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RESUMEN

Actualmente la demanda de camardn sin cascara ha crecido, especialmente en el mercado europeo,
y por lo tanto también ha aumentado la cantidad de desechos de la cascara, cabeza y cola de camarén. Estos
residuos actualmente no son aprovechados, e incluso solo supone un gasto extra para su correcto desecho al
ser residuos orgédnicos. Debido a lo cual, brindar una solucién sostenible para el aprovechamiento de estos
residuos ha sido de gran interés en los ultimos afios, especialmente porque las cascaras de camaron
contienen un compuesto llamado quitina, la cual es de gran importancia ya que de esta se puede obtener el
quitosano, el cual es un biopolimero que gracias a sus propiedades tales como biocompatibilidad,
biodegradabilidad y formacion de filmes, Gltimamente ha sido de mucho interés debido a su aplicacion en
el campo de la industria, alimentacion y medicina. No obstante, su extraccion requiere de altas temperaturas
y largos tiempos de reaccion, ademas del uso de acidos y bases fuertes, lo que la hace poco amigable con el

medioambiente gracias al alto consumo energético.

Por este motivo, el objetivo de este estudio fue determinar una ruta dptima para la extracciéon de
quitosano a partir de las cascaras del camaron mediante el uso de radiacion de microondas como una
alternativa sostenible al método de calentamiento tradicional. La extraccién de quitosano a partir de las
cascaras de camaron se divide en cuatro etapas: desproteinizacion, desmineralizacion, decoloracion y
desacetilacion. Por lo que para cada proceso de la extraccion se estudiaron distintos tiempos de
calentamiento en microondas y diferentes concentraciones de los reactivos para determinar la combinacion

optima en cada etapa.

Asi, los resultados de esta investigacion permitieron determinar que la utilizacion de radiacion de
microondas como alternativa al método de calentamiento convencional es viable, ya que fue posible
obtener una ruta con las condiciones dptimas, de tal manera que se redujo el tiempo de calentamiento de
aproximadamente 6 horas y media a tan solo 24 minutos. Ademas, el quitosano obtenido mostr6 ser de
calidad y contar con caracteristicas bastante similares a las reportadas en otros estudios que emplean el

método de calentamiento tradicional.



I. INTRODUCCION

Este trabajo tiene como finalidad optimizar la extraccion de quitosano a partir de la quitina que se

encuentra en la cascara de camarén empleando radiacion de microondas como alternativa sostenible.

El quitosano es un biopolimero derivado de la quitina que se encuentra principalmente en las
paredes celulares de los hongos y en el exoesqueleto de los artropodos como los aracnidos, crustiaceos e
insectos. Este biopolimero tiene un gran importancia dentro de la industria ya que es empleado como
agente procoagulante y hemostatico dentro de la medicina, también como espesante, emulsionante y
conservador de alimentos, en el desarrollo de plasticos biodegradables y dentro de la agricultura gracias a
sus beneficios en el crecimiento de los cultivos. Por lo cual, se ha buscado optimizar su obtencion para su

aprovechamiento.

Actualmente, el quitosano es obtenido por la desproteinizacion, la desmineralizacion y la
desacetilacion quimica de los exoesqueletos en polvo de algunos insectos como grillos, o crustaceos como
camarones, langostas, cangrejos, etc. Todos estos procesos requieren de altas temperaturas y largos tiempos
de reaccion, ademas del uso de acidos y bases fuertes, lo que hace la extracciéon poco amigable con el

medioambiente gracias al alto consumo energético, y poco segura para quien la lleva a cabo.

Por esta razon, para este trabajo se utilizo radiacion de microondas como alternativa de
calentamiento ya que en estudios previos este método ha demostrado que se puede reducir el tiempo de
reaccion a tan solo minutos y sin la necesidad de utilizar temperaturas tan altas. Por lo que para cada
proceso de la extraccion de quitosano se estudiaron distintos tiempos de calentamiento en microondas y
diferentes concentraciones de los reactivos para determinar la combinacion dptima en cada etapa.

Para esto, primero se debe lavar, secar y triturar la materia prima obtenida hasta obtener un polvo fino, el
cual luego se somete a una serie de procesos de cuatro pasos: desproteinizacion, desmineralizacion,

decoloracion y desacetilacion.

La desproteinizacion se realiz6 utilizando hidroxido de potasio (KOH) en concentraciones 10, 12y
25 % m/v con 6, 8 y 10 min de calentamiento. La desmineralizacion se llevo a cabo utilizando acido
clorhidrico (HCI) en concentraciones de 6, 9 y 12% v/v y tiempos de calentamiento de 4, 8 y 12 min. La

decoloracion se realizé utilizando peroxido de hidrégeno (H202) al 7, 15 y 30% con 2, 4 y 6 min de



calentamiento. Y la desacetilacion se realizé utilizando hidroxido de sodio (NaOH) en concentraciones 40,

50y 60% m/v con 6, 8 y 10 min de calentamiento respectivamente.

La materia prima escogida fueron cascaras del camardn Litopenaeus Vannamei, gracias a que una
de las industrias mas importantes en Guatemala y que ha crecido de manera considerable en la ultima
década son las empresas de acuicultura del camaron, las cuales se dedican a la produccion, procesamiento y
comercializacion de camarones de alta calidad y productos de acuicultura relacionados (ACUAMAYA,
2021). Y es asi como ha aumentado la demanda de todo tipo de camarones, especialmente la
comercializacion de los camarones sin cascara, es decir ya pelados; esto debido a que son mas comodos y
faciles de manejar para la poblacion en general. Por lo que a su vez estas empresas han buscado formas en
las que se puede utilizar estos desechos de camardn para poder reducir la produccion de desechos y poder

aprovechar los mismos.

De esta manera fue posible determinar las condiciones dptimas para cada etapa de la extraccion de
quitosano, empleando radiaciéon de microondas como alternativa al calentamiento convencional. Para la
primera etapa se alcanzé un porcentaje de desproteinizacion del 70.70% utilizando hidréxido de potasio
(KOH) al 25% m/v y calentando en microondas 5 minutos a una potencia de 145W y 3 min a una potencia
de 435W. Para la segunda etapa se obtuvo un porcentaje de ceniza de 0.560% correspondiente a un
porcentaje de desmineralizacion de 97.50% utilizando 4acido clorhidrico (HCI) al 12% v/v y calentando en
microondas 8 minutos a una potencia de 580W. Para la tercera etapa se determind cualitativamente,
observando la diferencia en el cambio de coloracion de un rojizo suave a un blanco crema y tomando en
cuenta las ventajas costo-energéticas que podrian ser mas sostenibles, que la mejor decoloracion se
alcanzaba utilizando per6xido de hidrogeno (H202) al 15% v/v y un tiempo de calentamiento en
microondas de 4 minutos a una potencia de 435W. En la ultima etapa, se obtuvo un porcentaje de
desacetilacion de 79.70%, utilizando una concentracion de hidroxido de sodio (NaOH) de 50% m/v y un
tiempo de calentamiento en microondas de 8 minutos a una potencia de 435W. Adicionalmente, se
determiné que el quitosano obtenido se descompone a temperaturas mayores a 370°C, tiene un porcentaje
de ceniza final de 0.572% y un porcentaje de humedad de 6.34%. Ademas, al realizar un analisis cualitativo
mediante espectroscopia de infrarrojo (FTIR), se encontraron picos que corresponden a los grupos

funcionales caracteristicos, tanto de la molécula de la quitina, como del quitosano obtenido.



II. OBJETIVOS

A. GENERAL

Optimizar la extraccion de quitosano con un porcentaje de ceniza y humedad menor al 1% y 10%

respectivamente, a partir de la cascara de camarén mediante la determinacion de tiempos de calentamiento

con radiacion de microondas y concentraciones 6ptimas para cada etapa de la extraccion.

B. ESPECIFICOS

1.

Determinar la concentracion de hidréxido de potasio y tiempo de calentamiento dptimo para la
desproteinizacion de la c4scara de camardn para obtener al menos un 65% de desproteinizacion.
Determinar la concentracion de acido clorhidrico y tiempo de calentamiento Optimo para la
desmineralizacion de la cascara de camardn para obtener menos de un 1% de ceniza.

Determinar la secuencia Optima para la desproteinizacion y desmineralizacion para la extraccion
de quitina.

Determinar la concentracion de peroxido de hidrogeno y tiempo de calentamiento 6ptimo para la
decoloracion de la quitina mediante un analisis cualitativo.

Determinar la concentracion de hidroxido de sodio y tiempo de calentamiento 6ptimo para la
desacetilacion de la quitina para obtener al menos un 70% de desacetilacion.

Caracterizar el quitosano obtenido mediante pruebas de punto de fusion, porcentaje de ceniza y

humedad, junto con un analisis cualitativo de espectroscopia infrarroja (FTIR).



[II. JUSTIFICACION

Guatemala comenz6 con el cultivo de camardon en 1983 y a partir de ese momento se ha ido
desarrollando la industria hasta lo que es hoy en dia. Actualmente Guatemala cuenta con 1,700 hectareas
(ha) para el cultivo de camar6n, de las cuales solo el 41% estan en produccion, esto se debe al sistema de
cultivo superintensivo que este pais ha implementado a partir de 2003, ya que este método ha demostrado
ser eficiente en la optimizacion de recursos, ademas de brindar un alto rendimiento, por esta razéon han
logrado producir volumenes de casi 20 mil toneladas métricas de camarodn al afio (Global Seafood Alliance,

2018).

Consecuentemente, en los ultimos afios se ha observado un crecimiento en su produccion y
demanda, sin embargo, se ha reportado que alrededor del 48-60% del peso total del camaroén corresponde a
la fraccion no comestible, que comprende el exoesqueleto, la cabeza y la cola; de tal manera que al haber
aumentado la demanda de camaron también ha crecido la cantidad de desechos que se producen, dando
como resultado toneladas de residuos de la cascara de camar6n. Estos residuos, al ser catalogados como
desechos, por lo general no son reutilizados y unicamente son descartados por lo que su descomposicion,
ademas de los males olores, puede generar un problema ambiental grave si no son tratados adecuadamente.
Por ello, se ha estudiado la composicion de los desechos de camardn con el objetivo de conocer nuevas

estrategias para su aprovechamiento (Cabanillas et al., 2020).

La composicion de los desechos de camardn varia segun la especie, sin embargo multiples
estudios reportan que los componentes principales son proteinas (35-50%), quitina (15-20%), minerales
(10-15%), lipidos (2-7%) y algunos pigmentos como la astaxantina (1-5%) (Hamed et al., 2016). De tal
manera que estos desechos han aumentado el interés de estudio dado a su relevancia y sus posibles
aplicaciones en la industria, en especial la quitina y el quitosano. La quitina es el segundo polisacarido
natural mas abundante en la tierra después de la celulosa, y mediante un proceso quimico llamado
desacetilacion se puede obtener el quitosano. Este tltimo es un biopolimero de gran importancia dado a que
muestra actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y levaduras, por lo que puede ser utilizado en
diversas areas industriales como en cosmetologia, agricultura, alimentos, tratamiento de aguas, industria

textil, biotecnologia y medicina (Wood, 2018).

