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RESUMEN

Los métodos que se utilizan para obtener quitina se consideran
metodologias de aislamiento, pues se basan en la remocion de proteinas y
minerales. El Grupo de Biopolimeros ha propuesto un método de extraccion de
quitina, basado en la disolucion de la cascara de camaron. Es por esto que el
objetivo del presente trabajo fue determinar las caracteristicas fisicoquimicas y
propiedades funcionales basicas de quitina extraida directamente de desechos
de camaron. Se comparo esta quitina con quitina aislada obtenida por métodos
termoquimicos tradicionales. Ademas se prepard una quitina microcristalina
partiendo de quitina aislada la cual se utilizd para hacer comparaciones
adicionales de las propiedades funcionales. Las caracteristicas fisicoquimicas
muestran resultados similares entre quitina extraida y quitina aislada. La pureza
de los productos de ambos procesos fue similar, alrededor del 90 %. La
proteina remanente en quitina extraida fue menor al 1 %, siendo los principales
aminoacidos remanentes histidina y arginina. La materia inorganica remanente
en quitina extraida fue de 1.5 %, siendo el calcio el mineral predominante. El
grado de acetilacion para quitina extraida fue estimado en 90 % mientras que
para quitina aislada fue del 70 %. El peso molecular de la quitina extraida
resultd tres veces menor que el de quitina aislada. El indice de cristalinidad de
la quitina extraida fue similar a la de la quitina microcristalina vy
considerablemente menor a la de quitina aislada. Pruebas de cinética de
desacetilacion de las quitinas obtenidas permitieron observar que la quitina
extraida se desacetila en menor tiempo. Ademas, se hizo una cinética de
depolimerizacion enzimatica con lizosima de huevo, donde la quitina extraida
fue la mas susceptible a la accion de dicha enzima comparada con la quitina

aislada.

Palabras clave: quitina, quitina extraida, quitina aislada, caracteristicas

fisicoquimicas.
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INTRODUCCION

México ha producido en promedio 106 mil toneladas (peso vivo) de
camarén por afio durante la ultima década (INEGI, 2010). Esta produccion
mantiene una tendencia creciente. EI aumento en la produccion se debe
principalmente a los esfuerzos que se han desarrollado en acuacultura. En este
sentido destacan los estados de Sonora y Sinaloa que aportan mas del 80 % de
la produccion total de camarén cultivado. Sin embargo, si se considera que del
total de la produccién menos del 50 % es consumible, se tiene una fuente
importante de material organico con gran potencial contaminante, el cual

generalmente es desechado.

Si los desechos de camardn se vierten al mar puede provocarse una
eutrofizacion y consecuentemente una alta demanda de oxigeno e incremento
de patogenos (Beaney y col., 2005). Si, por otra parte, los desechos se
depositan en contenedores o se entierran, esto puede generar un problema de
salud publica. Actualmente sdélo una pequena porcion de estos desechos se
utilizan como harinas para alimentos de peces y ganado, asi como para la

elaboracion de concentrados proteicos y saborizantes.

El cefalotérax y el exoesqueleto son los principales descartes en el
proceso de congelacién y venta del camarén. Ademas de agua, que representa
hasta el 80-90 % del peso fresco, estas estructuras contienen proteinas
(13-58 % ps), sales inorganicas (20-72 % ps), lipidos (0.8-12 % ps) y del 14 al
35 % de quitina (Pastor, 2004). Las proporciones de los componentes pueden
variar dependiendo de diversos factores como especie, época del ano,
alimentacion, clima, etc. Tanto la proteina como pigmentos presentes en la
fraccion lipidica pudieran ser recuperados para generar productos de valor
agregado. De igual manera, la quitina tiene el potencial para ser un subproducto

aprovechable de los desechos de camaron.



