do processo. Yue et al. (2008b) combinaram o efeito dos 

ultrassons com o do ozono na degradação de quitosana. Verificaram um efeito sinérgico 

destes dois processos, considerando os autores que esta técnica era promissora para a 

obtenção de oligómeros de quitosana a uma maior escala. 

Wasikiewicz et al. (2005) compararam três métodos de degradação da quitosana com 

ultrassons, radiação ultravioleta e radiação gama. Do ponto de vista energético, o método 

mais eficiente foi a radiação gama, mas o método com ultravioleta foi mais eficiente em 

termos de tempo de reacção. Também Czechowska-Biskup et al. (2005) ensaiaram a 

aplicação de radiação gama e ultrassons na despolimerização de quitosana. Mostraram que os 

rendimentos da degradação dependiam das propriedades do material de partida e das 

condições de irradiação. Verificaram também que a redução da massa molecular da quitosana 

levava a um aumento da capacidade de absorção de gordura. 
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Por sua vez, Cai et al. (2010) aplicaram um processo electroquímico na degradação de 

quitosana. A massa molecular dos oligómeros diminuía com o tempo de hidrólise e a 

intensidade da corrente, mas o grau de desacetilação não era afectado. 

O sistema de plasma em solução foi utilizado por Prasertsung et al. (2012) na 

preparação de quitosana com massas moleculares da ordem de 3,2x10
4
 Da. Este sistema (Fig. 

14) produz muitas espécies reactivas (OH
•
, HO2

•
, electrões livres, O2

•
 e O

−
) capazes de 

degradar a quitosana. O facto deste sistema não utilizar reagentes constitui uma vantagem em 

relação a outros processos dado 

que não é necessária a sua 

eliminação após a reacção. 

Estes autores verificaram que a 

estrutura química dos produtos 

obtidos por este sistema não era 

afectada e que os oligómeros 

obtidos tinham um GP de 2 a 8. 

Na figura 15 apresenta-se o 

mecanismo envolvido na 

degradação da quitosana pelo 

radical hidroxilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 – Mecanismo de degradação da quitosana pelo radical hidroxilo, em que 

m e n representam o número de resíduos de glucosamina e 

acetilglucosamina, respectivamente (Prasertsung et al., 2012). 

Figura 14 – Diagrama do sistema de plasma em 

solução (Prasertsung et al., 2012). 

Solução de quitosana 

Reactor de vidro 

Gelo 

Cobertura cerâmica 

Agitador magnético 

Fonte de energia 

pulsada bipolar 

Eléctrodo de tungsténio 
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2.3. Preparação de oligómeros por via enzimática 

A hidrólise da quitina e quitosana por métodos químicos, embora seja comummente 

utilizada à escala industrial, apresenta algumas desvantagens. De entre estas têm sido 

indicadas a formação de compostos tóxicos, o maior risco associado à poluição ambiental e os 

rendimentos mais baixos. Como alternativa a este tipo de hidrólise, têm sido propostos 

métodos enzimáticos que permitem obter oligómeros com GP mais elevados e em condições 

mais suaves. Estes métodos minimizam as alterações químicas negativas e promovem as 

respectivas actividades biológicas (Kim e Rajapakse, 2005). A principal desvantagem destes 

métodos reside no facto das enzimas apresentarem custos elevados. 

Na figura 16 apresenta-se um esquema geral de obtenção de oligómeros de quitina e de 

quitosana por via enzimática (Jeon et al., 2000). 

 

2.3.1. Preparação de oligómeros de quitina por hidrólise enzimática 

A quitina pode ser degradada por hidrólise enzimática por quitinases e pela lisozima. As 

quitinases encontram-se em bactérias, fungos, plantas e insectos, mas apenas nalguns 

mamíferos como bovinos, caprinos e ovinos. 

Exoesqueleto de 
crustáceos 

Quitina 

Celulase 
Lisozima 
Quitinase 

Oligómeros de 
quitina 

Quitinase 

(GlcNAc)2 

GlcNAc 

Exo-ββββ-N-acetil-
hexosaminidase 

Desacetilase de quitina 
Quitosana 

Celulase 
Quitosanase 
Lipase 
Proteases 

Oligómeros de quitosana 

Quitosanase 

(GlcN)2 

GlcN 

Exo-ββββ-D-
glucosaminidase 

Exo-quitobio-
hidrolase 

Exo N,N’-diacetil 
quitobiohidrolase 

Figura 16 – Esquema de conversão de quitina e quitosana nos respectivos oligómeros 

por métodos enzimáticos. GlcNAc – N-acetil-D-glucosamina; GlcN – D-

glucosamina. 
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A quitinase e a β-acetilglucosaminidase de origem bacteriana estão envolvidas na 

degradação da quitina e a maior parte das quitinases bacterianas são do tipo endo e produzem 

oligómeros superiores a dímeros. A β-acetilglucosaminidase promove a hidrólise de N-

acetilquitoligosacarídeos ou dímeros de GlcNac. Todavia, as referências a quitinases que 

produzem oligómeros de elevado GP são muito limitadas. Assim, vários trabalhos sobre a 

hidrólise de quitina por quitinases de origem bacteriana referem a produção de GlcNac livre, 

dímeros ou oligómeros até cinco unidades (Takiguchi e Shimahara, 1989; Mitsutomi et al., 

1990; Takayanage et al., 1991; Ohtakara et al., 1990; Mitsutomi et al., 1995; Ilyina et al., 

2000; Sutrisno et al., 2004; Wang et al., 2010; Chen et al., 2011; Wang et al., 2012). De um 

modo geral, a maior parte das quitinases microbianas hidrolisam a quitina no estado sólido de 

modo aleatório, seguindo-se a imediata hidrólise dos oligómeros de grande massa molecular 

solúveis em água. 

Uma alternativa para a preparação de oligómeros com maior GP envolve a 

transglicosilação enzimática que permite a obtenção de hexâmeros e heptâmeros a partir de 

oligómeros com baixos GP (Usui et al., 1987; Nanjo et al., 1990; Usui et al., 1990). 

Aiba e Muraki, citados por Jeon et al. (2000), recorreram a enzimas de preços acessíveis 

que incluíam lipase, celulase e hemicelulase para hidrolisarem quitina, tendo verificado que 

no caso da hemicelulase o rendimento de hexâmeros era superior a 20 %, quando o substrato 

era constituído por quitosanas com grau de acetilação de 9 % a 22 %. Zhang e Neau (2001) 

estudaram a despolimerização de quitosana com β-glucosidase comercial, tendo concluído 

que as quitosanas com maior massa molecular e grau de desacetilação apresentavam menor 

afinidade para esta enzima, sugerindo ainda os resultados a presença de uma quitinase naquela 

enzima comercial. 

Ilankovan et al. (2006) referem a obtenção de N-acetil quitobiose a partir de quitina 

usando enzimas proteolítcas. A pepsina era, entre estas, a que apresentava maior actividade 

quitinolítica, permitindo obter um rendimento de 71,5 % de quitobiose. As suspensões de 

quitina amorfa ou quitina pré-tratada com ácido fosfórico foram os melhores substratos para a 

hidrólise enzimática. 