Por ello, ha aumentado el atractivo en la extraccion de quitosano a partir de los residuos de la
cascara de camaron y se han desarrollado distintos procedimientos para llevarlo a cabo. No obstante, se ha
reportado que el método de extraccion de quitosano tradicional requiere de altas temperaturas y largos
tiempos de calentamiento, lo cual es poco econémico y ecoldgico, ademas del uso de acidos y bases fuertes

4



que pueden ser peligrosos si no se tiene las herramientas y la pertinencia adecuada. Por esta razon, es
necesaria la implementacion de un nuevo enfoque, en donde la sintesis quimica sea mas amigable con la
salud y con el medio ambiente. Por lo cual, la finalidad de este estudio fue evaluar una alternativa de la
extraccion de quitosano a partir de los residuos de la céscara de camarén que posea una mayor
compatibilidad ambiental, comparado con los procesos disponibles actuales, cuya peligrosidad es mayor

tanto para el consumidor como en las aplicaciones industriales.



IV. HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho):
No es posible optimizar la extraccion de quitosano a partir de la quitina de los residuos de la

cascara de camaron empleando radiacion de microondas.

Hipotesis alternativa (Ha):
Es posible optimizar la extraccion de quitosano a partir de la quitina de los residuos de la cascara

de camarén empleando radiacion de microondas.



V. MARCO TEORICO

A. ANTECEDENTES

1.

Mercado Mundial

La acuicultura forma una parte fundamental en la industria alimentaria dado su importancia en la
actividad econémica mundial, puesto que es una base del sustento alimenticio de miles de personas gracias
a su aporte de proteinas y vitaminas. Ademas que fomenta la produccion, exportacion y generacion de
empleos alrededor del mundo. Dentro de la acuicultura se encuentra el cultivo y produccion de camarodn, el
cual representa un sector importante dado su alto valor.

Los camarones han sido cultivados a nivel mundial por décadas, y estan disponibles en numerosas
especies, como L. vannamei, P. monodon y M. rosenbergii; los cuales son populares en el mercado
internacional, y gracias a eso muchos paises estan fomentando la produccion de camarones. Por lo cual,
actualmente la produccion de camardn se divide en dos grandes regiones: Asia y América, de las cuales
participan alrededor de 50 paises de todo el mundo, siendo India, China, Vietnam, Indonesia, Tailandia y
Ecuador algunos de los principales paises productores de camarones. En 2019 la Alianza Mundial de
Acuacultura realizé la encuesta GOAL (Global Outlook for Aquaculture Leadership) por sus siglas en
inglés, en la cual encuestaron a los principales productores de camarones y reportaron una produccion
global de 4.267.500 toneladas métricas en 2017, de los cuales, los paises asiaticos (China, Tailandia,
Vietnam, Indonesia, Malasia, Filipinas, India y Bangladesh, principalmente) representaron
aproximadamente 3.42 millones de toneladas métricas (MMT) o alrededor del 80.1% de la produccién
mundial en 2017. Por otro lado, América Latina (Ecuador, México, Brasil, Venezuela, Honduras,
Nicaragua, Guatemala, Belice, Panama, Pert y otros) produjeron alrededor de 756,430 TM 0 17.7% ; y el
resto del mundo representd alrededor de 85,000 TM o aproximadamente el 2% del total(GSA, 2018). La
especie de camardn Litopenaeus vannamei, también conocido como camardn blanco del Pacifico, fue la

principal especie acuatica cultivada en el mundo en valor de $18,460 millones en 2014 (FAO, 2018).



Figura 1: Produccion de camarones por region..
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Dado que Norteamérica no es uno de los principales productores de camardn, en los ultimos afios
ha aumentado la produccion en paises ubicados en América Central, ya que después de Ecuador estos son
los principales sectores de América que emplean la exportacion de camardn cultivado como parte
importante de la economia nacional y para suplir principalmente los mercados norteamericanos. En 2018 la
Organizacion del Sector Pesquero y Acuicola del Istmo Centroamericano (OSPESCA), reporté que el
principal exportador de camarén es Honduras, con $37 millones, seguido de Nicaragua, con $32 millones,
Guatemala, con $11 millones, Panama con $9 millones, Costa Rica, con $1,4 millones y El Salvador con
$0,1 millones. Asimismo, declaré que el 27% del valor exportado desde Centroamérica tuvo como destino

EE.UU., 14% Espafia, 13% Taiwan, 10% Reino Unido y 9% Francia (SICA, 2018).

Guatemala comenz6 con el cultivo de camardon en 1983, sin embargo en los ultimos afios ha
destacado entre los paises productores de América Latina gracias a la implementaciéon de un mecanismo de
produccion intensiva bastante parecido al que se ha desarrollado en los paises asiaticos. Actualmente, este
pais cuenta con aproximadamente 120 productores de camardn, y con la implementacion de este nuevo
sistema, se ha logrado producir hasta 27,216 kg por hectarea (ha) por ciclo, lo que supone cerca de 25,000
toneladas métricas (TM) de camaro6n cultivado en todo el pais®. En 2003 comenz6 a funcionar el primer
sistema intensivo en Guatemala, este se basa en realizar ciclos mas cortos y mas ciclos al afio, lo que trac
beneficios econdmicos ademas que disminuye la materia organica y lodos generados. Esto es posible
gracias al uso de camarones genéticamente mejorados, que crecen con mayor rapidez y resistencia, por lo
que tienen tasas de supervivencia mas altas y comparado con la base anual de los ciclos mas largos son mas

rentables (GSA, 2018).



Figura 2: Evolucion de la produccion de camaron cultivado en Guatemala, 2000 a 2018.
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Produccion de los desechos de camaron

En la ultima década, se ha observado un crecimiento en la producciéon mundial de mariscos,
principalmente de camardn, y junto con este aumento ha crecido también la producciéon de desechos de la
cascara de camaron, gracias a la reciente popularidad del comercio de camarones pelados, ya que este es un
producto acuicola de alto valor y se procesa para obtener carne, dejando el caparazon y la cabeza como
productos de desecho. No obstante, la principal fuente de proteina marina y aceites son las cabezas de
camardn, sin embargo las mismas generalmente se quitan en los lugares de pelado cerca del desembarque o
en las plantas empacadoras. Por lo que el camardn es exportado en forma congelada sin exoesqueleto

(Kandra et al., 2011).

La cantidad de residuos generados del procesamiento de los camarones dependera del rendimiento
carnico de los mismos, para el caso de los camarones es del 35-40%. Cada afio, se producen entre 6 y 8
millones de toneladas de desechos de caparazones de cangrejo, camardn y langosta en todo el mundo, en
donde 1,5 millones de toneladas solo son en el sudeste asidtico. Lo que suele ocurrir en los paises
desarrollados es que su eliminacion generalmente es costosa, por ejemplo, en Australia cobran hasta US

$150 por tonelada (Yan, 2015).

Por otro lado, las actividades acuicolas en los paises de América Latina han ido creciendo en los
ultimos afios. Datos reportados en 2018 por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO), muestran que México produjo alrededor de 227,000 toneladas de camaroén, estimando

una generacion de residuos de mas de 100,000 toneladas (FAO, 2018). Una de las empresas camaroneras



mas importantes de Guatemala es Acuamaya, la cudl reporté que en 2021 se generaron aproximadamente
1350 toneladas de residuos de camaron (ACUAMAYA, 2021).

En consecuencia, cuando se descomponen estos desechos no solo se generan olores poco
agradables, si no que el mal manejo puede causar problemas ambientales graves, aunado a que cada vez
hay reglas mas exigentes para la proteccion del medio ambiente. Por lo cual, en la actualidad existe la

necesidad de tratar y utilizar los residuos de la manera mas eficiente (Cabanillas et al., 2020).

Tratamiento de los desechos de camardn

La cabeza, caparazon y cola de los camarones representan aproximadamente entre el 48-60% del
peso total del camardn, por lo que al tomar en cuenta que estos desechos de cascaras de camardn se generan
en grandes cantidades en las industrias de procesamiento de camarones alrededor del mundo, su
eliminacion supone una cantidad importante de desechos. Se ha desarrollado un procedimiento a mediana y
gran escala en donde generalmente estos residuos son secados y mezclados con otras materias primas
agricolas para producir alimentos para animales, en ocasiones son vendidos a cooperativas porcinas, no
obstante solo el 5% del peso total de estos residuos son aprovechados para este proposito. La técnica mas
comun para su aprovechamiento es la practica artesanal de secado al sol, no obstante este procedimiento
tiene bajo control higiénico y los productos estan limitados inicamente para el consumo animal (Kandra et
al., 2011). Otro uso que actualmente se le da a estos desechos es mediante su pulverizacion para funcionar
como base de sopas, aderezos y salsas. Luego estos residuos son descartados en basureros municipales, en
aguas residuales de las plantas de procesamiento de mariscos y en otros casos directamente sobre las costas
maritimas, aportando a éstas grandes cantidades de materia organica, lo que causa una intensa

contaminacion ambiental (Islam et al., 2004).

Por lo cual, a pesar de que el exoesqueleto de camardn es considerado y manejado como desecho,
en realidad la cabeza y caparazon del camardn contienen varios compuestos bioactivos como proteinas
(35-50%), quitina (15-20%), minerales (10-15%), lipidos (2-7%) y algunos pigmentos como la astaxantina
(1-5%) (Cabanillas et al., 2020). Estos compuestos tienen una amplia gama de aplicaciones, como en
medicina, terapias, cosmética, papel, pulpa y industria textil, biotecnologia y aplicaciones alimentarias

(Kandra et al., 2011).
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B. COMPOSICION DE LOS DESECHOS DE CAMARON

Con el objetivo de conocer nuevas estrategias para el aprovechamiento de los residuos de
camaroén, en los ltimos afios se ha investigado su composicion para encontrar diferentes aplicaciones que
sean Uutiles no solo para disminuir la contaminacion generada por estos desechos, si no también para que
puedan funcionar como productos utiles en la industria. La composicion de los desechos de camaron varia

segun la especie y el tipo de procesamiento, sin embargo se componen principalmente de:

1. Proteinas:

Conformando entre el 35-50%, las proteinas son el compuesto mas abundante de la céscara y
cabeza de camardon. Ademas, poseen aminoacidos esenciales como la metionina, arginina, fenilalanina,
valina e histidina, que pueden ser beneficiosos para la salud si son procesados como suplementos
alimenticios (Cabanillas et al., 2020). Un estudio resalta que el contenido de aminoacidos en la cascara es
mayor que en la cabeza de camaron, en donde se resalta el contenido de acido glutamico, quien demostro

ser el mas abundante en ambas muestras (Ibrahim et al., 1999).