La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza,
después de la celulosa. Al igual que ésta, la principal funcion de la quitina en la
naturaleza es la de formar estructuras de soporte y proteccion a los organismos
que las contienen (Kurita, 2006). Quimicamente es un polisacarido formado por
glucosas unidas con enlaces (1-4) y en su carbono 2 un grupo acetamido
como sustituyente. Sus caracteristicas fisicoquimicas le confieren propiedades
estructurales como la capacidad de formar geles, fibras, peliculas y particulas
de diferente forma y tamafo. Otras propiedades importantes que presenta son:
biodegradable, no toxica, antimicrobiana, biocompatible, entre otras. Lo anterior
ha sido base para que la quitina sea utilizada en distintas aplicaciones, como
por ejemplo: en agricultura como fertilizante, en el tratamiento de aguas
residuales, en la industria cosmética, etc. Sin embargo, uno de los principales
inconvenientes para su utilizacion es que la quitina es insoluble en la mayoria
de los solventes comunes. Se han reportado distintos solventes y mezclas para
disolverla, pero han presentado algunas desventajas como la degradaciéon del
polimero o incompatibilidad de los disolventes con sistemas biologicos. Entre
los sistemas de solventes propuestos esta el uso de una solucion de hidroxido
de sodio (NaOH) a bajas temperaturas, la cual no modifica la estructura de la

quitina en tiempos cortos.

La produccion de quitina a escala industrial se lleva a cabo a partir de
desechos de crustaceos (jaiba, camardn, langosta). Comunmente el proceso de
obtencidn involucra dos pasos basicos: la disolucion de sales inorganicas y la
eliminaciéon de proteinas presentes en el exoesqueleto. En la Figura 1 se
muestra el esquema general del proceso de obtencidén de quitina. Dependiendo
como se lleven a cabo estos pasos los procesos se pueden clasificar en
termoquimicos y biotecnolégicos. En los procesos termoquimicos se utilizan
reactivos quimicos, temperatura y diversos procesos fisicos para aislar quitina.
Se han reportado numerosas variaciones en los reactivos y condiciones

utilizados tanto en la etapa de desmineralizacidn como desproteinizacion.
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Muchas de estas variaciones se han implementado con la idea de mejorar el
rendimiento o facilitar la recuperacion de otros productos de interés. Por otra
parte, los procesos biotecnoldgicos son aquellos que utilizan fermentaciones o
compuestos derivados de éstas para propiciar la desmineralizacion o
desproteinizacion de los caparazones. Estos procesos tienden a ser mas
amigables con el medio ambiente, pero generalmente requieren mas tiempo de

proceso y la quitina obtenida es de menor calidad.

Desechos de crustaceos

v

Pretratamiento

’

Desmineralizacion

v

Desproteinizacion

v

Blanqueado
Quitina ]

Figura 1. Esquema general de obtencion de quitina

Los métodos para obtener quitina, tanto termoquimicos como
biotecnoldgicos, se basan en la remocion de los compuestos que se encuentran
formando una matriz compleja en el exoesqueleto de camardén junto con la
quitina. En los distintos procesos para obtencion de quitina reportados se hace
uso de manera indistinta de los términos extraccion y aislamiento. Sin embargo,
en los procesos reportados lo que se lleva a cabo es un proceso de aislamiento,

ya que se separa el material inorganico, proteinas y otros compuestos, dejando
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sin modificacion la matriz formada por quitina. Esto mantiene el arreglo fibrilar y
microcristalino de la quitina, lo que la hace poco reactiva e insoluble en la
mayoria de los solventes comunes. En cambio, cuando se trata de una
extracciéon los compuestos de interés se solubilizan en el medio quedando libres

de su estructura compacta para posteriormente ser recuperados.