A lisozima é outra enzima utilizada na degradação de quitina ou quitina parcialmente 

desacetilada. Na degradação de quitosanas parcialmente acetiladas com lisozima verificou-se 

que os hexâmeros contendo três, quatro ou mais resíduos acetilados contribuíam 

maioritariamente para a velocidade inicial de degradação (Nordtveit et al., 1994). Porém, as 

quitosanas com um grau de desacetilação superior a 95 % não eram hidrolisadas pela 
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lisozima. Mostrou-se também (Nordtveit et al., 1996) que a degradação com lisozima 

aumentava com o grau de acetilação da quitosana de 12 % a 60 %. Por outro lado, Aiba 

(1992) verificou que a velocidade de hidrólise da quitosana por lisozima dependia do padrão 

de distribuição dos grupos N-acetilo na quitosana. A velocidade de hidrólise de quitosanas 

com sequências de mais de três resíduos de N-acetil-D-glucosamina era superior à registada 

nas quitosanas em que estes resíduos de encontravam dispersos de modo aleatório na cadeia 

do polímero. No entanto, estas diferenças na velocidade de hidrólise não se verificavam com 

quitinases (Aiba, 1993), indicando que a actividade destas enzimas não dependia da 

distribuição das unidades de GlcNAc, em blocos ou aleatoriamente. 

Também a lisozima foi utilizada no elongamento de di-N-acetilquitobiose para preparar 

polímeros com maior GP (Usui et al., 1990). 

Apesar dos diversos trabalhos publicados sobre a preparação de oligómeros de quitina 

por via enzimática, não existem referências à sua utilização em grande escala. Além disso, as 

hidrólises com quitinase ou lisozima apresentam velocidades baixas em virtude da 

insolubilidade da quitina em soluções ácidas ou alcalinas. 

 

2.3.2. Preparação de oligómeros de quitosana por hidrólise enzimática 

A quitosana é hidrolisada por quitosanases, mas também por outras carbohidrases, 

proteases e até lipases. As quitosanases têm sido extraídas principalmente de fungos 

(Muzzarelli et al., 1994a; Kim et al., 1998; Struszczyk et al., 2006) e bactérias (Lee et al., 

1996; Vårum et al., 1996; Yabuki et al., 1998), mas algumas têm sido detectadas em plantas 

(Ouakfaoui e Asselin, 1992a; Sharma et al., 1993; Osswald et al., 1994; Chiang et al., 2005) e 

animais (Aruchami et al., 1982; Vårum et al., 1989; Fu et al., 2003). As diferenças entre as 

quitinases e a quitosanases são pequenas, pois ambas possuem a capacidade de degradar 

quitosanas com diferentes graus de acetilação. Porém, as quitosanases são mais eficientes na 

hidrólise de quitosanas com um baixo grau de acetilação. Além disso, as quitosanases 

apresentam massas moleculares mais baixas (Grenier e Asselin, 1990) e, de acordo com o 

processo hidrolítico, podem ser do tipo endo ou exo. As endo-quitosanases libertam uma 

mistura de dímeros, trímeros e oligómeros enquanto as exo-quitosanases produzem resíduos 

de glucosamina a partir do terminal não redutor da quitosana ou de oligómeros. 

As quitosanases, de acordo com a especificidade das ligações glicosídicas que 

hidrolisam, podem ser classificadas em diferentes classes ou subclasses conforme indicado na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 – Classificação das quitosanases de acordo com a especificidade da ligação 

glicosídica hidrolisada. 

Origem Subdivisão Especificidade das ligações 
glicosídicas hidrolisadas 

Referência 

Microbiana Subclasse I GlcN-GlcN e GlcNAc-GlcN Fukamizo et al., 

1995 

 Subclasse II Apenas GlcN-GlcN Izume et al., 1992 

 Subclasse III GlcN-GlcN e GlcN-GlcNAc Mitsutomi et al., 

1996 

Plantas Classe I Degradam apenas 

quitosanas 

Grenier e Asselin, 

1990 

 Classe II Degradam quitosanas e 

quitina 

Pegg e Young, 1982; 

Ouakfaoui e Asselin, 

1992a, b; Hung et al. 

2002 

Térmita - Degradam apenas 

quitosanas 

Aruchami et al., 

1982 

Salmão -  Vårum et al., 1989 

Pepsina de porco - Degradam quitosanas e 

oligómeros N,N’,N’’ 

triacetilquitotriose 

Fu et al., 2003 

 

Bazinet e Shee (2009) patentearam um processo de produção de oligómeros, usando 

electrodiálise numa célula de electrodiálise com membranas bipolares. Neste sistema a 

quitosana é hidrolisada com uma quitosanase e, de acordo com os inventores, permite obter 

oligómeros e proceder à respectiva desmineralização. 

O elevado custo das quitosanases microbianas tem limitado as suas aplicações à escala 

industrial, embora sejam muito eficientes na hidrólise da quitosana. Isso levou a ensaiar várias 

enzimas comerciais na hidrólise de quitosana, de modo a permitir a redução dos custos de 

produção. Pantaleone et al. (1992 a,b) estudaram a actividade quitosanolítica de uma grande 

variedade de enzimas que incluíam 10 tipos de glucanases, 21 tipos de proteases, 5 lipases e 

uma tanase. Verificaram que a papaína apresentava a actividade específica mais elevada, 

seguida da lipase, hemicelulase e celulase, enquanto a quitinase exibia a menor actividade 

específica. 

A celulase foi uma das enzimas não específicas mais ensaiadas por vários autores para 

despolimerizar quitosana. Assim, há a referir os trabalhos de Muraki et al. (1993) e de Tsai et 

al. (2000), tendo estes últimos autores obtido glucosamina livre e oligómeros com GP inferior 

a 8. Liu e Xia (2006), a partir de uma celulase comercial produzida por Trichoderma viride, 

purificaram uma enzima que tinha capacidade para hidrolisar quitosana e celulose. Lin et al. 

(2009a) compararam as características das QBMM obtidas a partir de duas quitosanas com 80 
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% e 92 % de desacetilação usando celulase, lisozima e quitinase. Verificaram que a massa 

molecular dos produtos dependia da enzima utilizada e do grau de desacetilação. Além disso, 

os produtos preparados da quitosana com 92 % de desacetilação e usando a lisozima 

apresentavam maior massa molecular e também maior actividade antibacteriana. Também Xie 

et al. (2009, 2010) estudaram a despolimerização de quitosana com uma celulase de 

Aspergillus niger. Tal como referem Xia et al. (2008), a celulase constitui um sistema 

enzimático complexo que apresenta actividade quitosanolítica superior à quitosanase, 

quitinase e lisozima. Os estudos realizados com celulases indicam a existência de uma enzima 

bifuncional, exibindo actividade de celulase e quitosanase. As celulases são relativamente 

mais económicas do que as quitosanases, sugerindo a sua aplicação para a produção de 

oligómeros de quitosana. 

Terbojevich et al. (1993) e Muzzarelli et al. (1994b) ensaiaram a papaína e a pepsina e 

Yalpani e Pantaleone (1994) a bromelina, a ficina e a pancreatina na despolimerização da 

quitosana. Posteriormente, Muzzarelli et al. (1995) mostraram que a lipase de gérmen de trigo 

apresentava grande actividade na despolimerização de quitosana e de quitosanas modificadas 

em soluções ligeiramente ácidas. Do mesmo modo, Lee et al. (2008) prepararam oligómeros 

de quitosana com uma lipase comercial. A lipase apresentava maior actividade e afinidade 

para as quitosanas com graus de desacetilação entre 73,2 % e 82,8 % e actuava como uma 

endo- e exo-enzima. A papaína foi usada por Muzzarelli et al. (2002) para preparar quitosana 

parcialmente despolimerizada a partir de soluções de lactato de quitosana. Esta quitosana foi 

depois estabilizada por incubação a 60 ºC com NH3 sob pressão, tendo obtido quitosana sob a 

forma de glicosilamina com boa estabilidade e solubilidade em soluções de diferentes ácidos. 