2. Lipidos

Los lipidos conforman entre el 2-7% de los desechos de camardn, los mas abundantes son los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), estos son acidos grasos esenciales en los que se encuentran las
grasas omega-3 y omega-6. Los mas comunes en la cdscara y cabeza de camarén son los derivados del
omega-3, como el acido docosahexaenoico (DHA) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA), estos son acidos
grasos esenciales que el cuerpo necesita para el crecimiento de las células y el funcionamiento del cerebro,
ademas se han realizado estudios que revelan que estos acidos ayudan a disminuir el riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares y cancer. Asimismo, nuestro cuerpo no produce por si mismo estos acidos
grasos esenciales, por lo que deben ser obtenidos a partir de la dieta (Cabanillas et al., 2020).
Especificamente en la especie Litopenaeus vannamei se encontrd que los acidos palmitico y linoleico estan

presentes en un 47% y 31% del total de lipidos respectivamente (Cabrera et al., 2005).

3. Minerales
La cascara y cabeza de camaro6n poseen una gran variedad de minerales, alrededor del 10-15% del
peso total de estos desechos. Los mas abundantes son sodio, calcio y potasio, ya que estos minerales son los
que forman el exoesqueleto de los crustidceos, no obstante también contienen fosforo, zinc, magnesio,

hierro y otros en menor concentracion (Singh, 2018).
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Pigmentos

Los pigmentos se encuentran en menor concentracion en los residuos de cascara y cabeza de
camardn, ya que unicamente componen el 1-5% de estos. Se compone de pigmentos de carotenoides, de los
cuales predomina la astaxantina. Este compuesto es uno de los antioxidantes naturales mas eficaces, incluso
en comparacion con otros carotenoides ya que tiene una actividad antioxidante entre 10 a 100 veces mas
que otros, como el B-caroteno y a-tocoferol (Cabanillas et al., 2020). Ademas de esto, también cuenta con
propiedades antiinflamatorias, lo cual hace a este compuesto uno de alto interés para las industrias

cosmética y farmacéutica.

Quitina

La quitina es un polisacarido lineal compuesto de residuos N-acetil-D glucosamina en el enlace
a(1-4), el cual es responsable de brindar rigidez al exoesqueleto de muchos invertebrados, entre ellos el
camardn, ya que la quitina se encuentra generalmente en caparazones de crusticeos y hongos. La quitina
varia en estructura cristalina y se encuentra en tres formas alomorficas: o, B y y. En el estudio de
Rasweefali et al. (2022) sefiala que la a-quitina estd alineada de manera antiparalela con fuertes enlaces de
hidrogeno intra e inter-liminas y generalmente se obtiene de los exoesqueletos de los crustaceos. La
B-quitina tiene una disposicion paralela con enlaces de hidrogeno débiles dentro de las hojas y
generalmente se obtiene de las plumas de calamar. La y-quitina es una mezcla de cadenas antiparalelas y
paralelas y se obtiene de hongos y levaduras. Especificamente, este compuesto esta presente en un 15-20%
en los residuos de cascara de camaron (Cabanillas et al., 2020). La quitina es blanca, insoluble, dura,
elastica y es obtenida generalmente por un tratamiento quimico y posee una gran masa molecular. Este
biopolimero es sintetizado por un enorme numero de organismos; y considerando la cantidad de quitina que

se produce anualmente en el mundo, es el polimero mas abundante después de la celulosa (Rinaudo, 2006).

Los derivados de quitina son biodegradables y a su vez son polimeros naturales que han sido
utilizados en diferentes ambitos de la industria, como en tratamiento de agua, dispositivos biomédicos y
terapias, cosmética, biotecnologia, agricultura, ciencia de los alimentos y tecnologia de membranas. El
derivado de quitina mas importante es el quitosano, que se obtiene mediante la desacetilacion de la quitina.
Este compuesto es biodegradable y tiene un alto peso molecular, por lo que es de interés en diferentes

industrias (Hossain & Igbal, 2014).
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C. OBTENCION DE QUITOSANO A PARTIR DE QUITINA

I.

Importancia del quitosano

Los polimeros mas utilizados comercialmente en la industria son productos derivados del petroleo,
los cuales deben pasar por procesos quimicos poco seguros y amigables para el medio ambiente. Por esta
razén es que en la tltima década ha habido un gran interés en buscar alternativas naturales, como el uso de
biopolimeros para disminuir la contaminacién ambiental. Entre los biopolimeros se encuentran
polisacaridos como la celulosa, almidon, alginatos, quitina y su derivado quitosano. Este tltimo es de alto
interés industrial dado a sus diferentes propiedades, entre los que se destaca la solubilidad en varios medios
de disolucion, su viscosidad, capacidad para formar peliculas (films), quelacion de metales, entre otros
(Priyadarshi & Rhim, 2020). Consecuentemente, el quitosano tiene una gran variedad de aplicaciones,

algunas se describen a continuacion:

Tratamiento de aguas

En donde funciona como coagulante primario para aguas residuales con alta turbidez y alcalinidad,
ademas de eso también funciona como floculante, ya que es capaz de atrapar sustancias coloidales
presentes en el agua y ayudar a la remocion de las mismas, el quitosano también es capaz de absorber
metales pesados, por lo que también es utilizado para potabilizar los sistemas de agua (Campo Vera et al.,

2018).

Agricultura

Inhibe la formacion de fitopatogenos, aumenta las respuestas defensivas de las plantas y su
proteccion contra microorganismos. También es utilizado en forma de film para cubrir algunos frutos y asi
aumentar el tiempo de vida de la cosecha, incluso se han hecho recubrimientos comestibles, a los cuales se
les puede agregar antioxidantes, sabores, colores, agentes antimicrobianos, entre otros. Unido a lo anterior,
el quitosano tiene propiedades antimicrobianas, por lo que este compuesto es considerado como un

plaguicida util para el control de enfermedades en las plantas (Valenzuela V. & Arias, 2012).

Industria textil

Especialmente en la elaboracion de fibras, ya que estas son biocompatibles y se han hecho
populares gracias a su capacidad para proporcionar proteccion contra alergias y algunas enfermedades
infecciosas. Ademas, este compuesto tiene una alta capacidad de retencion de humedad y curacion de
heridas, también se utiliza como aglutinante en el algoddn, justamente para servir como barrera entre los

microorganismos y la sangre (Valenzuela V. & Arias, 2012).
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Industria alimentaria

El quitosano es empleado como aditivo en los alimentos ya sea como espesante, gelificante o
también emulsificante dado a su versatilidad. En productos lacteos, la solucion de quitosano en leche
liquida mejora el proceso de esterilizacion ya que evita la coagulacion de la proteinas; en quesos contribuye
a la suavidad y no afecta la microflora. También son empleados los films anteriormente descritos que
contribuye a disminuir el crecimiento fingico de los alimentos durante su almacenamiento, sin afectar la
calidad interna de los mismos. Por lo tanto, dado a sus vastas aplicaciones en la industria alimentaria se

vislumbra una demanda creciente de quitosano en este ambito (Valenzuela V. & Arias, 2012).

Industria cosmética

Su principal uso en la cosmetologia es la de crear productos para formacion de films para la
fijacion del cabello y diversas aplicaciones de higiene personal. El quitosano también es utilizado
ampliamente en la odontologia ya que disminuye el nivel de acidez en las caries y el pH de las placas. El
efecto beneficioso del quitosano se le atribuye a su capacidad para unirse al esmalte al crear films
protectores, ademas también es util para el tratamiento del cabello, ya que potencia la adicidén de ciertos
productos, por lo que este compuesto es incluido en shampoos, enjuagues, agentes de ondulacion, entre
otros. Tiene la capacidad de interactuar con la keratina para formar films elasticos transparentes sobre las

fibras capilares, que aumenta la suavidad y fuerza del cabello.

Otra aplicacion del quitosano dentro de la industria cosmética es en el cuidado de la piel, es
agregado a protectores solares dado a que reduce el fotoenvejecimiento de la piel, ademés de regular el

estado antioxidante y antiinflamatorio (Universidad Complutense de Madrid, 2017).

Gracias a las diversas aplicaciones que tiene el quitosano es que muchas empresas alrededor del
mundo han invertido en la implementacion de este compuesto en sus diferentes productos, un ejemplo de
esto es en la empresa Primex que se encuentra en Islandia, ésta comercializa productos a base de quitosano
para el cuidado de la piel y purificacion de agua con sus marcas ChitoClear® y SeaKlear®,
respectivamente (Primex EHF, 2020). KitoFlokk® es una marca noruega que realiza algo parecido para el
tratamiento de aguas y aguas residuales (Norwegian Chitosan, 2020). Paises como China también producen
quitosano a partir de fuentes fingicas como Aspergillus para uso en alimentos, bebidas, cosméticos,

productos farmacéuticos y agricultura (Chibio Biotech, 2019).
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a.

1)

La quimica detras de la obtencioén de quitosano
Extraccion de quitina

La quitina se puede extraer del desechos de camarones mediante dos métodos: quimico y
biolégico. El procedimiento basico consiste en lavar, secar y triturar la materia prima obtenida de diversas
fuentes con el fin de obtener un polvo fino, el cual luego se somete a una serie de procesos de tres pasos:
desmineralizacion, desproteinizacion y decoloracion. Estos tres pasos son comunes tanto para los métodos

quimicos como para los biolégicos.

M¢étodo bioldgico

Este método se puede realizar mediante uno o varios procesos de fermentacion utilizando
microorganismos. En general, la extraccion de quitina se divide en desproteinizacion y desmineralizacion,
que se lleva a cabo a partir de los residuos de la cascara de camardn. En la actualidad, este método es
estudiado como una alternativa mas econdémica y amigable con el medio ambiente en comparacion con el
método quimico tradicional que utiliza 4cidos y bases fuertes, ademas varios estudios han demostrado que

el método bioldgico tiene un rendimiento mayor (Tanganini et al., 2020).

Para llevar a cabo este procedimiento se realiza una fermentacion acido lactica, el cual es un
proceso celular anaerdbico donde se utiliza glucosa como fuente de energia y se obtiene como producto de
desecho acido lactico. Este proceso es realizado por muchas bacterias (conocidas como bacterias del acido
lactico), también por hongos, algunos protozoos y en los tejidos animales. Las bacterias del acido lactico
(Lactobacilo o Lactobacillus) son capaces de convertir la lactosa y azlcares en acido lactico, este
compuesto es utilizado para la desproteinizacion de los residuos de camaréon dado que las proteasas rompen
los enlaces peptidicos de las proteinas (Colina Rincon et al., 2017). Estudios previos reportaron sobre el uso
de microorganismos para este proposito, de los que se encuentran Lactobacillus plantarum (Rao y Stevens,
2005), Lactobacillus helveticus (Arbia et al., 2013), Pediococcus acidilactici (Bhaskar et al., 2007),
Bacillus subtilis (Sun y Mao, 2016), Bacillus cereus (Manni et al., 2010), Bacillus licheniformis (Hajji et
al., 2015), Pseudomonas aeruginosa (Oh et al., 2007) y Streptococcus thermophilus (Mao et al., 2013).
Estos mismos estudios resaltan que la bacteria Lactobacillus sp., elimina hasta el 56% de la proteina y el
88% de los minerales de los desechos de cangrejo (Flores-Albino et al., 2012). Otro estudio reporta que la
bacteria Bacillus spp., podria eliminar mas del 80% de la proteina y menos del 67% del mineral de los
desechos de camaron (Ghorbel-Bellaaj et al., 2012). También la bacteria Lactobacillus plantarum demostrd
que es capaz de eliminar el 66% de la proteina y el 63% de los minerales (Rao y Stevens, 2005). Sin
embargo, se ha visto que en algunos casos es necesario hacer mas de una fermentacion de una solo cepa,

por lo que otros estudios han recomendado utilizar al menos dos bacterias diferentes para mejorar la
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eficiencia de remocion de proteinas y minerales en la fermentacion de la cascara del camaron(Tanganini et

al., 2020).