En el Grupo de Biopolimeros de CIAD se desarroll6 un método de
extraccion de quitina, que se basa en la disolucion de ésta en NaOH a bajas
temperaturas directamente de los caparazones de camaron. Por lo anterior, se
plantea como hipétesis de trabajo que la quitina extraida presenta propiedades
fisicoquimicas y funcionales distintas a la quitina aislada. Para poder comprobar
la hipotesis se planteé como objetivo general el caracterizar fisicoquimicamente
y evaluar las propiedades funcionales de la quitina extraida a partir de cascara
de camarén. Como referencia se utilizd quitina aislada por métodos
termoquimicos obtenida de la misma fuente, que a su vez fue empleada para
obtener quitina microcristalina. Ambas fueron caracterizadas
fisicoquimicamente y se evaluaron sus propiedades funcionales de manera

semejante a la quitina extraida.



ANTECEDENTES

Quitina

Historia

La quitina fue aislada por primera vez por Braconnot en 1811 a partir de
hongos superiores y por su origen la denomino “fungina” (Chandy y col., 1990).
El nombre quitina (del griego chiton, que significa cubierta o envoltura) se debe
a Odier, que en 1823 la aisl6 a partir de escarabajos en soluciones alcalinas. En
1859, Rouget observd que tratando quitina con hidréxido de sodio concentrado
obtenia un nuevo producto al que denomind “quitina modificada”, y que era
soluble en &acidos organicos. Pero no fue hasta 1894, cuando Hoppe-Seyler
sometid la quitina a reflujo a 180 °C en hidréxido de potasio observando que el
producto que se formaba era soluble en acido acético y clorhidrico; a este

producto lo denominé quitosano (Roberts, 1992; Paul, 2000).

Ocurrencia en la Naturaleza

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. De
hecho es el segundo polimero natural mas abundante, sélo superado por la
celulosa, por lo que constituye un importante recurso renovable. La quitina se
localiza de forma natural principalmente como componente fibroso del
exoesqueleto de muchas clases de invertebrados (Figura 2). Algunos grupos de
animales que contienen quitina son: artropodos (insectos y crustaceos),
anélidos y moluscos. La quitina también puede encontrarse en la pared celular
de algunos hongos (ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos y
deuteromicetes), asi como en microalgas (diatomeas) (Fang y col., 2004; Raabe
y col., 2005).



D

Figura 2. Modelo esquematico de la estructura fibrilar de las paredes
cuticulares de los artropodos. A) Quitina; B) Interaccién de quitina
con proteina en forma de fibrillas; C) Fibras entrecruzadas
reforzadas por mineralizacion; D) Reacomodo jerarquico; E)
Patrones visibles (Raabe y col., 2005.)

Caracteristicas Fisicoquimicas

Estructura quimica. La quitina es un polisacarido cationico lineal,

compuesto por unidades de 2-acetoamido-2-deoxi- 3-D-glucopiranosa (GIcNAc)
y 2-amino-2-deoxi-B-D-glucopiranosa (GIcN), unidos por enlaces glucosidicos
B (1-4). Su peso molecular puede alcanzar el rango de 10° Da. La estructura
quimica de la quitina esta relacionada con la de la celulosa, donde el grupo
hidroxilo secundario del carbono 2 de las glucosas esta sustituido por un grupo
acetamido (Figura 3). De manera semejante ambos biopolimeros desempefian
funciones estructurales, ya que actian como materiales de soporte y defensa
en los organismos que los contienen (Rudrapatnam y Faroogahmed, 2003;
Kurita, 2006).



Figura 3. Estructura quimica de a) Quitina y b) Celulosa

Cristalinidad. La quitina se encuentra en la naturaleza formando una
matriz solida hidratada en forma de fuertes fibras, que estan compuestas
predominantemente por regiones amorfas pero que incluyen zonas organizadas
microcristalinas. Las fibras son formadas por cadenas de quitina que se
encuentran empaquetadas y asociadas lateralmente mediante multiples enlaces
de puentes de hidrogeno. Las zonas cristalinas de la quitina pueden
presentarse en tres formas polimérficas, denominadas a, B y y quitina, que se
diferencian en la disposicion y empaquetamiento de las cadenas. La forma o es
la mas abundante, ya que se encuentra en los exoesqueletos de los artropodos
y en los hongos, mientras que la forma 3 es casi exclusiva de la pluma del
calamar, de algunas diatomeas y de ciertas especies de las profundidades
marinas. Las tres formas se pueden diferenciar mediante el analisis del patrén

de difraccion de rayos X (Peniche y col., 2008).