Novikov e Mukhin (2003) obtiveram um extracto enzimático do hepatopâncreas de 

caranguejo real vermelho (Paralithodes camtschaticus) que exibia actividade quitinolítica e 

quitosanolítica. A análise dos produtos da hidrólise da quitina e da quitosana sugeria que o 

extracto enzimático era rico em endoquitinases. Kittur et al. (2003a) obtiveram QBMM (2 a 5 

kDa) por despolimerização de quitosana com pectinase comercial de Aspergillus niger. Uma 

isoenzima destas pectinases foi purificada e usada na despolimerização de quitosana, tendo-se 

verificado que hidrolisava tanto as ligações GlcN-GlcN como as GlcNAc-GlcN (Kittur et al., 

2003b). Kumar et al. (2004), por sua vez, estudaram a despolimerização de quitosana com 

papaína, tendo obtido QBMM (4,1 – 5,6 kDa) a pH 3,5, 37 ºC e durante 1 a 5 horas. 

Posteriormente, Kumar e Tharanathan (2004) avaliaram a actividade de várias proteases 

(pepsina, papaína e pronase) na despolimerização de quitosana. Os produtos da hidrólise eram 

constituídos por QBMM (4,1 – 10,0 kDa), cuja massa molecular dependia do tempo de 
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reacção, e ainda por oligómeros e monómeros. Noutro estudo, Kumar et al. (2005) 

procederam à despolimerização de quitosana com papaína e pronase, tendo obtido uma 

mistura de oligómeros e monómeros com rendimentos de 14 a 19 %. Avaliaram também a 

actividade inibidora destas misturas no crescimento de Bacillus cereus e Escherichia coli, 

tendo verificado que estes produtos da hidrólise da quitosana inibiam mais o crescimento 

destas estipes bacterianas do que a quitosana nativa. A inibição óptima do crescimento destas 

estirpes era devida aos quito-oligómeros com maior GP e baixo grau de acetilação. Estes 

oligómeros causavam a formação de poros e a permeabilidade da membrana celular em B. 

cereus e no caso de E. coli o bloqueio do fluxo de nutrientes e consequente lise das células 

(Fig. 17). 

A fim de estudar o efeito da massa 

molecular e do grau de desacetilação na 

actividade bactericida de QBMM, Kumar et 

al. (2007a) procederam à despolimerização 

de quitosana com pronase, tendo verificado 

que os produtos obtidos eram mais eficientes 

do que a quitosana na lise de B. cereus e E. 

coli. Além disso, os oligómeros 

apresentavam um menor grau de acetilação 

(14 %-19 %) do que a quitosana nativa (~26 

%). Neste mesmo ano, Kumar et al. (2007b) 

publicaram outro trabalho sobre a 

despolimerização de quitosana com pepsina 

de porco. As QBMM eram os principais 

produtos da hidrólise, apresentando um 

rendimento de 75 % a 82 % o qual dependia do tempo de reacção. De acordo com os autores, 

os resultados obtidos sugeriam que a pepsina poderia ser utilizada em substituição de 

quitosanases as quais apresentam preços muito mais elevados e não estão disponíveis no 

mercado em grande quantidade. Roncal et al. (2007), recorrendo igualmente a pepsina, 

obtiveram uma grande percentagem de oligómeros de quitosana com um elevado grau de 

desacetilação. 

Cabrera e Van Cutsem (2005) compararam a hidrólise química de quitosana com HCl e 

a enzimática com Pectinex Ultra SP-L, um produto comercial. O método enzimático permitiu 

obter fragmentos mais pequenos com uma elevada proporção de oligómeros totalmente 

Figura 17 – B. cereus e E. coli antes (A e 

C, respectivamente) e depois 

(B e D, respectivamente) do 

tratamento com a mistura de 

quito-oligómeros e 

monómeros (Kumar et al., 

2005). 
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desacetilados. Em contrapartida, com a hidrólise ácida obtiveram fragmentos com GP até 16, 

possuindo mais resíduos acetilados do que no método enzimático. Do mesmo modo, Li et al. 

(2005) ensaiaram a preparação de oligómeros de quitosana com uma protease comercial 

neutra. Esta protease permitia uma despolimearização óptima a pH 5,4 e 50 ºC e obter 

oligómeros com um GP entre 3 e 8. A cinética da despolimerização de quitosana por 

bromelina foi estudada por Velásquez et al. (2007). Os parâmetros cinéticos obtidos eram 

semelhantes aos referidos para a degradação de quitosana por enzimas específicas e não 

específicas. Li et al. (2007) estudaram o efeito do grau de desacetilação e da massa molecular 

de quitosana na susceptibilidade à hidrólise por uma protease neutra. Os resultados obtidos 

mostraram que as quitosanas com maior grau de desacetilação e massa molecular 

apresentavam uma menor afinidade para a enzima e uma menor taxa inicial de degradação. 

Enzimas extracelulares produzidas por Bacillus alvei foram ensaiadas na despolimerização de 

quitosana com um grau de acetilação de 30 % (Abdel-Aziz et al., 2008). Estas enzimas 

apresentavam actividade quitinolítica, quitosanolítica e também celulosolítica e proteolítica e 

permitiam obter uma redução da massa molecular de 88 kDa para 5 kDa após 2 horas de 

hidrólise. A fim de impedir o escurecimento de oligómeros obtidos com uma hemicelulase 

comercial, Qin et al. (2008) recorreram a borohidreto de potássio para obter oligómeros 

reduzidos. Estes apresentavam uma maior estabilidade química, não provocavam toxicidade 

oral aguda e tinham quase o mesmo efeito inibidor das células tumorais do sarcoma 180 no 

rato por injecção intraperitoneal que os oligómeros não reduzidos. Por sua vez, Pan e Wu 

(2011) prepararam quitosana solúvel em água com uma massa molecular de 1,7 kDa, usando 

glucoamilase na despolimerização de quitosana. Também Wu (2011) preparou quitosana 

solúvel em água por hidrólise de quitosana com α-amilase, apresentando os oligómeros GP de 

3 a 7. Posteriormente, este autor (Wu, 2012), usando igualmente α-amilase, obteve 

oligómeros de quitosana preparada de quitina extraída da pele da larva de uma borboleta 

(Clanis bilineata). Os oligómeros otidos tinham um GP na gama de 2 a 8 e apresentavam uma 

actividade antibacteriana mais elevada do que a quitosana original. Tischenko et al. (2011) 

compararam as características físico-químicas dos produtos de degradação de quitosana 

preparados por três métodos: hidrólise enzimática, degradação oxidativa e irradiação com 

micro-ondas. O processo enzimático permitia obter oligómeros com baixo GP (2-10), mas o 

processo químico parecia ser preferível para a preparação de QBMM (5-10 kDa) em grande 

escala. A despolimerização com microondas não alterava praticamente o grau de acetilação, 

mas a preparação de QBMM era muito lenta. Um complexo de enzimas isoladas do tracto 

digestivo de pepino do mar (Stichopusces japonicus) foi utilizado para despolimerizar 
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quitosana (Yao et al., 2012). A quitosana hidrolisada apresentava uma massa molecular de 

1,26 kDa. 

Para ultrapassar algumas dificuldades associadas aos processos de hidrólise 

descontínuos tem-se recorrido à imobilização de enzimas. Esta metodologia apresenta 

algumas vantagens tecnológicas como a possibilidade de reutilização das enzimas, a 

realização do processo em contínuo, a rápida conclusão da reacção hidrolítica e a formação 

controlada do produto. Assim, Yamasaki et al. (1992) desenvolveram um método para a 

produção contínua de oligómeros de quitosana. Com este objectivo utilizaram enzimas 

quitosanolíticas de Enterobacter sp. imobilizadas em diferentes suportes, tendo atingido os 

melhores resultados nos ensaios em que a quitina era o suporte. Terbojevich et al. (1996) 

verificaram que papaína imobilizada em quitina despolimerizava quitosana com uma elevada 

velocidade inicial e os resultados obtidos sugeriam também que a papaína actuava sobre as 

unidades de GlcN e GlcNac. Posteriormente, Lin et al. (2002) usaram também papaína 

imobilizada para despolimerizar quitosana. Num processo desenvolvido por Jeon et al. 