Método quimico

El tratamiento quimico para la extraccion de quitina a partir de la cascara de camarén se realiza en
dos etapas consecutivas, que al igual que en el método biologico, son la desproteinizacion y la
desmineralizacion. La desproteinizacion consiste en tratar las cascaras con una solucion acuosa diluida de
una base fuerte (normalmente se utiliza hidroxido de sodio) a una temperatura alta con el fin de disolver la
proteina (Tanganini et al., 2020), no obstante también hay estudios que realizan este procedimiento a
temperatura ambiente pero se ha demostrado que el mismo se tarda hasta mas de 20 horas, por lo que
generalmente para agilizar el tiempo de reaccion se utilizan temperaturas bastante altas (Hossain & Igbal,
2014) La base fuerte es utilizada ya que a valores muy extremos de pH, la proteina puede perder su
configuracién tridimensional y se produce una desnaturalizacion de la misma.

El tratamiento para la desmineralizacién es parecido con la diferencia que se utilizan acidos
fuertes, como el acido clorhidrico. El acido reacciona con el carbonato de calcio que estd presente en el
exoesqueleto de los crustaceos para convertirlo en una sal de calcio y dioxido de carbono. El tiempo de
reaccion depende igualmente de la temperatura utilizada, no obstante a temperatura ambiente se ha
observado que esta reaccion tarda entre 15 y 20 horas, por lo que habitualmente se utilizan temperaturas
altas.

Consecuentemente, este método tiene la desventaja de que puede ser costoso y poco amigable con
el medio ambiente, sin embargo es el que comunmente se utiliza gracias a su poco tiempo de reaccion en

comparacion con el método biologico.

Conversion de quitina a quitosano
La quitina es capaz de convertirse en quitosano tras una serie de reacciones enzimaticas o
quimicas. Al contrario que para la extraccion de quitina, habitualmente se prefieren los métodos quimicos

dado su bajo costo y facilidad para la produccion industrial.

Método enzimatico

La conversion de quitina a quitosano por este método se lleva a cabo gracias a una enzima llamada
quitina desacetilasa. En 1974 se encontrd que el compuesto quitosano esta presente en las paredes celulares
de algunas especies fungicas, como el hongo Mucorrouxii y se observd que el causante de esto es
justamente la presencia de la enzima quitina desacetilasa, ya que esta convertia la quitina en el quitosano.

No obstante, se observo que el rendimiento enzimatico de la obtencion de la enzima era muy bajo cuando
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se producia a partir de cepas fungicas, ademas de que requiere de un proceso de fermentacion mas

complejo (Priyadarshi & Rhim, 2020b).

Meétodo Alcalino

Para este método se utiliza la quitina extraida y se le agrega una base fuerte (generalmente NaOH),
este proceso conduce a la hidrolisis de los grupos acetilo y la conversion de las unidades de
N-acetilD-glucosamina en unidades de D-glucosamina que tienen grupos amino libres (como se muestra en
la Figura 3). El grado de desacetilacion del quitosano producido por este método va a depender del tiempo
de reaccion, la temperatura y la concentracion de la solucion alcalina utilizada (Priyadarshi & Rhim,
2020Db).

Figura 3: Estructura quimica del compuesto quitina y quitosano.
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Fuente: Romero (2020).

D. ALTERNATIVA SOSTENIBLE DEL METODO DE EXTRACCION

QUIMICA DE QUITOSANO

Dado a la importancia del quitosano, en lo tltimos afios ha crecido el interés en buscar alternativas
de la extraccion del mismo que sean mas econdémicas y amigables con el planeta, ya que el método
tradicional incluye la utilizacion de acidos y bases fuertes, ademas de temperaturas altas o tiempo de
calentado prolongados, lo que consume mucha energia. Por estas razones es que la tecnologia de radiacion
de microondas ha sustituido a la calefaccion convencional utilizando la calefaccion tridimensional de la
masa de reaccion, ya que puede realizar transformaciones quimicas en minutos, en lugar de horas o dias.
Cabe aclarar que la radiacion de microondas es una radiacidon no ionizante, es decir su energia no es lo
suficientemente alta como para eliminar un electron de un atomo o molécula. Consecuentemente, esta
tecnologia ha sido ampliamente utilizada en la ultima década como una poderosa herramienta para sintesis

mas eficientes, por lo cual se esta convirtiendo en una técnica imprescindible para la sintesis acelerada de
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compuestos organicos e inorganicos. El calentamiento por microondas, como alternativa a las técnicas de

calentamiento convencionales, demostro ser mas rapido y eficiente para varias reacciones quimicas.

Hablando especificamente de las reacciones para la obtencion de quitosano, varios estudios como
los de Sagheer et al. (2009), Luo et al. (2010) y Mahdy et al. (2013), demostraron que es posible convertir
quitina en quitosano durante la reaccion de desacetilacion utilizando radiacion de microondas. Por lo cual,
hasta ahora, la tecnologia de microondas se utilizaba en el Gltimo paso de la extraccion de quitosano, es
decir, en la conversion de quitina a quitosano. No obstante, recientemente se realizé un estudio por Knidri
et al. (2016), en donde utilizan esta técnica en los pasos de desmineralizacion y desproteinizacion también,
y obtuvieron que el quitosano producido a partir del calentamiento por microondas redujo el tiempo de 6
horas 30 minutos, a solo 24 min para llegar al mismo grado de desacetilacion que el método tradicional
(81.50 % para el tracional y 82.73 % utilizando microondas). Ademas, la estructura, morfologia y
composicion quimica fueron similares a los del quitosano producido por el método de calentamiento
convencional, también el quitosano del calentamiento por microondas demostrd tener un peso molecular
mas alto y casi la misma cristalinidad del quitosano comercial.

Por lo que en general, la técnica de microondas puede ser muy util para sintetizar un quitosano de calidad

con quimica rapida y verde.

Por otro lado, también se ha estado buscando alternativas para sustituir el uso de acidos y bases
fuertes, ya que en el procedimiento tradicional, para desmineralizar, se utiliza una solucién de acido
clorhidrico (HCI) concentrado; para la desproteinizacion y desacetilacion se utiliza hidroéxido de sodio
(NaOH) igualmente concentrado, lo cual supone una mayor peligrosidad al realizar estos procedimientos,
ademas la produccion de una tonelada de quitina produce mas de 400 m® de aguas residuales con alto grado
de amoniaco, salinidad y una alta demanda quimica de oxigeno, lo cual es muy dificil para el tratamiento
posterior del agua. Y las alternativas como la fermentacion y la catalisis enzimatica que evitan el uso de
acidos y bases fuertes mostraron ser igualmente costosas, también requieren mucho tiempo y resultan
dificiles de operar continuamente a gran escala, e incluso requieren métodos quimicos adicionales para

obtener un rendimiento mayor (Hu et al., 2020).

Por lo cual, una de las soluciones propuestas por Hu et al. (2020) es utilizar hidroxido de potasio
(KOH) para eliminar la proteina de la cascara de camarén en lugar de NaOH, ya que los iones de potasio
son un elemento esencial para el crecimiento de las plantas y los desechos producidos podrian ser tratados
para utilizarse como fertilizantes, mientras que el exceso de iones de sodio es dafiino para las plantas. El
acido férmico (HCOOH), es un acido organico débil, y lo utilizaron para descomponer el carbonato de

calcio del exoesqueleto de camarones en lugar de HCl, ya que este es fuertemente corrosivo y los iones de
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cloruro son perjudiciales para las plantas. Ademas, los iones de formiato estan presentes en las raices y
hojas de las plantas y tienen propiedades antibacterianas que son importantes para inhibir el deterioro de las

proteinas.

QUITINA'Y QUITOSANO DE CALIDAD

En los diferentes pasos de la extraccion de quitina y quitosano se deben tomar en cuenta ciertos
aspectos y parametros que contribuyen a determinar la calidad y en algunos casos, la pureza de estos
compuestos. Aqui es necesario recordar que la extraccion de quitosano consiste en 4 pasos fundamentales:
la desmineralizacion, desproteinizacion, decoloracion y por ultimo la desacetilacion.

En el caso de la desmineralizacion, varios estudios utilizan como parametro el porcentaje de
ceniza que se encuentra en la muestra desmineralizada con respecto a la original, ya que las mismas
representan el contenido en minerales de la muestra; es decir que son un indicador de la presencia de
impurezas de tipo mineral, como lo es el calcio, ya que se conoce que el exoesqueleto del camardn contiene
sales de CaCOs. Ademas, por lo general las cenizas componen menos del 5% de la materia seca, y segiin
Hossain & Igbal (2014), para obtener un quitosano de alta calidad, el porcentaje de ceniza en la muestra
debe ser menor al 1%. La cuantificacion de cenizas se realiza por termogravimetria, mediante la

calcinacion del material en una mufla, a aproximadamente 800°C por 4 hrs.

Por otro lado, para calcular el porcentaje de desproteinizacion normalmente se hace uso del
método de Kjeldahl, ya que este permite determinar el nitrégeno en muestras, el cual es la suma de
nitrégeno organico, amoniaco (NH3) y amonio (NH4"). Este método consiste en una digestion, destilacion y
una valoracion. En el proceso de digestion el nitrégeno organico se convierte en NH4", para esto a la
muestra se le agrega un acido fuerte, normalmente acido sulftrico, y un catalizador que ayuda a aumentar
el punto de ebullicion del acido al igual que la velocidad del proceso. Luego, el NH4' resultante se convierte
en NH3 al afiadir una base fuerte, como hidroxido de sodio. Posteriormente es transferido a un recipiente
receptor mediante una destilacion al vapor, que contiene una solucion absorbente para capturar el gas
amoniaco disuelto, normalmente se utiliza acido bérico (H3BO3). Por ultimo, se realiza una valoracion
acido-base utilizando soluciones estandar de acido sulfurico o acido clorhidrico junto con un indicador, y es
asi como se determina el contenido de nitrégeno. No obstante, para calcular el porcentaje de proteina es
necesario multiplicar este contenido de nitrégeno por un factor que depende del tipo de proteina presente en
una muestra, para el caso de los camarones se utiliza un factor de 6.25 ( H. Hernandez et al., 2009). En
cuanto a un porcentaje de desproteinizacion que garantice la calidad de la quitina o quitosano, no existe uno
en especifico que se utilice como referencia, no obstante, se busca que el contenido de proteina en la

muestra sea bajo. Como el estudio realizado por H. Hernandez et al. (2009), obtuvo un porcentaje de
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proteina de 1.63% en su muestra de quitosano. También, en el estudio reportado por Hu et al. (2020),
obtuvieron porcentajes de desproteinizacion arriba del 80%, por lo que para obtener un quitosano de alta
calidad se debe buscar disminuir la mayor cantidad de proteina posible. Adicionalmente, se sabe que el
proceso de la extraccion de quitina/quitosano puede comenzar tanto con la desmineralizacién como con la
desproteinizacion, ya que atin no hay estudios que especifiquen con seguridad si es mas favorable comenzar

con uno o con otro.