La estructura cristalina tipo o es mas estable y rigida que la B. En la
o quitina, las cadenas del biopolimero se disponen en forma antiparalela
(Figura 4). Esto le permite un mejor arreglo estérico ayudando asi a la
formacion de numerosos enlaces de puentes de hidrogeno inter e
intramoleculares entre los grupos acetoamido del C-2 y los grupos hidroxilo de
los carbonos C-3 y C-6 de las cadenas. La 3 quitina tiene una estructura menos
compacta y mas abierta, debido a la disposicion paralela de sus cadenas. En
consecuencia, esta forma polimorfica se hincha facilmente en agua lo que le

permite ser mas reactiva y mas degradable (Peniche, 2006; Galed, 2005).

UL ALT™ RGN RANET
M’\N\ %O\N\% R %%O\m N BT R

o-quitina;; p-quitina
arreglo antiparalelo arreglo paralelo

Figura 4. Esquema de los arreglos de las zonas cristalinas a y  de quitina

Peso molecular. La quitina es naturalmente polidispersa, es decir, que una

muestra dada esta formada por cadenas de distinto peso molecular. En los
caparazones de crustaceos, ademas de la variacién natural por especie, estado
de madurez y procesos fisioldgicos, entre otros, la quitina esta sujeta a
continuos procesos de sintesis y degradacion. Aunado a esto, el proceso de
extraccidn puede incluir condiciones que degradan la cadena. Debido a esta
variabilidad, el peso molecular de la quitina se reporta como un promedio
estadistico de la masa molecular estimada por los distintos métodos

disponibles.



Los métodos por los cuales podemos determinar el peso molecular son:
viscosimetria, dispersion de luz y cromatografia de permeacién en gel, entre
otros. La viscosidad intrinseca es el método sencillo y con bajo requerimientos
de equipamiento. Sin embargo, este es un método indirecto que requiere la
determinacién de constantes obtenidas de muestras de pesos moleculares
conocidos, analizadas por métodos directos como el de dispersion de luz. Para
determinar el peso molecular promedio viscosimétrico se debe obtener la
viscosidad intrinseca ([n]). Una vez calculada se relaciona con el peso

molecular de acuerdo a la ecuacién de Mark- Houwink-Sakurada:
[M]=KM,* (1)

Donde M, es el peso molecular promedio viscosimétrico, mientras K y
a son las dos contantes que dependen de la naturaleza del polimero, del
sistema disolvente utilizado y la temperatura (Pastor, 2004; Lizardi-Mendoza,
1998; Peniche, 2006).

El método de dispersién de luz permite determinar de forma directa el
peso molecular promedio en peso M, del polimero. Ademas, puede
proporcionar otros datos como radio de giro promedio z ((S%),"?) y el segundo
coeficiente del virial (I'z), el cual proporciona informacién acerca de las
interacciones solvente-polimero. Este es un método absoluto que permite
determinar las constantes K y o que se utilizan en viscosimetria capilar
(Roberts, 1992). La determinacion del peso molecular por este método consiste
en determinar la dispersion de la luz de las disoluciones poliméricas resultante
de las fluctuaciones de densidad y concentracidén, utilizando distintas
concentraciones de las soluciones del polimero (0,001-0,1 g/L). Ademas se
mide la intensidad de la luz que se dispersa a través de las soluciones a 30° y
140 °C con un fotdmetro de dispersion de luz a 632.8 nm. El peso molecular se

puede calcular utilizando el grafico Zimm procesado por un software especifico.



Sin embargo, cuando existe agregacion o asociacion entre las moléculas la

interpretacion de los datos puede resultar complicado (Galed, 2005).