(1998), procedeu-se à preparação de oligómeros de quitosana recorrendo a quitosanase 

imobilizada. De entre os suportes utilizados na imobilização da quitosanase, a quitina revelou-

-se o mais eficiente por permitir a maior actividade enzimática. Posteriormente foram 

publicados outros trabalhos sobre o efeito de diferentes condições de imobilização de 

quitosanases e das variáveis experimentais nos rendimentos dos oligómeros obtidos (Kuroiwa 

et al., 2002; Kuroiwa et al., 2003; Ming et al., 2006). De um modo geral, os estudos com as 

enzimas imobilizadas não permitiram atingir os resultados esperados. A principal limitação 

resultava da menor afinidade da quitosanase imobilizada para a quitosana em relação à 

enzima livre. Deste modo, este processo não era eficiente para a produção de oligómeros com 

o GP de polimerização desejado. Li et al. (2006) ensaiaram a hidrólise de quitosana com uma 

protease neutra imobilizada em três suportes diferentes (quitosana (CS), 

carboximetilquitosana (CMCS) e N-succinilquitosana (NSCS)). As propriedades cinéticas e 

de estabilidade da enzima livre e imobilizada foram comparadas, tendo sido verificado que a 

actividade residual da protease imobilizada em CS, CMCS e NSCS era, respectivamente, 70,4 

%, 78,2 % e 82,5 % após 10 ciclos de hidrólise em descontínuo. 

Como alternativa às enzimas imobilizadas foi proposto um outro sistema recorrendo a 

um reactor equipado com uma membrana de ultrafiltração que permitia a remoção dos 

produtos da hidrólise da quitosana. Zhang et al. (1999) usaram este sistema no qual a 

hidrólise da quitosana era conseguida com uma mistura de celulase, alfa-amilase e uma 

protease, tendo obtido oligómeros com GP entre 3 e 10. Também Jeon e Kim (2000a) 
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verificaram que este sistema era muito mais eficiente do que o descontínuo e permitia a 

obtenção de oligómeros com um GP relativamente elevado e um baixo custo de produção. 

Estes sistemas não permitiam, no entanto, a produção de oligómeros em contínuo devido ao 

aumento da pressão transmembranar durante a reacção de hidrólise. Este aumento da pressão 

devia-se à elevada viscosidade da solução de quitosana e à colmatação da membrana pelo 

substrato acumulado. Por conseguinte, a redução da viscosidade da solução de quitosana antes 

do processo de ultrafiltração era um passo essencial. Com este objectivo, Jeon e Kim (2000b) 

propuseram um novo sistema que combinava uma hidrólise parcial da quitosana por 

quitosanases imobilizadas seguida por uma segunda hidrólise num reactor equipado com uma 

membrana de ultrafiltração. Este sistema duplo permitia obter uma maior produtividade por 

unidade de enzima, controlar a distribuição de massas moleculares e atingir uma produção 

contínua mais eficiente em comparação com os métodos convencionais. Também Lin et al. 

(2009b) desenvolveram um processo de obtenção de oligómeros de quitosana, usando 

quitosanases purificadas de Bacillus cereus NTU-FC-4 num reactor equipado com uma 

membrana de ultrafiltração. Este sistema permitia obter, com tempos de residência de 33 min, 

oligómeros com GP de 7 ou superior, os quais representavam 69 % do total dos oligómeros 

produzidos. 

 

2.4. Preparação de oligómeros por síntese enzimática ou química 

Os diferentes métodos de obtenção de oligómeros de quitina ou quitosana anteriormente 

referidos apresentam várias limitações das quais se destaca a dificuldade de controlar o grau 

de polimerização. Assim, a síntese de oligómeros tem sido encarada como alternativa aos 

diferentes métodos de degradação da quitina ou da quitosana. A síntese pode ser realizada por 

métodos enzimáticos e químicos. De entre os estudos sobre a aplicação de métodos de síntese 

por via enzimática há a referir os de Usui et al. (1990), Drouillard et al. (1997), Akiyama et 

al. (1995), Monsan e Paul (1995), Samain et al. (1997, 1999), Demont-Caulet et al. (1999), 

Gressent et al. (1999), Grenouillat et al. (2004), Rasmussen et al. (2004), Yoon (2005), 

Huang et al. (2006), Hsiao et al. (2008) e Wang et al. (2008). 

Relativamente aos métodos enzimáticos têm sido apontados vários problemas como a 

dificuldade de isolamento e purificação das enzimas e os rendimentos muito baixos obtidos. A 

síntese química procura ultrapassar estes problemas, sendo de mencionar os seguintes 

trabalhos: Nicolaou et al. (1992), Wang et al. (1994), Tailler et al. (1994), Ikeshita et al. 

(1994a, b), Debenham et al. (1996), Morais et al. (2003), Sedinkin et al. (2007) e Chevrier 

(2009). 
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3. Actividades biológicas dos oligómeros 

As actividades biológicas dos oligómeros são grandemente influenciadas pelo GP, grau 

de acetilação, distribuição de carga e natureza das alterações químicas introduzidas nos 

oligómeros (Kim e Rajapakse, 2005). Os oligómeros são facilmente absorvidos a nível 

intestinal, entram rapidamente na corrente sanguínea e apresentam efeitos biológicos 

sistémicos no organismo. Na indústria alimentar, tal como refere Shahidi et al. (1999), os 

oligómeros são particularmente interessantes como agentes antimicrobianos, antioxidantes e 

promotores da qualidade nutricional dos produtos alimentares. 

 

3.1. Actividade antimicrobiana 

A actividade antimicrobiana dos oligómeros de quitosana é considerada uma das suas 

principais propriedades. Esta actividade é influenciada pelo GP (Yun et al., 1999; Rhoades e 

Roller, 2000; Jeon et al., 2001; No et al., 2002; Park et al., 2002; Zheng e Zhu, 2003; Park et 

al., 2004a; Kittur et al., 2005), grau de desacetilação (Tsai et al., 2002; Chung et al., 2004), 

tipo de microrganismo (Uchida et al., 1989; Choi et al., 2001; Gerasimenko et al., 2004; Park 

et al., 2004b) e ainda por outras propriedades físico-químicas. Fernandes et al. (2008) 

mostraram que a actividade antibacteriana de quitosanas com diferentes massas moleculares e 

de oligómeros dependia do tipo de microrganismo (Gram positivo ou Gram negativo) e da 

massa molecular. Os compostos com massa molecular mais baixa apresentavam maior 

actividade relativamente às bactérias Gram negativa, enquanto se registava o inverso no caso 

das bactérias Gram positivas. Concluíram também que a actividade antibacteriana das 

quitosanas dependia do tipo de produto alimentar onde eram aplicadas, sendo mais eficientes 

nos que tinham menor teor proteico. Estes autores consideraram ainda que a utilização dos 

oligómeros de quitosana em produtos alimentares era mais prometedora para o consumidor 

final. Também Du et al. (2009) verificaram que os oligómeros de quitosana apresentavam 

maior actividade antibacteriana nas estirpes Escherichia coli, Bacillus subtilis e 

Staphylococcus aureus do que a quitosana utilizada na sua preparação. Benhabiles et al. 

(2012) testaram a actividade antibacteriana de quitina, quitosana e oligómeros de quitina e de 

quitosana em quatro estirpes de bactérias Gram positivas e sete estirpes de Gram negativas. 

Apenas os oligómeros exibiam um efeito bactericida em todas as estirpes ensaiadas, 

considerando ainda os autores que os oligómeros de quitina seriam preferíveis aos de 

quitosana uma vez que poderiam ser preparados directamente a partir de quitina. O efeito 

sinérgico entre oligómeros de quitosana produzidos por radiação γ e a lisozima foi verificado 

em sistemas modelo (Rao et al., 2008). Neste trabalho verificou-se que o período de 



 31 

conservação útil de carne picada conservada em refrigerado e com uma mistura de oligómeros 

e lisozima foi prolongado até 15 dias. 