Una vez obtenida la quitina es necesario realizar un proceso de desacetilacion para convertirla a
quitosano. La quitina cuenta con un grado o porcentaje de acetilacion del 90%, mientras que el quitosano es
un derivado total o parcialmente N-desacetilado con un grado tipico de desacetilacion mayor al 65%
(Elieh-Ali-Komi, D., & Hamblin, M. R., 2016). La determinacion del grado de desacetilacion se realiza

facilmente mediante una titulacion acido-base.
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II.

V. METODOLOGIA

TRATAMIENTO PREVIO DE LAS CASCARAS DE CAMARON

Las cascaras de camardn fueron tratadas inicialmente siguiendo el método descrito por H.
Hernandez et al. (2009).

e Se recolectd aproximadamente 5 kg de cascaras de camardén y se lavd con abundante agua
destilada para remover restos organicos.

e Las cascaras fueron secadas a 70-80 °C por aproximadamente 9 horas en un horno convencional
(debe poder romperse con facilidad al ejercer presion con las yemas de los dedos).

e Las céascaras secas se molieron en un molino doméstico hasta observar un tamafio de particula
pequeio.

e FEl producto molido fue tamizado hasta obtener particulas menores a 250 pm utilizando un mesh

60.

DESPROTEINIZACION

El tratamiento inicial para la desproteinizacion se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta
por Hu et al. (2020).
e Se prepararon 150 mL de soluciones de hidréxido de potasio (KOH) al 10, 12 y 25% m/v.
e Se pesaron 5 g de la cascara de camaro6n tamizada y se coloco en un beaker de 250 mL.
e Al beaker con los 5 g de muestra se agregd 50 mL de la solucion de hidréxido de potasio (KOH) al
10% .
Este procedimiento se realizd para los otros 8 beakers restantes pero utilizando las otras 2
concentraciones de hidréxido de potasio (KOH) anteriormente descritas.
e Se agit6 levemente para homogeneizar las soluciones.
Para el proceso de calentado se siguié el método descrito por Knidri et al. (2016) que utiliza
radiacion de microondas.
e Se calent6 6, 8 y 10 min las soluciones de muestra con hidroxido de potasio (KOH) utilizando un
microondas de cocina convencional, los primeros 5 min a una potencia de 145W y el resto de

minutos restantes a 435W seglin las combinaciones que se muestran a continuacion:
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Cuadro 1: Matriz para la recoleccion de datos para el procedimiento de desproteinizacion utilizando concentraciones

de KOH de 10, 12 y 25 % m/v y tiempos de calentado de 6, 8 y 10 min.

% m/v KOH
10% 12% 25%
6 min DP1 DP4 DP7
Calentamiento 8 min DP2 DP5 DP8
10 min DP3 DP6 DP9

Se dejo enfriar las soluciones.

Cada una de las soluciones se centrifugd por 5 min a 1200 rpm y posteriormente se filtro el
precipitado utilizando filtraciéon al vacio y se recuper6 el sdlido que quedo en el filtro.

Se lavé el sdlido recuperado con agua destilada hasta pH neutro.

Se seco el solido en un horno convencional a 80 °C por aproximadamente 2 horas.

III. DETERMINACION DEL GRADO DE DESPROTEINIZACION

Para calcular el porcentaje de proteina presente en cada una de las muestras se siguio el

procedimiento descrito por el manual de procedimiento de laboratorio del Centro de Estudios Agricolasy

Alimentarios CEAA para la determinacion del porcentaje de proteina cruda.

Se peso entre 0.25 y 0.26 g de cada muestra y se agregaron al tubo Kjeldahl.

A cada tubo se agregé la mitad de la pastilla para analisis Kjeldahl (catalizador) y 6 mL de acido
sulfurico (H2SO4) al 98%.

Se colocaron los tubos en la hornilla para iniciar la digestion de la muestra.

El proceso de digestion se dejoé hasta que las muestras presentaran una coloracion verdosa
transparente (aproximadamente 1 hora 45 min).

Se dej6 enfriar para solidificacion.

Se midieron 10 mL de 4cido borico (H3BO3) al 4%, el cual contiene el indicador rojo de metilo al
0.1% y se agregaron a un Erlenmeyer de 200 mL.

Se colocd el tubo Kjeldahl en el equipo de destilacion.

Se tituld la muestra destilada del Erlenmeyer con 4cido clorhidrico (HCl) 0.1 N y se anoto la

lectura de HCI utilizado para la titulacion.
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El porcentaje de proteina se calculo utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1: Determinacion del porcentaje de proteina seca.

(Volumen de HCL 0.1N utilizado en la titulacién x 0.1 x 0.014 x 6.25)
Peso de la muestra inicial (R) X

% de proteina = 100

El porcentaje de desproteinizacion (DP) se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2: Determinacion del porcentaje de desproteinizacion.

(P0x0) - (PRxR)

DP(%) = — x 100

Donde PO y PR corresponden al contenido de proteina (g/g) antes y después reaccion, y O y R son

masas (g) de la muestra no desproteinizada y producto después de la desproteinizacion,

respectivamente.

IV. DESMINERALIZACION

Se pesaron 5 g de la cascara de camardn seca y tamizada, se coloc en un beaker de 250 mL.

Se prepar6 150 mL de soluciones de 4cido clorhidrico (HCI) al 6, 9y 12% v/v.

Al beaker con los 5 g de muestra se agregd 50 mL de la solucion de acido clorhidrico (HCL) al
6%.

Este procedimiento se realizd para los otros 8 beakers restantes pero utilizando las otras 2

concentraciones de acido clorhidrico (HCI) anteriormente descritas.

Se agitd levemente para homogeneizar las soluciones.

Para el proceso de calentado se siguid el método descrito por Knidri et al. (2016) que utiliza
radiacion de microondas.

Se calentdé 4, 8 y 12 min las soluciones de muestra con acido clorhidrico (HCI) utilizando un
microondas de cocina convencional a 580 W con las combinaciones que se muestran a

continuacion:
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Cuadro 2: Matriz para la recoleccion de datos para el procedimiento de desmineralizacion utilizando concentraciones

de HCl de 6, 9 y 12% v/v y tiempos de calentado de 4, 8 y 12 min.

%v/iv  HCI
6% 9% 12%
4 min DM1 DM4 DM7
Calentamiento 8 min DM2 DMS5 DMS8
12 min DM3 DM6 DM9

e Se dej6 enfriar las soluciones.

e Se filtrd cada una de las soluciones utilizando filtracion al vacio y se recuperd el solido que quedo
en el filtro.

e Selavo el solido recuperado con agua destilada hasta pH neutro.

e Seseco el solido en un horno convencional a 80 °C por aproximadamente 2 horas.

DETERMINACION DEL GRADO DE DESMINERALIZACION

La determinacion del grado de desmineralizacion (DM) se llevd a cabo utilizando la siguiente

ecuacion descrita por Hu et al. (2020):

Ecuacion 3: Determinacion del grado de desmineralizacion.

(A, x0) = (A, xR)

DM(%) = — x 100

Donde AO yA B corresponden al contenido de ceniza (g/g) antes y después reaccion, y O y R son

masas (g) de la muestra no desmineralizada y el producto después de la desmineralizacion,

respectivamente.

Para determinar la cantidad de ceniza presente en cada una de las muestras se siguid el

procedimiento descrito por los métodos oficiales de andlisis (AOAC, 1984).
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Se colocaron 9 crisoles limpios dentro de un horno convencional y calenté a 105°C por 20 min y
posteriormente en una desecadora hasta que se enfrien a temperatura ambiente.

Se peso cada uno de los crisoles vacios y sin tapadera.

Se agregd 1 g de la cascara de camardn desmineralizada al crisol y se pes6 nuevamente.

Todos los crisoles con las muestras se colocaron en una mufla a 600°C por 4 horas, segin lo
indicado por Hu et al. (2020).

Se secaron los crisoles y se pasaron a una desecadora hasta que se enfriaron.

Se pes6 cada uno de los crisoles (sin tapadera) que contenian la ceniza.

El contenido de ceniza se calculd utilizando la siguiente ecuacion:
Ecuacion 4: Determinacion del porcentaje de ceniza.

w —-w

%A:Tlx 100

Donde W n w , Y R corresponden a las masas del crisol vacio, la masa del contenido de ceniza en

el crisol y la masa de la muestra inicial, respectivamente.

El porcentaje de desmineralizacion se calcul6 utilizando la ecuacion 3.

DETERMINACION DE LA SECUENCIA OPTIMA PARA LA
DESPROTEINIZACION Y DESMINERALIZACION

Se realiz6 el procedimiento de tratamiento de cascaras descrito en el paso 1.

Usando tnicamente las condiciones de tiempo de calentamiento y concentracion de hidréxido de potasio

(KOH) que obtuvieron el mejor porcentaje de desproteinizacion.

Se realiz6 el proceso de desproteinizacion para una muestra de 5 g de la cascara de camar6n
descrito en el paso 2.

Se determind el porcentaje de desproteinizacion con el proceso descrito anteriormente.

Al producto desproteinizado, se realizo el procedimiento de desmineralizacion descrito en el paso
4 para una muestra de 5 g de la cascara de camar6n usando inicamente las condiciones de tiempo
de calentamiento y concentracion de acido clorhidrico (HCl) que obtuvieron el mejor porcentaje
de desmineralizacion.