En el caso de la Cromatografia de Permeacién en Gel (GPC), se puede
determinar el peso molecular y también se puede conocer la distribucién de
pesos moleculares. Este método consiste en hacer pasar una solucion diluida
del polimero a través de una columna rellena de un gel rigido poroso, donde las
moléculas de mayor tamafo eluyen primero y las de menor tamario tardaran en
salir. La forma de monitorear al polimero que esta saliendo es utilizando un
detector, que comunmente es de indice de refraccién. Una desventaja que
presenta este método es que se requieren patrones de pesos moleculares

comerciales.

Grado de acetilacion (GA). Se define como el contenido de residuos

acetilados con respecto al total de residuos que forman la cadena de quitina.
Puede expresarse en porcentaje o fraccion molar. Se han desarrollado
numerosos meétodos para determinar GA de quitina basados en diversas
técnicas como espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
resonancia magnética nuclear (RMN) de '>C CP/MAS, potenciometria vy
espectroscopia UV primera derivada. Otras técnicas alternativas incluyen
analisis elemental, analisis térmico, cromatografia de permeacion de gel y

dicroismo circular (Brugnerotto y col., 2001).

Debido a su sencillez, el método de FTIR es uno de los mas utilizados. La
estimacion del GA empleando espectros de infrarrojo generalmente consiste en
relacionar una banda de absorcidén asociada a los enlaces del grupo acetamido
con una banda de referencia interna. Como ejemplo, Brugnerotto y col. (2001)
tomaron como base una banda caracteristica de quitina localizada a 1320 cm™y
como referencia la banda a 1420 cm'1, sus resultados se correlacionaron con

datos de GA obtenidos por RMN. De esto obtuvieron la siguiente ecuacion:

DA(%)=31.92x(A*%/A"%%) = 12.20 (2)
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En todas las determinaciones por FTIR es importante seleccionar
adecuadamente las lineas base en el calculo de la absorbancia, para lograr

resultados precisos (Brugnerotto y col., 2001; Pastor, 2004).

La técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa en las
propiedades magnéticas del nucleo atbmico. La rotacion de una carga crea un
campo eléctrico débil que en presencia de un campo magnético externo trata de
alinearse con este, pero debido a su momento angular se genera un
movimiento de precesion. La velocidad de este movimiento es proporcional a la
fortaleza del campo magnético externo. Para el caso de los polimeros, a la
RMN en estado solido se aplica la técnica de “giro de angulo magico” (MAS) ya
que las interacciones espaciales intermoleculares y de acoplamiento dipolar
generan banda anchas provocando asi una baja resolucion. Adicionalmente se
aplica la técnica de “polarizaciéon cruzada” (CP) donde la magnetizacién es
transferida de los nucleos de 'H a los de "*C, produciendo una relajacién via

protones, lo que permite realizar un mayor numero de lecturas (Tonelli, 1993).

La espectroscopia de *C-RMN de muestras solidas es un método no
invasivo. Se realiza trabajando con un desacoplador de protéon de alto poder
para la polarizacién cruzada (CP) y un accesorio de rotacion de muestra de alta
velocidad de angulo magico (MAS). ElI CP elimina las interacciones dipolares
entre 'H y *C, mientras que el MAS promedia las interacciones dipolares y la
anisotropia del desplazamiento quimico lo que permite obtener espectros de
alta resolucion (Duarte y col., 2001). La resonancia magnética nuclear de "*C
con CP-MAS en estado solido se ha empleado en diversos estudios sobre
cristalinidad y estructura conformacional de quitina y quitosano. Se ha
establecido una asignacion de picos para este tipo de espectros de los dos
polimorfos mas comunes de quitina. A partir de estos analisis es posible
determinar la conformacién estructural y de composicion de las muestras, con

las que puede calcularse su grado de acetilacion. El grado de acetilacion se
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obtiene directamente del valor de las integrales del C metilico con respecto a

las integrales del los carbones del anillo (Varum y col., 1991).