Têm sido propostos vários mecanismos para descrever a actividade antimicrobiana dos 

oligómeros, sendo aceite que o número de grupos amina presentes na estrutura destes 

compostos desempenha um papel importante nesta actividade (Chen et al., 2002). O 

mecanismo que merece maior consenso baseia-se nas alterações da membrana celular 

bacteriana provocadas pelos oligómeros que lhe podem modificar as características de 

permeabilidade. Estas alterações poderiam impedir a entrada de nutrientes ou provocar a 

libertação de constituintes da célula, acabando por levar à morte da bactéria (Sudharshan et 

al., 1992). O grupo amina carregado positivamente que se encontra no carbono C2 dos 

monómeros de glucosamina interage com o grupo carboxílico com carga negativa presente 

nas macromoléculas da membrana celular bacteriana formando complexos de polielectrólitos. 

Neste sentido, é de admitir que um maior número de aminas primárias presentes nos 

oligómeros possa tornar mais fortes as interacções com as células bacterianas (Tsai et al., 

2002). Por isso, a taxa de mortalidade das células bacterianas tende a aumentar com o grau de 

desacetilação dos oligómeros. Do mesmo modo, há uma tendência geral para a actividade 

antibacteriana dos oligómeros aumentar com a massa molecular (Park et al., 2004b). Todavia, 

QBMM com massa molecular superior a 30 kDa não são utilizadas como agentes 

antibacterianos devido à baixa solubilidade em soluções aquosas a pH neutro (Sekiguchi et 

al., 1994). Conforme referem Kim e Rajapakse (2005), a capacidade quelante dos oligómeros, 

ao eliminar metais ou nutrientes essenciais para a bactéria, poderia também contribuir para 

limitar o seu crescimento. 

O facto da carga positiva dos oligómeros favorecer a respectiva actividade 

antibacteriana, levou à preparação de derivados dos oligómeros, introduzindo alterações no 

grupo amina em C2. Assim, Jeon e Kim (2001) prepararam derivados de oligómeros por 

introdução de asparagina na posição C2 a fim de aumentar a carga positiva dos oligómeros. 

Esta modificação levou a um aumento da actividade antibacteriana dos oligómeros. O mesmo 

efeito foi verificado por outros autores (Muraki e Aiba, citado por Jeon et al., 2000; Kim et 

al., 2003) que prepararam outros tipos de derivados dos oligómeros também por modificação 

do grupo amina. 

Também a distribuição de cargas nas membranas celulares das bactérias parece 

desempenhar um papel importante na actividade antibacteriana dos oligómeros. A adsorção 

dos oligómeros à superfície das células é, em regra, mais elevada nas bactérias Gram-

negativas do que nas Gram-positivas que possuem menor carga negativa. Isto explica os 
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resultados obtidos por Wang (1992) ao verificar que a maior parte das bactérias Gram-

negativas era mais sensível aos oligómeros, determinando deste modo a maior actividade 

antibacteriana dos oligómeros sobre este grupo. Kumar et al. (2007a) propuseram também 

mecanismos para explicar a actividade bactericida das QBMM. Assim, no caso das bactérias 

Gram negativas ocorreriam ligações iónicas entre os grupos NH3
+
 das QBMM e diversos 

ácidos gordos da membrana celular carregados negativamente, levando à libertação de 

polissacarídeos da membrana celular mais externa. Esta interacção provocaria alterações nas 

membranas celulares, resultando num choque osmótico e na saída do conteúdo do citoplasma. 

Nas bactérias Gram positivas verificar-se-ia igualmente uma ligação dos grupos NH3
+
 das 

QBMM a diversos constituintes da parede celular do que resultaria a distorção/rotura e 

exsudação dos constituintes do citoplasma. 

 

3.2. Inibição do crescimento de fungos 

A actividade antifúngica da quitosana e de quitosana de baixa massa molecular, isto é, 

oligómeros com massas moleculares da ordem de 4,6 kDa foi estudada por vários autores 

(Allan e Hadwiger, 1979; Hirano e Nagao, 1989; Hai et al., 2003; Bautista-Baños et al., 2006; 

Tikhonov et al., 2006; Eweis et al., 2006; Seyfarth et al., 2008; Palma-Guerrero et al., 2009, 

2010; Park et al., 2008; Ing et al., 2012). De acordo com Palma-Guerrero et al. (2010), o 

efeito antifúngico da quitosana parece estar relacionado com a composição lipídica das 

membranas plasmáticas dos fungos sensíveis à quitosana as quais apresentam um teor mais 

elevado de ácidos gordos polinsaturados. A ligação da quitosana aos fosfolípidos carregados 

negativamente altera a fluidez da membrana e induz o aumento da sua permeabilidade. 

A actividade antifúngica dos oligómeros de quitosana tem sido menos estudada, 

havendo a referir o trabalho de Kendra e Hadwiger (1984). Estes autores testaram a actividade 

antifúngica de vários oligómeros, desde monómeros até heptâmeros, em Fusarium solani e 

verificaram que os heptâmeros eram os mais eficientes. O efeito antifúngico de oligómeros de 

quitosana com GP de 3 a 9 foi testado em nove estirpes fitopatogénicas (Xu et al., 2007). A 

estirpe Phytophthora capsici foi a mais sensível à actividade dos oligómeros de quitosana, 

tendo sido verificada a inibição do crescimento do micélio e dos diferentes estágios do seu 

ciclo de vida. Os autores concluíram ainda que a natureza policatiónica dos oligómeros 

contribui apenas em parte para a respectiva actividade antifúngica, existindo múltiplos modos 

de acção que incluem a rotura do sistema endomembranar. Hernández-Lauzardo et al. (2008) 

testaram igualmente o efeito antifúngico de quitosanas com massa molecular baixa (17,4 kDa) 

média (23,8 kDa) e alta (30,7 kDa) em Rhizopus stolonifer, tendo verificado que a quitosana 
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com massa molecular mais baixa era a mais eficiente na inibição do crescimento do micélio 

enquanto a de massa molecular mais alta afectava a forma dos esporos, a esporulação e a 

germinação. Também Guerra-Sánchez et al. (2009), usando quitosanas com as mesmas gamas 

de massas moleculares que os autores anteriores e ensaiando a mesma estirpe, verificaram que 

todos os tipos de quitosana apresentavam actividade antifúngica. 

 

3.3. Actividade inibidora de vírus 

Tem sido referido que a quitosana e os oligómeros têm a capacidade de limitar 

infecções virais em vários sistemas biológicos (Kim e Rajapakse, 2005). No entanto, na 

maioria dos casos, o mecanismo de inibição não é bem conhecido, embora se admita que os 

grupos amina protonados dos oligómeros possam activar os sistemas imunológico e de defesa 

de plantas e animais. 

Segundo Kim e Rajapakse (2005), os derivados aniónicos de oligómeros de quitosana 

apresentavam uma menor actividade inibidora de vírus de plantas. Porém, a actividade 

antiviral aumentava com o grau de desacetilação, indicando que os grupos catiónicos 

presentes seriam responsáveis por esta actividade. 