Se determind el porcentaje de desmineralizacion siguiendo el procedimiento descrito en el paso 5.
Estos pasos se repitieron realizando el proceso inverso - iniciando con la desmineralizacion y

posteriormente con la desproteinizacion.
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VII. DECOLORACION

La decoloracion de la quitina obtenida se realizo siguiendo la metodologia de Said Al Hogani et
al. (2020) con algunas modificaciones.
e Se peso 5 g de la cascara de camar6n desproteinizada y desmineralizada (quitina) y se coloco en
un beaker de 250 mL.
e Se prepard 150 mL de soluciones de peroxido de hidrogeno (H202) al 7, 15y 30 % v/v.
e Al beaker con los 5 g de muestra se agregd 50 mL de la solucion de peroxido de hidrogeno (H202)
al 15% .
Este procedimiento se realizd para los otros 8 beakers restantes pero utilizando las otras 2
concentraciones de peroxido de hidrogeno (H202) anteriormente descritas.
e Se agit6 levemente para homogeneizar las soluciones.
e Sec dejo reposar las muestras de quitina con el perdxido de hidrogeno (H202) por 24 horas a
temperatura ambiente.
Para el proceso de calentado se siguid el método descrito por Knidri et al. (2016) que utiliza
radiacion de microondas.
e Se calent6 2, 4 y 6 min las soluciones de muestra con peroxido de hidrégeno (H202) utilizando un
microondas de cocina convencional a 435 W con las combinaciones que se muestran a

continuacion:

Cuadro 3: Matriz para la recoleccion de datos para el procedimiento de decoloracion utilizando

concentraciones de H202 de 7, 15, 30 % v/v y tiempos de calentamiento de 2, 4 y 6 min.

% v/v H202
7% 15% 30%
2 min DC1 DC4 DC7
Tiempo de 4 min DC2 DC5 DCS8
6 min DC3 DC6 DC9

e Se dej6 enfriar las soluciones.
e (Cada una de las soluciones se centrifugd por 5 min a 1200 rpm y posteriormente se filtré el

precipitado utilizando filtracion al vacio y se recuper6 el s6lido que quedd en el filtro.
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VIIL

IX.

e Selavo el solido recuperado con agua destilada hasta pH neutro.

e Seseco el solido en un horno convencional a 80 °C por aproximadamente 2 horas.

DETERMINACION DEL GRADO DE DECOLORACION

La diferencia de color entre las muestras de quitina se determiné mediante un proceso cualitativo
que consistid en observar cada una de las muestras y se decidi6 cudl de ellas obtuvo una coloracién mas

parecida a la quitina comercial (color crema-beige).

DESACETILACION

Para realizar la desacetilacion de la quitina se sigui6 la metodologia de Said Al Hoqani et al.
(2020) con algunas modificaciones.
e Sepeso 5 g de la quitina decolorada obtenida y se colocd en un beaker de 250 mL.
e Se prepard 150 mL de soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) al 40, 50 y 60% m/v.
e Al beaker con los 5 g de muestra se agregd 50 mL de la solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al
40% .
Este procedimiento se realizO para los otros 8 beakers restantes pero utilizando las otras 2
concentraciones de hidroxido de sodio (NaOH) anteriormente descritas.
e Se agit6 levemente para homogeneizar las soluciones.
Para el proceso de calentado se siguid el método descrito por Knidri et al. (2016) que utiliza
radiacion de microondas.
e Se calent6 6, 8 y 10 min las soluciones de muestra con hidroxido de sodio (NaOH) utilizando un
microondas de cocina convencional a 435 W con las combinaciones que se muestran a

continuacion:

27



Cuadro 4: Matriz para la recoleccion de datos para el procedimiento de desproteinizacion utilizando

concentraciones de KOH de 40, 50 y 60% m/v y tiempos de calentado de 6, 8 y 10 min.

% m/v NaOH
40% 50% 60%
6 min DAl DA4 DA7
Tiempo de 8 min DA2 DA5 DASB
10 min DA3 DA6 DA9

e Se dej6 enfriar las soluciones.

e (Cada una de las soluciones se centrifugd por 5 min a 1200 rpm y posteriormente se filtrd el
precipitado utilizando filtracion al vacio y se recuper6 el sélido que quedd en el filtro.

e Se lavo el sélido recuperado con agua destilada hasta pH neutro.

e Seseco el solido en un horno convencional a 80 °C por aproximadamente 2 horas.

DETERMINACION DEL GRADO DE DESACETILACION

El grado de desacetilacion (DA) fue medido por el método de titulacién potenciométrica propuesta

por Hidalgo et al. (2008)
e Se diluy6 0.1 g del quitosano obtenido en 30 mL de 4cido clorhidrico (HCI1) 0.1 M con 5 - 6 gotas

del indicador naranja de metilo.

e Se introdujo el potencidmetro en la solucidn roja de quitosano y se titulé6 con una solucién de
hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 M midiendo el pH cada 1 mL hasta que se torno de color naranja.
El porcentaje de grupos amino libres (%NH32), que es equivalente al grado de desacetilacion, se

calcul6 utilizando la siguiente formula:
Ecuacion 5: Determinacion del porcentaje de grupos amino libres (%NHz).

16.1 x (punto de inflexion mayor — punto de inflexién menor) x Molaridad del NaOH
Masa de quitosano

% NH:=
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Donde los puntos de inflexion estan expresados en mL de NaOH agregado y la masa de quitosano
en gramos. El niimero 16.1 es el peso equivalente del grupo NH2 en 1 mL de solucion acuosa estandar de

HCL 1M.

XI. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO OBTENIDO

La caracterizacion del quitosano se realizé haciendo pruebas de punto de fusion, porcentaje de
ceniza, porcentaje de humedad y por ultimo, un analisis cualitativo mediante espectroscopia de infrarrojo
(FTIR).

e Se determino el porcentaje de ceniza siguiendo el procedimiento descrito en el paso 5.

El porcentaje de humedad se obtuvo siguiendo la metodologia descrita por los métodos oficiales
de analisis (AOAC, 1984).

e Se coloco un vidrio de reloj limpio y seco dentro de un horno convencional a 105°C por 3 horas y
se transfiri6 a una desecadora para enfriar.

e Se peso el vidrio de reloj vacio y luego se agregd aproximadamente 1 g del quitosano obtenido.

e La muestra en el vidrio de reloj se seco en el horno a 105°C por 3 horas, se transfirié a una
desecadora para enfriar y se volvid a pesar.

e El porcentaje de humedad se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6: Determinacion del porcentaje de humedad.

w -w

% Humedad = # x 100
1

Donde le W2 corresponden a las masas de la muestra antes y después de secar,

respectivamente.
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VI. RESULTADOS

I. DESPROTEINIZACION

Cuadro 5: Resultados del porcentaje de proteina y de desproteinizacion para cada muestra.

Muestra % de desproteinizacion
DP1 56.73
DP2 53.55
DP3 54.92
DP4 60.78
DP5 64.84
DP6 58.53
DP7 63.72
DPS8 70.70
DP9 65.35
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II. DESMINERALIZACION

Cuadro 6: Resultados del porcentaje de ceniza y de desmineralizacion para cada muestra.

Muestra % de ceniza % de desmineralizacion
DM1 1.289 89.78
DM2 1.149 94.88
DM3 1.916 91.44
DM4 1.139 94.92
DMS5 0.880 96.08
DM6 0.610 97.28
DM7 1.119 94.65
DMS8 0.560 97.50
DM9 3.250 85.52
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III. SECUENCIA OPTIMA DESPROTEINIZACION
DESMINERALIZACION

Cuadro 7: Resultados del porcentaje de desproteinizacion y desmineralizacion realizando primero el proceso de

desproteinizacion y luego el de desmineralizacion.

Y

Proceso % de desproteinizacion
Desproteinizacion 70.70

Proceso % de desmineralizacion
Desmineralizacion 97.50

Cuadro 8: Resultados del porcentaje de desmineralizacion y desproteinizacion realizando primero el proceso de

desmineralizacion y luego el de desproteinizacion.

Proceso % de desmineralizacion
Desmineralizacion 97.23

Proceso % de desproteinizacion
Desproteinizacion 59.91
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IV. DECOLORACION

Cuadro 9: Resultados cualitativos de la diferencia de color para las muestras decoloradas.

Muestra Fotografia

DCl1

DC2

DC3

DC4
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Muestra

Fotografia

DC5

DCé6

DC7

DCS8
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Muestra Fotografia

DC9

V. DESACETILACION

Cuadro 10: Resultados del porcentaje de desacetilacion para cada muestra.

Muestra % de desacetilacion
DA1 56.07
DA2 44.23
DA3 44.06
DA4 52.17
DA5S 79.70
DAG6 55.90
DA7 51.91
DAS 51.45
DA9 27.87
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VI. RENDIMIENTO DE LA REACCION

Cuadro 11: Resultados del rendimiento de cada proceso para la extraccion de quitosano.

Proceso Rendimiento
Desproteinizacion 53.41%
Desmineralizacion 36.08%
Decoloracion 68.20%
Desacetilacion 48.73%

VII. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO OBTENIDO

Cuadro 12: Resultados del punto de fusion para el quitosano obtenido.

Temperatura Descripcion Fotografia

188 - 370 °C Se descompone

Cuadro 13: Resultados del porcentaje de ceniza y de humedad para el quitosano obtenido.

Proceso Porcentaje
% de ceniza 0.572%
% de humedad 6.34%
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Grafica 1: Espectro FTIR de la quitina obtenida.
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Grafica 2: Espectro FTIR de la quitosano obtenido.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Se logré determinar una ruta Optima para la extraccion de quitosano a partir de las cascaras del
camarén mediante el uso de radiacion de microondas como una alternativa sostenible a la extraccion
tradicional. Es importante recordar que las etapas para extraccion del mismo son: desproteinizacion,

desmineralizacion, decoloracion y desacetilacion.

En cuanto a la primera etapa de la extraccion, se logr6é alcanzar como mejor resultado un
porcentaje de desproteinizacion del 70.70%, utilizando un concentracion de hidréxido de potasio (KOH) de
25% m/v y un tiempo de calentamiento en microondas de 8 minutos, de lo cuales 5 minutos se realizaron a
una potencia de 145W y los otros 3 minutos restantes a una potencia de 435W, que corresponde a la
muestra DP8. Analizando los demas resultados (Cuadro 5), se puede observar que los porcentajes de
desproteinizacion obtenidos para las demas combinaciones oscila entre el 50 y 65%; cabe aclarar que,
aunque no existe un porcentaje de desproteinizacion que garantice la calidad de la quitina o quitosano, se
busca que el contenido de proteina en la muestra sea bajo, incluso algunos estudios como el reportado por
Hu et al. (2020), obtuvieron porcentajes de desproteinizacion arriba del 80%, por lo que para obtener un

quitosano de alta calidad se debe buscar disminuir la mayor cantidad de proteina posible.