Relativamente à actividade antiviral em animais, concluiu-se, em estudos realizados em 

ratos, que o tratamento com oligómeros estimulava a actividade funcional dos macrófagos, 

levando à produção de radicais activos de oxigénio que provocariam a destruição dos vírus 

(Kim e Rajapakse, 2005). Estes autores referem também que outro possível mecanismo da 

actividade antiviral dos oligómeros envolveria interacções entre os receptores proteicos na 

superfície dos vírus e os leucócitos. Artan et al. (2010) estudaram a actividade anti-HIV-1 de 

sulfatos de oligómeros de quitosana com diferentes massas moleculares. Dos compostos 

sintetisados verificaram que os oligómeros com massas moleculares entre 3 kDa e 5 kDa eram 

os mais eficientes na inibição da replicação do HIV-1. Estes derivados dos oligómeros de 

quitosana bloqueavam também a entrada dos vírus e a fusão vírus-célula. 

Os oligómeros são igualmente eficientes na prevenção de várias infecções por fagos. A 

actividade antiviral de fagos depende da massa e da estrutura molecular dos oligómeros, do 

respectivo grau de desacetilação e também do tipo de fagos. Kochkina e Chirkov (2000a) 

mostraram que os oligómeros eram mais eficientes contra a replicação do fago 1-97A em 

Bacillus thuringiensis do que as QBMM. Noutro trabalho, estes autores (Kochkina e Chirkov, 

2000b) verificaram que as QBMM com maior GP eram mais eficientes na inibição do 

colifago do que as QBMM com pequeno GP. Estes resultados sugeriam que os oligómeros e 
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as QBMM podiam estar envolvidos na inibição da replicação de bacteriófagos através de 

diferentes mecanismos. 

 

3.4. Actividade antiradicalar 

Yin et al. (2002) mostraram que QBMM podiam exibir uma capacidade de eliminação 

do radical superóxido superior a 80 % com uma concentração de 0,5 mg/ml. Além disso, 

oligómeros com 90 % de desacetilação apresentavam boa capacidade para eliminar radicais 

DPPH, hidroxilo, superóxido e radicais centrados no carbono. Igualmente Park et al. (2003a) 

verificaram que os oligómeros de quitosana com baixa massa molecular (1 kDa a ~3 kDa) 

apresentavam uma elevada capacidade para eliminar diferentes radicais. De igual modo, a 

actividade antiradicalar de oligómeros preparados de quitosanas parcialmente desacetiladas 

(50 %, 75 % e 90 % desacetiladas) e com massas moleculares nas gamas de 5 kDa a 10 kDa, 

1 kDa a 5 kDa e <1 kDa foi avaliada por espectroscopia de ressonância paramagnética 

electrónica (Je et al., 2004). Os oligómeros obtidos de quitosanas mais desacetiladas (90 %) e 

massas moleculares entre 1 kDa e 5 kDa apresentavam a maior actividade antiradicalar. Além 

disso, esta actividade aumentava com a concentração dos oligómeros e dependia do grau de 

desacetilação e da massa molecular. Também a actividade antioxidante de quitosana e de 

diferentes derivados com baixa massa molecular e ainda de sulfato de quitosana foi estudada 

por Xing et al. (2005). De um modo geral, estes autores concluíram que o sulfato de quitosana 

e os compostos derivados da quitosana com baixa massa molecular apresentavam maior 

actividade antioxidante, avaliada por diferentes metodologias, do que a quitosana. De igual 

modo, no estudo de Feng et al. (2007) sobre a actividade antioxidante de quitosanas solúveis 

em água verificou-se que os compostos com a massa molecular mais baixa (1,7 kDa) exibiam 

maior actividade antioxidante. Prashanth et al. (2007) avaliaram a actividade antioxidante de 

QBMM e oligómeros de quitosana, recorrendo a ensaios de protecção da degradação de ADN 

do timo de vitela, tendo verificado que a actividade antiradicalar da QBMM era superior à dos 

oligómeros. Por outro lado, Yan et al. (2007) mostraram que a glucosamina possuía 

excelentes actividades antioxidantes devido à elevada actividade quelante do ferro ferroso e à 

protecção de macromoléculas, como proteínas, lípidos e desoxiribose, da degradação 

oxidativa induzida por radicais livres. A eficiência antiradicalar de oligómeros com diferentes 

massas moleculares foi testada por Mendis et al. (2007) em linhas celulares de melanoma da 

pele de rato murino (B16F1). Os resultados obtidos mostraram que os oligómeros 

apresentavam uma elevada capacidade para inibir os efeitos do radical OH
•
 no ADN e 

induziam o nível de glutatião intracelular e a supressão da actividade do promotor NF-κB 
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(factor nuclear de transcrição). Ngo et al., (2008a) verificaram também que oligómeros de 

quitina possuíam capacidade para eliminarem radicais livres em sistemas celulares, tendo sido 

já obtidos resultados semelhantes por Park et al. (2004c). O mecanismo exacto da actividade 

antiradicalar dos oligómeros de quitosana não é bem conhecido, mas admite-se que é devido 

aos grupos amina e hidroxilo ligados aos átomos C2, C3 e C6 do anel de piranose que reagem 

com radicais livres instáveis para formar radicais estáveis em macromoléculas. O efeito 

positivo dos oligómeros de quitosana na atenuação do stress oxidativo e da apoptose 

provocados pelo peróxido de hidrogénio foi demonstrado por vários autores (Liu et al., 2009, 

2010; Karadeniz et al., 2010). A actividade antiradicalar de oligómeros de quitosana e 

QBMM foi testada por (Fernandes et al., (2010) em eritrócitos e fagos. Estes autores 

concluíram que os compostos testados podiam ser utilizados como antioxidantes em sistemas 

biológicos pois que reduziam a degradação hemolítica e a do ADN devido à inibição dos 

radicais resultantes do peróxido de hidrogénio e do AAPH (cloreto de 2,2’-azobis-2-metil-

propanimidamida). Os resultados obtidos sugeriam ainda que as concentrações dos 

oligómeros e da QBMM tinham de ser baixas para evitar a degradação oxidativa. 

 

3.5. Actividade antitumoral 

Estudos sobre a actividade antitumoral de oligómeros de quitosana têm-na atribuído a 

efeitos imunoestimulantes que promovem o aumento da produção de linfoquinas e não à 

capacidade dos oligómeros para eliminarem as células cancerígenas (Suzuki, 1996; Tokoro et 

al., 1998). Estas actividades dependem das características estruturais dos oligómeros tais 

como o grau de desacetilação e a massa molecular. Assim, Suzuki et al. (1986) referiram que 

oligómeros com cerca de 1 kDa, administrados por via intravenosa a ratos, inibiam o 

crescimento de células dos tumores do sarcoma 180 e do MM 146. Igualmente Tsukada et al. 

(1990) verificaram que um oligómero de quitina solúvel em água e com GP 6 apresentava um 

significativo efeito antimetastático contra o carcinoma do pulmão de Lewis transplantado em 

ratos. Este oligómero tinha também um efeito inibidor do crescimento do tumor deste 

carcinoma. Também Jeon e Kim (2002) verificaram que oligómeros com massas moleculares 

entre 1,5 kDa e 5,5 kDa inibiam o crescimento de diferentes tipos de células cancerígenas. Do 

mesmo modo, Qin et al. (2002b) mostraram que uma mistura de oligómeros (tetrâmeros e 

pentâmeros) podia inibir o crescimento de células do tumor S180 em ratos, aos quais tinham 

sido administrados estes oligómeros, tanto por via oral como intraperitoneal. Maeda e Kimura 