Por lo cual, se puede observar que, en cuanto a los resultados obtenidos, no hubo ninguno que
superara el 80% de desproteinizacion, sin embargo esto puede deberse a que la técnica empleada para el
calculo de la proteina en las muestras es una estimacion de la misma. Este método es el analisis Kjeldahl, el
cual mide la cantidad total de nitrégeno en una muestra y después, utilizando un factor de conversion
convierte ese nitrogeno a contenido de proteina (AOAC, 1984). El factor de conversion empleado para el
calculo de proteina en las cascaras de camaron fue de 6.25, que es el se utiliza convencionalmente para
determinar proteina, sin embargo, este no es un factor especifico para la cascara de camarén, sino mas bien

es un factor de uso general en esta técnica, el cual se obtuvo sobre la base de que el contenido promedio de

nitrégeno de las proteinas era de alrededor del 16%, lo que conduce a que ﬁ = 6.25, es decir el factor

para convertir el contenido de nitrégeno en contenido de proteina. De esta manera, una mejor aproximacion
para el calculo del porcentaje de desproteinizacion seria encontrar el total de nitrogeno en la muestra, y el
que hay en la quitina, asi se puede saber qué porcentaje de nitrogeno corresponde solo a la proteina y cual a

los nitrégenos que forman parte de la molécula de la quitina.
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Por otro lado, para este primer paso de la extraccion se obtuvo un porcentaje de rendimiento del
53.41%, lo que indica que se pierde aproximadamente la mitad en peso, esto concuerda con lo esperado ya

que el contenido de proteina en la cascara de camardn es alto (35-50%) (Cabanillas et al., 2020).

El siguiente paso de la extraccion es la desmineralizacion, para este se obtuvo un porcentaje de
ceniza del 0.560% correspondiente a un porcentaje de desmineralizacion de 97.50%, como mejores
resultados. Esto se alcanzo utilizando una concentracion de acido clorhidrico (HCI) al 12% v/v y un tiempo
de calentamiento en microondas de 8 minutos a una potencia de 580W, correspondiente a la muestra DMS.
Analizando los demas resultados (Cuadro 6) se puede observar que los porcentajes de ceniza oscilan
alrededor del 1%, y para que un quitosano sea considerado de buena calidad debe contener el minimo
posible en ceniza, preferiblemnte se busca obtener porcentajes menores al 1% (Hossain & Igbal, 2014). De
tal manera que se puede observar que aparte de la muestra DM8, la DM5 y DM6 también obtuvieron
porcentajes menores al 1% (0.880 y 0.610% respectivamente) y altos porcentajes de desmineralizacion. Las
muestras DM5 y DM6 corresponden al uso de acido clorhidrico (HCI) al 9% v/v y un tiempo de
calentamiento de 8 y 12 minutos respectivamente, por lo que también se podrian utilizar estas
combinaciones como otra ruta para el proceso de desmineralizacion, aunque habria que evaluar los
parametros costo-energéticos para determinar si existe una mayor ventaja al calentar mas tiempo o

utilizando una concentracion mayor del reactivo.

Consecuentemente, se determind que el porcentaje de rendimiento para la desmineralizacion fue
del 36.08%, lo que indica que se pierde aproximadamente %5 del peso en este paso de la extraccion.
Comparando este rendimiento con el obtenido en la desproteinizacion se puede observar que fue mayor el
de la desproteinizacion. Para explicar esto es necesario mencionar que la cascara de camaron se compone
de un 10-15% de CaCO3 (Cabanillas et al., 2020), de tal manera que la composicion de proteina es
significativamente mayor que la de minerales, no obstante hay que recordar que, en el proceso de
desproteinizacion se logro quitar aproximadamente un 70% de la proteina (es decir, no se logré quitar todo
el contenido de proteina), mientras que en la desmineralizacion se logrd quitar casi todos los minerales, lo
que explica por qué se reduce mas el peso en el proceso de desmineralizacion a pesar de que la cascara de

camardn se componga de mas proteina que de minerales.

Otro punto importante es que en la mayoria de investigaciones y procedimientos para la obtencion
de quitina/quitosano, no hay un oOrden especifico en cuanto si hacer la desproteinizacion o
desmineralizacion primero. De esta manera, se realizaron ambas secuencias para determinar cual de ellas
favorecia la extraccion. Se obtuvo un porcentaje de desproteinizacion de 70.70% y un porcentaje de

desmineralizacion del 97.50% cuando la secuencia es desproteinizacion-desmineralizacion. Mientras que,
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en la secuencia desmineralizacion-desproteinizacion se obtuvieron porcentajes de 97.23% para la
desmineralizacion y 59.91% para la desproteinizacion (Cuadro 7), por lo cual podemos observar que, en
cuanto a la desmineralizaciéon no hay una diferencia significativa, pero si la hay para el proceso de
desproteinizacion. Esto puede deberse a que la desproteinizacion se realiza en medio basico y la
desmineralizacion en medio acido, por lo que al realizar la desmineralizacién como primer paso es posible
que las condiciones acidas afecten a las proteinas contenidas en la cascara de camardn ya que a valores muy
extremos de pH, ya sea medios acidos o basicos, la proteina puede perder su configuracion tridimensional,
y por lo tanto causar que el proceso posterior de desproteinizacion no sea tan efectivo. Esto no ocurre
cuando la secuencia es desproteinizacion-desmineralizacion, ya que los minerales no sufren ningin cambio

importante bajo condiciones basicas.

En cuanto al analisis del espectro FTIR de la quitina obtenida (Grafica 1) primero se muestra la
presencia de grupos OH y NH en el rango de 3490-3370 y 3260-3100 cm™! respectivamente. La banda en
aproximadamente 2900 cm™ corresponde a las vibraciones del estiramiento C-H (de CH3 y CH2). Ahora
bien, las sefiales mas importantes se encuentran en 1650, 1554 y 1308 cm™ con vibraciones de estiramiento
caracteristicas de las bandas de amidas I, II y III. En cuanto a la amida I hay dos bandas de absorcion
estrechas en 1650 y en 1619 cm™, que representan la banda de estiramiento de C=0 en la a-quitina y se
puede atribuir a los dos tipos de enlaces H formados por grupos amida en la alineacion antiparalela presente
en regiones cristalinas de la a-quitina (Hu et al., 2020). El espectro también presenta picos en 1554, 1069 y
1009 cm™ relacionados a la presencia de enlaces C-O-C en la estructura. Ademas, se asign6 la banda en
1377 cm™ a la vibracion de estiramiento de C—O, y la que aparece en aproximadamente 705 cm™ a las

flexiones fuera del plano del OH, que es tipico de la a-quitina.

Por otro lado, para el proceso de decoloracion se buscaba pasar de un color rojizo suave a un
blanco crema (color de la quitina comercial), como la diferencia entre ambos colores es evidente a simple
vista se realiz6 una andlisis cualitativo del mismo (Figura 4). En el Cuadro 9 se puede observar que los
resultados de la decoloracion fueron bastante similares entre si, por esta razon, para escoger la mejor
combinacion de concentracion/tiempo de calentamiento se tuvo en mente las ventajas costo-energéticas que
podrian ser mas sostenibles, de tal manera que se propone como mejor resultado la utilizacion de perdxido
de hidrégeno (H202) al 15% v/v y un tiempo de calentamiento en microondas de 4 minutos a una potencia
de 435W, correspondiente a la muestra DC5. No obstante, la diferencia de coloracion entre las muestras es

minima, por lo que se deja a discrecion del investigador qué combinacion utilizar.
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Adicionalmente, para este paso se obtuvo un rendimiento del 68.20%, el cual, comparado con los
demas pasos de la extraccion, es mas alto, sin embargo, hay que recordar que el peréxido de hidrogeno es
un fuerte agente oxidante tanto en medios acidos como basicos, esto quiere decir que rompe los enlaces
quimicos de los cromoforos (agentes productores de color), lo que conduce a una accion blanqueadora
mediante la oxidacion de la materia colorante por el oxigeno naciente (oxigeno monoatémico). Por lo tanto,
al ser solo una oxidacidon no se espera que se pierda un peso considerable durante la reaccion, no obstante,
en el proceso de centrifugado y filtrado es posible que se pierde una pequeiia cantidad de la muestra y por

lo tanto no se recupere el total del peso inicial de la muestra.

Una vez obtenida la quitina, se realiza un proceso de desacetilacion para transformarla en
quitosano, en este ultimo paso se logréd alcanzar como mejor resultado un porcentaje de desacetilacion del
79.70%, utilizando un concentracion de hidroxido de sodio (NaOH) de 50% m/v y un tiempo de
calentamiento en microondas de 8 minutos a una potencia de 435W, que corresponde a la muestra DAS
(Cuadro 10). Es necesario recordar que la quitina cuenta con un grado o porcentaje de acetilacion del 90%,
mientras que el quitosano es un derivado total o parcialmente N-desacetilado con un grado tipico de
desacetilacion mayor al 65% (Elich-Ali-Komi, D., & Hamblin, M. R., 2016), no obstante para este estudio
se buscaba alcanzar un grado de desacetilacion minimo del 70% ya que el quitosano comercial suele tener
un grado de desacetilacion que va del 70 al 95%, especificamente estd el quitosano grado industrial
(desacetilacion > 70%), grado alimenticio (desacetilacion > 85%) y grado farmacéutico (desacetilacion >
90%). Por lo que de acuerdo con los resultados, el quitosano obtenido podria clasificarse como quitosano

de grado industrial.

Por lo cual, al implementar la radiacion de microondas como alternativa al calentamiento
convencional se logro reducir el tiempo de calentamiento de 6 horas y 30 min Knidri et al. (2016) a tan solo

24 minutos, entre las cuatro etapas que conlleva la extraccion.

A continuacion se realizo una caracterizacion del quitosano obtenido, comenzando con un analisis
del espectro FTIR del mismo (Grafica 2), en la que se identificaron picos importantes en torno a 3263 -
3400 cm™ que corresponden al estiramiento N-H y O-H respectivamente, aunque la banda en ~3400 cm'™
no es tan visible, probablemente fue superpuesta por la banda N-H. No obstante, comparado con el espectro
de la quitina se puede observar una mejor definicion de estos picos, esto debido al proceso de
desacetilacion al que fue sometida. En esta region también se encuentran los enlaces de hidrogeno
intramoleculares. Las bandas de absorcion alrededor de 2923 y 2800 cm™ se atribuyen al estiramiento
simétrico y asimétrico C-H respectivamente, estas absorciones son caracteristicas tipicas de los

polisacéridos. Luego, en 1654 cm™ se representa la banda de deformacion angular correspondiente a la
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amida I (estiramiento C=0), que confirma la presencia de grupos N-acetilo residuales. Asi mismo, en 1567
cm™ se observa la flexion N-H correspondiente a la amida II, la cual es la tercera banda caracteristica de los
grupos tipicos de N-acetilo, y alrededor de ~1300 cm™ se puede observar un pequefio pico que corresponde
al estiramiento C-N de amida III. En 1412 cm™ se encuentra la flexion CHz y la banda de absorcion a 1154
cm! se puede atribuir al estiramiento asimétrico del puente C-O-C. Consecuentemente, las bandas de
~1070 y 1047 cm™ corresponden al estiramiento C-O del grupo pirandsico propio de la estructura del
sacarido. Por ultimo, en ~650 cm™ se encuentra la flexion fuera del plano de las vibraciones O-H. Todas las
bandas descritas se encuentran en los espectros de muestras de quitosano reportados por otras

investigaciones (Figuras 5-7).