(2004) concluíram que oligómeros de quitosana com baixa massa molecular e oligoquitosana 

podiam limitar o crescimento do sarcoma 180 em ratos através da activação das funções 
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imunológicas intestinais. No estudo de Prashanth e Tharanathan (2005) mostrou-se que 

oligómeros de quitosana com ~37 kDa possuíam forte actividade antiangiogénica e induziam 

a apoptose das células do tumor ascítico de Ehrlich. Huang et al. (2006), por sua vez, 

estudaram a actividade anticancerígena de oligómeros com diferentes cargas eléctricas em três 

linhas de células cancerígenas. Os resultados obtidos indicaram que os oligómeros com carga 

elevada reduziam a viabilidade das células cancerígenas devido a necrose. Os efeitos 

inibidores do crescimento de tumores e metástases por oligómeros de quitosana foram ainda 

demonstrados nos trabalhos de Nam et al. (2007) e Shen et al. (2009). A actividade 

antitumoral de hidrolisados de material quitinoso (quitina, quitina coloidal e quitosana solúvel 

em água) obtidos com um extracto enzimático de Bacillus amuloliquefaciens V656 foi testada 

em células CT26 (Liang et al., 2007). Os resultados obtidos neste estudo sugeriram que os 

oligómeros eram agentes indutores da apoptose destas células. Também Xu et al. (2008) 

verificaram que oligómeros de quitosana induziam a apoptose de células humanas de 

carcinoma hepático. Dou et al. (2011) estudaram os mecanismos subjacentes na apoptose de 

células de leucemia mielóide (HL-60) induzida por uma mistura de oligómeros de quitosana 

com GP entre 2 e 6. Estes autores concluíram que tanto os mecanismos intrínsecos como os 

extrínsecos participam na apoptose de HL-60 induzida pelos oligómeros de quitosana. Wang 

et al. (2008) referem, igualmente, a obtenção de produtos, resultantes da hidrólise de quitina 

da pena da lula usando bromelina, que exibiam actividade antitumoral. Trabalhos recentes 

têm relacionado a actividade antitumoral dos oligómeros de quitosana com o seu efeito 

inibidor da angiogénese (Prashanth e Tharanathan, 2005; Wang et al., 2008; Wu et al., 2008; 

Xiong et al., 2009; Quan et al., 2009; Wu et al., 2010, 2012). No processo de angiogénese 

ocorre a formação de novos vasos capilares os quais são considerados de extrema importância 

para o crescimento de massas tumorais (Bhat e Singh, 2008). Neste contexto, Wang et al. 

(2007) verificaram também que os oligómeros acetilados apresentavam maior efeito inibidor 

da angiogénese do que os oligómeros totalmente desacetilados tanto in vitro como in vivo. 

 

3.6. Actividade anti-inflamatória 

A actividade anti-inflamatória da quitina e de produtos derivados tem merecido também 

a atenção de várias equipas de investigação. Assim, Shikhman et al. (2001) verificaram, em 

culturas de condrócitos (células presentes no tecido conjuntivo) articulares humanos, que a 

acetilglucosamina inibia a produção de óxido nítrico (NO), ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e 

interleucina-6 (IL-6) induzida pela interleucina-1β (IL-1β) e pelo factor de necrose tumoral-α 

(TNF-α), ambos mediadores no processo inflamatório. Kim et al. (2002) verificaram que a 
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secreção e expressão de citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-6, eram inibidas em 

astrócitos (vários tipos de células não neuronais do sistema nervoso central em forma de 

estrela que proporcionam suporte e nutrição aos neurónios) humanos pré-tratados com 

quitosana solúvel em água. Os resultados obtidos por Yoon et al. (2007) mostraram que os 

oligómeros de quitosana podem apresentar um efeito anti-inflamatório em células de 

macrófagos (células de grandes dimensões do tecido conjuntivo que fagocitam elementos 

estranhos ao organismo) RAW 264.7 com processo inflamatório induzido por 

lipopolissacarídeos (LPS), através do estímulo de TNF-α. Também Qiao et al. (2010), em 

estudos com linhas celulares RAW 264.7 estimuladas com LPS, verificaram que os 

oligómeros de quitosana reduziam a produção de mediadores pró-inflamatórios, tais como a 

IL-1β e o NO. Num trabalho posterior (Qiao et al., 2011) em que se utilizaram ratos 

injectados com LPS para induzir sepsis (condição médica caracterizada por uma resposta 

inflamatória sistémica, Síndrome de Resposta Inflamatória Sistémica), mostrou-se que os 

oligómeros de quitosana podiam atenuar a inflamação e o stress oxidativo. Os resultados 

obtidos por Vo et al. (2011) indiciaram que oligómeros de quitosana, em particular, com 1-3 

kDa, podiam ser utilizados como inibidores na regulação da resposta inflamatória alérgica em 

mastócitos (células do tecido conjuntivo que apresentam no citoplasma numerosas 

granulações, contendo vários mediadores químicos como serotonina, histamina e heparina). 

Os oligómeros de quitosana revelaram-se também eficientes no tratamento da inflamação 

intestinal através da inibição do factor nuclear κB (Yousef et al., 2012). Por sua vez, no 

trabalho de Okamura et al. (2005) concluiu-se que os oligómeros e monómeros de quitina e 

quitosana influenciavam a libertação de colagenase do tipo I a qual desempenha um papel 

importante na cicatrização de feridas. Noutro estudo verificou-se que a actividade anti-

inflamatória de oligómeros 90-HMWCOS (oligómeros com 90 % de desacetilação e 5 kDa a 

10 kDa) podia ser devida à regulação da expressão transcripcional e translacional dos níveis 

de TNF-α, IL-6, iNOS (forma inductível da sintase do NO) e COX-2 (Lee et al., 2009a). Os 

resultados obtidos por Ma et al. (2011) sugeriam que uma mistura de oligómeros de quitosana 

com GP entre 2 e 6 inibia uma elevada expressão de citocinas IL-6/TNF-α induzida por LPS 

em macrófagos. Pangestuti et al. (2011) estudaram também a capacidade de oligómeros de 

quitosana com diferentes massas moleculares para modularem mediadores inflamatórios em 

micróglia (células não neuronais mais pequenas do sistema nervoso central que possuem 

corpo alongado) BV2 estimulada por LPS. Estes autores verificaram que os oligómeros 

atenuavam a produção de NO e de prostagladina E2. Além disso, os níveis de libertação e 
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expressão de citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-1β) eram igualmente mais baixos 

devido aos oligómeros, sendo a maior actividade inibidora conseguida com os oligómeros de 

menor massa molecular. Por último, Bahar et al. (2012) demonstraram que os oligómeros de 

quitosana suscitavam uma resposta inflamatória aguda de citocina em células Caco-2 (células 

derivadas do carcinoma do cólon humano) e, por conseguinte, apresentavam potencialidades 

para estimular o sistema imunológico do epitélio intestinal. 

Kim et al. (2002) verificaram que o efeito anti-inflamatório dos oligómeros de quitosana 

podia também reduzir e atrasar os efeitos patológicos da doença de Alzheimer. Igualmente o 

estudo de Joodi et al. (2011) concluía que estes oligómeros podiam ser considerados 

promissores no tratamento de doenças neurodegenerativas como a de Alzheimer. No combate 

a esta doença têm sido utilizados inibidores da acetilcolinesterase (ACHE) que visam a 

activação do sistema colinérgico (conjunto das células nervosas que utilizam a acetilcolina 

como neurotransmissor) cuja degeneração leva ao declínio do sistema cognitivo e da 

memória. O trabalho de Lee et al. (2009b) mostrou que os oligómeros 90-COS (oligómeros 

com 90 % de desacetilação) exibiam uma actividade inibidora da AChE superior à dos 50-

COS (oligómeros com 50 % de desacetilação) e que, por sua vez, os 90-MMWCOS 

(oligómeros com 90 % de desacetilação e 1 kDa a 5 kDa) apresentavam a actividade inibidora 

mais elevada. 

 

3.7. Outros efeitos biológicos 

3.7.1. Efeito anti-hipertensivo 

O sistema renina-angiotensina desempenha um papel fundamental no controlo da tensão 

arterial dos mamíferos e na fisiopatologia de doenças cardíacas. A renina é uma enzima que 

converte o angiotensinogéneo em angiotensina I a qual é, por sua vez, convertida em 

angiotensina II (Ang II) pela ACE (Angiotensin Converting Enzyme). A Ang II possui uma 

elevada actividade vasoconstritora que tem sido identificada como o principal factor 

responsável pela hipertensão. Hong et al. (1998) avaliaram a actividade inibidora da ACE por 

vários oligómeros e verificaram que os trímeros eram os mais eficientes na redução da tensão 

arterial. Estudos realizados por Park et al. (2003b) mostraram que a capacidade inibidora da 

ACE dos oligómeros de quitosana dependia do grau de desacetilação. Posteriormente, Park et 

al. (2008) mediram o efeito inibidor da actividade da renina por oligómeros com diferentes 

graus de desacetilação e massas moleculares, tendo verificado que todos os oligómeros 

inibiam a actividade desta enzima. A actividade inibidora aumentava com a concentração, 

mas os oligómeros preparados a partir de quitosana com 90 % de desacetilação e massas 
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moleculares entre 1 kDa e 5 kDa apresentavam a actividade inibidora mais elevada com IC50 

de 0,51 mg/ml e actuavam como um inibidor competitivo. De um modo geral, estes autores 

concluíram que, tanto o grau de desacetilação como a massa molecular, eram factores 

importantes na inibição da actividade da renina. Ngo et al. (2008b), por seu turno, prepararam 

derivados de oligómeros, tendo concluído que a substituição do átomo de hidrogénio 

localizado no carbono 6 do resíduo de piranose por um grupo aminoetilo promovia o efeito 

inibidor da ACE dos oligómeros com GP entre 0,8 kDa e 3 kDa e grau de desacetilação de 90 

%. 

 

3.7.2. Efeito na absorção de cálcio e aumento da resistência do tecido ósseo 

O efeito potenciador da quitosana na diferenciação, em osteoblastos, das células 

estaminais do mesênquima (tecido embrionário da mesoderme, folheto embrionário que se 

forma na terceira semana de gestação) de ratos Webster e na mais rápida formação do tecido 

ósseo foi demonstrado por Klokkevold et al. (1996). O trabalho de Ohara et al. (2004) 

permitiu concluir que concentrações muito baixas de oligómeros de quitosana podiam 

modular a actividade de células osteoblásticas através do mRNA e que os genes relacionados 

com a diferenciação e proliferação destas células podiam ser controlados pelos oligómeros. 

Também Ratanavaraporn et al. (2009) verificaram que oligómeros de quitosana com massas 

moleculares de 1,4 kDa eram mais favoráveis para o crescimento e diferenciação ostogénica 

de células estaminais da medula óssea do que a quitosana. Os oligómeros de quitosana, tal 

como a quitosana, têm a capacidade de se ligarem a catiões como os iões cálcio. Jeon e Kim 

(1997), num estudo in vivo, mostraram que os oligómeros de quitosana aceleravam a absorção 

de cálcio. Os oligómeros com GP de 3 a 7 faziam diminuir a excreção de cálcio e melhoravam 

a resistência mecânica do fémur dos ratos suplementados com estes oligómeros. Também 

oligómeros de quitosana fosforilados, em particular oligómeros com massa molecular inferior 

a 1 kDa, exibiam uma elevada actividade inibidora da precipitação do fosfato de cálcio, 

contribuindo assim para uma maior absorção do cálcio (Kim et al., 2005). Do mesmo modo, 

Jung et al. (2006) demonstraram que a inclusão de oligómeros de quitosana na dieta de ratos 

com osteoporose reduzia os níveis de cálcio fecal e aumentava a resistência do fémur. 

 

3.7.3. Prevenção e tratamento da asma 

No artigo de Muzzarelli (2010) são apresentados diversos efeitos benéficos da quitina e 

derivados que incluem a prevenção e tratamento da asma. Além disso, a presença de elevados 

níveis da enzima AMCase (quitinase ácida de mamíferos) foi assinalada em tecido humano 
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asmático (Elias et al., 2005), levando a admitir que a inibição desta enzima constitui um alvo 

potencial no tratamento da asma. Foi também referido (Letzel et al., 2000; Cederkvist et al., 

2006, 2008) que oligómeros parcialmente desacetilados inibiam uma família de 18 quitinases, 

sugerindo que os oligómeros de quitina ou de quitosana eram potenciais agentes anti-

inflamatórios aplicáveis em doentes com asma. 

 

3.7.4. Efeito hipocolesterolémico 

Sugano et al. (1988) referiram que a ingestão de oligómeros com diferentes massas 

moleculares tinha um efeito hipocolesterolémico em ratos, sugerindo que este efeito não 

dependia da massa molecular. Por outro lado, Ikeda et al. (1993) verificaram que oligómeros 

de baixa massa molecular (2 kDa) não impediam a absorção da gordura dietética, não 

facilitando, por conseguinte, a eliminação através do tracto digestivo. Embora, 

posteriormente, se tenham realizado diversos estudos e forulado várias hipóteses de 

mecanismos de actuação dos oligómeros de quitosana na redução dos níveis de colesterol no 

sangue, Kim e Rajapakse (2005) consideram que este mecanismo não está ainda bem 

elucidado. 

 

3.7.5. Efeitos imunoestimulantes 

Os imunoestimulantes são, em geral, compostos que estimulam o sistema imunitário não 

específico através do aumento da capacidade de defesa dos fagócitos (macrófagos e 

neutrófilos). Okamoto et al. (2003) referiram que, tanto os oligómeros de quitina como os de 

quitosana, eram eficientes no aumento da actividade migradora de macrófagos. Por sua vez, 

Hoffman et al. (1997) mostraram que a quitosana e respectivos oligómeros estimulavam 

leucócitos de salmão in vitro, produzindo níveis elevados do anião superóxido. Verificou-se 

também que os oligómeros de quitosana podem activar a produção de citocinas e promover o 

sistema de defesa contra infecções microbianas (Shibata et al., 1997; Feng et al., 2004). 

 

3.7.6. Utilização em terapia genética 

Vários estudos têm mostrado que a quitosana pode ser utilizada com sucesso em terapia 

genética (Mumper et al., 1995; Köping-Höggård et al., 2001; Jayakumar et al., 2010). Porém, 

a aplicação deste polímero apresenta algumas desvantagens tais como: formação de 

complexos muito estáveis com o ADN plasmídico (pADN) que retardam a sua libertação; 

elevada massa molecular; limitada solubilidade a valores de pH fisiológicos; e ainda a elevada 

viscosidade das soluções de quitosana. A fim de ultrapassar estas desvantagens, foi ensaiada a 
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utilização de oligómeros de quitosana (Köping-Höggård et al., 2003, 2004). Os resultados 

obtidos mostraram que os complexos dos oligómeros com o pADN se dissociavam mais 

facilmente do que os complexos de quitosana com o pADN e, além disso, apresentavam 

melhores propriedades físico-químicas. A influência da estrutura da quitosana na formação e 

estabilidade dos complexos ADN-quitosana foi estudada por Strand et al. (2005). Num 

segundo trabalho, avaliou-se em maior pormenor a relação entre o tamanho das cadeias de 

quitosana de baixa massa molecular (4,7 kDa a 33 kDa) e GP entre 21 e 88 e a absorção 

celular dos complexos e a eficiência da transferência de genes (Strand et al., 2010). Os 

resultados obtidos permitiram concluir que os oligómeros com GP entre 31 e 42 permitiam o 

nível máximo de expressão transgénica e também que era possível modelar as interacções 

electrostáticas entre os oligómeros e o ADN, através do controlo do GP dos oligómeros e da 

sua substituição parcial por oligossacarídeos neutros. No trabalho de Puras et al. (2013) 

oligómeros de quitosana com 5,7 kDa revelaram-se promissores no tratamento de alterações 

da retina por terapia genética. 
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