Adicionalmente se determind que el quitosano obtenido se descompone a temperaturas mayores a
370°C (Cuadro 12). Comenzando a una temperatura de 30 a 110 °C, se observd la evaporacion del agua
residual presente en la muestra del polimero y luego se observo la descomposicion del mismo, en un amplio
rango de temperatura, de 188 a 370 °C. No obstante la temperatura de fusion o de degradacion del
quitosano se va a ver afectada por el largo de la cadena, ya que este al ser un polimero no se tiene un punto
de fusion exacto, si no mas bien este dependera del largo de la cadena del quitosano obtenido. Cuando las
cadenas del polimero son mas largas, se enredan mas, lo que significa que se pegan mejor. Provocando que
se vuelva mas dificil romper los enlaces entre las cadenas, lo que aumenta el punto de fusion. De esta
manera, el resultado obtenido era el esperado, ya que otros estudios han reportado rangos de

descomposicion del quitosano entre 180 - 340 °C (Szymanska & Winnicka, 2015).

Como parte de la caracterizacion final, se volvio a medir el porcentaje de ceniza, el cual fue de
0.572%, que en comparacion con el obtenido en el paso de la desmineralizacion (quitina) de 0.560%, se
puede observar un ligero aumento, sin embargo este no es tan significativo y se le puede atribuir mas bien a
una variacion externa en la técnica empleada para medir el contenido de ceniza. Incluso es un buen
indicador de la efectividad del paso de desacetilacion ya que el porcentaje de ceniza se mantuvo
relativamente constante entre la quitina y quitosano obtenidos. También se obtuvo un porcentaje de
humedad del 6.34%, que esta dentro de los parametros esperados ya que el quitosano comercial contiene
menos del 10 % de contenido de humedad. Este porcentaje se le puede atribuir a la fuerte naturaleza

higroscopica del quitosano.

Consecuentemente, es necesario mencionar que estos parametros (porcentaje de ceniza y
humedad) estan relacionados con la fuente u origen utilizado para extraer el quitosano. En el caso del
quitosano extraido de las cascaras de camarén mediante el método de calentamiento tradicional, otros

estudios han arrojado resultados de porcentaje de ceniza que oscilan entre 0.61 - 1.40 % y porcentajes de
42



humedad entre 10.48 - 13.67% ( H. Hernandez et al., 2009). También, en el estudio de Hossain & Igbal
(2014), obtuvieron un amplio rango de porcentajes de ceniza, entre 0.36% y 4.25% dependiendo de la
condiciones empleadas para la desmineralizacion. Asi mismo, obtuvieron un contenido de humedad que
oscilaba entre 7.69 % y 8.25 %. De esta manera se puede observar que el quitosano obtenido mediante la
utilizacion de radiacion de microondas tiene caracteristicas similares a los del quitosano producido por un
método de calentamiento convencional, por lo cual el quitosano del calentamiento por microondas

demostro ser una alternativa viable y sostenible, que apuesta por la eficiencia energética.
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I[X. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se identificaron las condiciones 6ptimas para cada etapa de la
extraccion de quitosano proveniente de la cascara de camardn Litopenaeus vannamei utilizando radiacion
de microondas como método de calentamiento. Estas etapas son: desproteinizacion, desmineralizacion,
decoloracion y desacetilacion. Para la primera etapa se alcanzo un porcentaje de desproteinizacion del
70.70% utilizando hidroxido de potasio (KOH) al 25% m/v y calentando en microondas 5 minutos a una
potencia de 145W y 3 min a una potencia de 435W. Para la segunda etapa se obtuvo un porcentaje de
ceniza de 0.560% correspondiente a un porcentaje de desmineralizacion de 97.50% utilizando acido
clorhidrico (HCI) al 12% v/v y calentando en microondas 8 minutos a una potencia de 580W. Asi mismo,
se determind que la secuencia Optima para la obtencién de quitina es desproteinizar primero y luego
desmineralizar ya que la proteina se ve afectada por el medio acido si se realiza como primer paso la

desmineralizacion.

Para la tercera etapa se determind cualitativamente, observando la diferencia en el cambio de
coloracion de un rojizo suave a un blanco crema y tomando en cuenta las ventajas costo-energéticas que
podrian ser mds sostenibles, que la mejor decoloracion se alcanzaba utilizando peroxido de hidrogeno
(H202) al 15% v/v y un tiempo de calentamiento en microondas de 4 minutos a una potencia de 435W. En
la Gltima etapa, se obtuvo un porcentaje de desacetilacion de 79.70%, utilizando una concentracion de
hidroxido de sodio (NaOH) de 50% m/v y un tiempo de calentamiento en microondas de 8 minutos a una
potencia de 435W. De tal manera que fue posible reducir el tiempo de calentamiento a 24 minutos entre las
cuatro etapas de la extraccion utilizando radiacion de microondas; en comparacion con el método de

calentamiento tradicional que emplea tiempos de calentamiento de aproximadamente 6 horas y 30 minutos.

Adicionalmente, se determin6 que el quitosano obtenido se descompone a temperaturas mayores a
370°C, tiene un porcentaje de ceniza final de 0.572% y un porcentaje de humedad de 6.34%. Ademas, al
realizar un analisis cualitativo mediante espectroscopia de infrarrojo (FTIR), se encontraron picos que
corresponden a los grupos funcionales caracteristicos, tanto de la molécula de la quitina, como del
quitosano obtenido. Dichas caracterisicas mostraron ser bastante similares a las reportadas por otros
estudios que utilizan el método de calentamiento convencional, lo que indica que la utilizacion de radiacion
de microondas como alternativa sostenible es viable y su implementacion apuesta por un mejor disefio en la

eficiencia energética.
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X. RECOMENDACIONES

Considerando la importancia que tiene esta investigacion y en funcion de los resultados obtenidos,
se formulan algunas sugerencias con el fin de continuar mejorando este analisis. En primer lugar, cabe
recordar que esta investigacion se realizo tomando como materia prima las cascaras de camaroén, por lo que
una recomendacion seria realizar este mismo procedimiento pero utilizando los otros residuos del camaron,
como lo son la cabeza y la cola, que, aunque no tienen la misma composicion que la céscara, seria
interesante saber si se pueden utilizar también para la extraccion de quitosano. Asi mismo, considero que
implementar la utilizacién de radiaciéon de microondas para la extraccion de quitosano de otras materias
primas, como otros crustaceos o incluso insectos, seria de gran utilidad para comparar la calidad de los

productos obtenidos y asi determinar qué materia prima se ve mas favorecida para la extraccion.

También recomiendo probar con diferentes potencias de radiacion de microondas, ya que en este
trabajo Unicamente se evalud las concentraciones de los reactivos utilizados en cada etapa y el tiempo de
calentamiento, sin embargo, ya que se determiné que la radiacion de microondas es una alternativa viable
como reemplazo al método de calentamiento tradicional, considero que valdria la pena realizar estas

pruebas para determinar si la potencia tiene algun efecto en la extraccion de quitosano.
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XII.  ANEXOS
I.  FIGURAS

Figura 4: Quitina obtenida antes (muestra izquierda) y después (muestra derecha) de decolorar con peroxido de

hidrogeno.

Figura 5: Espectro FTIR de la muestra desproteinizada (Quitina) espectro de absorcion de la muestra desacetilada

(Quitosano) y espectro de absorcion de una muestra de la empresa Sigma Aldrich, utilizados como referencia.

102 5

1004+

98 -

96 -

—— Quitosano
94 OH 3254 = = = Quitina NH
M-H ------ Qitosano-Sigma

%Transmitancia

92 —

90 +

T N . -o. S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

MNumero de Onda (cm-1)

Fuentes: Hernandez et al., (2009).
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Figura 6: Espectro FTIR de quitosano extraido de la cascara de camaron, utilizado como referencia.
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Figura 7: Espectro FTIR de quitosano extraido de la cascara de camaron, utilizado como referencia.
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Figura 8: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DAI.
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Figura 9: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DA2.
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Figura 10: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DA3.
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Figura 11: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DA4.
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Figura 12: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DAS.
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Figura 13: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DAG.
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Figura 14: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DA7.

Titulacion potenciométrica para DA7

12

10

pH
[=a]

0 5 10 15 20 25
mL NaOH

Figura 15: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DAS.
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Figura 16: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica en el proceso de desacetilacion para la muestra DA9.
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Figura 17: Grafica obtenida de la titulacion potenciométrica para la muestra de quitina.
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II. CALCULOS DE MUESTRA

Calculo 1: Se utiliz6 la Ecuacion 1 para la determinacion del porcentaje de proteina en la cascara de camarén y en las

muestras desproteinizadas (DP1 - DP9).

(15.30mL x 0.1N x 0.014 x 6.25)
0.2512g

% de proteina en la cascara de camardn = x 100 = 53.29%

(6.62mL x 0.1N x 0.014 x 6.25)
0.2530g

% de proteina DP1 = x 100 =22.90%

Se realiz6 el mismo calculo para obtener el porcentaje de proteina en cada una de las muestras descritas en el Cuadro 1.

Calculo 2: Se utilizo la Ecuacion 2 para la determinacion del porcentaje de desproteinizacion para la muestra DP1.

(53.29% x 0.2512,9) — (22.90% x 0.2530g)
53.29% x 0.2512g

DP (%) = x 100 = 56.73%

Se realizo el mismo calculo para obtener el porcentaje de desproteinizacion en cada una de las muestras descritas en el

Cuadro 1.

Calculo 3: Se utilizo la ecuacion 4 para la determinacion del porcentaje de ceniza en la cascara de camarén y en las

muestras desmineralizadas (DM1 - DM9).

20.086g — 19.861¢g
1.0004g

%A en la cascara de camaron = x 100 =22.49%

17.007g — 16.9941g
1.0001g

%A DM1 = x 100 =1.289%

Se realizo el mismo calculo para obtener el porcentaje de ceniza en cada una de las muestras descritas en el Cuadro 2.

Calculo 4: Se utiliz6 la ecuacion 3 para la determinacion del porcentaje de desmineralizacion para la muestra DM1.

(22.49% x 1.00049) — (1.289% x 1.00019)
22.49% x 1.0004g

DM(%) = x 100 = 89.78%

Se realiz6 el mismo calculo para obtener el porcentaje de desmineralizacion en cada una de las muestras descritas en el

Cuadro 2.
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Calculo 5: Se utiliz6 la ecuacién 5 para la determinacion del grado de desacetilacion para la muestra DAT.

16.1 x (17.75mL — 14.25mL) x 0.1M
0.1005 g

% NH: = =56.07%

Se realiz6 el mismo calculo para obtener el grado de desacetilacion en cada una de las muestras descritas en el Cuadro

4.

Célculo 6: Se utilizd la ecuacion 6 para la determinacion del porcentaje de humedad del quitosano obtenido.

1.0019g — 0.9384g

% Humedad = 100199

x 100 = 6.34%
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