Propiedades

Solubilidad. Otra caracteristica que comparte la quitina con la celulosa es
su insolubilidad en la mayoria de los solventes organicos comunes. Ambos
polimeros se pueden solubilizar en una mezcla compuesta por
N,N-dimetilacetamida (DMAc) con cloruro de litio (LiCl). EI mecanismo de
disolucidén de la quitina en este solvente puede explicarse como sigue: En el
solvente los iones litio (Li+) se asocian con el oxigeno del carbonilo del DMAc.
Este complejo débil solvata a los polielectrolitos formados por la asociacién
entre los iones cloro y los grupos labiles de protones de la cadena de quitina.
Esto tiene como consecuencia la ruptura de los puentes de hidrégeno que
estabilizan la estructura cristalina de la quitina, permitiendo su disolucion
(Poirier y col., 2002). El sistema solvente DMACc-LICI, es el mas utilizado para
obtener soluciones de quitina; sin embargo, este sistema solvente presenta
algunas desventajas: las soluciones son inestables en presencia de humedad y
el DMAc es considerado un solvente organico téxico con posibles efectos

carcinogénicos.

Otro solvente en el que se puede disolver quitina es el hidréxido de sodio
(NaOH) en frio. No obstante, existen pocas investigaciones reportadas acerca
de este tipo de sistema solvente de quitina. Sannan y col. (1975) comenzaron a
investigar la disolucién de quitina en suspensiones de hidréxido con hielo,
obteniendo una solucion que denominaron quitina alcalina. Este tipo de
disolucion se ha empleado como un paso precursor para las reacciones de
derivatizacién de la quitina. Einbu y col. (2004) modificaron la técnica descrita
por Sannan y col. (1975) para obtener soluciones de quitina. Al hacer un

analisis del comportamiento de este polisacarido en solucion, concluyeron que
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el sistema NaOH y hielo puede ser considerado como un sistema solvente

adecuado para quitina.

Propiedades estructurales. En la naturaleza la quitina cumple la funcion de

formar estructuras que proporcionan soporte, flexibilidad, resistencia y una
barrera impermeable a los organismos que la poseen. Las estructuras formadas
de quitina son muy diversas ya que pueden ser duras y rigidas o flexibles y
fragiles. El arreglo estructural de la quitina proporciona una ruta para formar
numerosas estructuras. Las propiedades mecanicas de la quitina se pueden

comparar tanto con fibras naturales como sintéticas (Wegst, 2004).

Las capacidades estructurales de la quitina le permiten producir diversos
materiales por si misma o bien mezclandola con otros polimeros. Sin embargo,
la quitina no posee propiedades termoplasticas por lo que es necesaria su
disolucién para obtener distintos materiales como geles, peliculas y fibras, entre
otros materiales moldeables. Las propiedades mecanicas de estos van a
depender de las caracteristicas fisicoquimicas de la quitina de donde se
originaron, como peso molecular, GA y ordenamiento de las cadenas
(Lizardi-Mendoza, 2007).

Reactividad. La presencia de grupos funcionales susceptibles a ser
modificados en la cadena de la quitina ha permitido la obtencion de diversos
derivados. Esto, sobretodo, con la finalidad de incrementar su solubilidad en
distintos sistemas solventes. Los métodos comunes para la modificacion
quimica de la quitina son llevados a cabo en condiciones heterogéneas. Este
tipo de reacciones presenta algunas desventajas como: bajo grado de reaccion,
falta de uniformidad estructural y degradacion parcial del polimero.
Alternativamente se han propuesto métodos en fase homogénea, ya que
presenta un mejor control de la reaccion, pero la poca solubilidad de la quitina
limita el numero de posibles reacciones (Zou y col., 2005; Shigemmasa y col.,
1999).
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Una de las reacciones de modificacion de quitina mas utilizada es la
desacetilacion, para producir su derivado desacetilado llamado quitosano. Esta
reaccion consiste en remover el grupo acetilo de los grupos aminos bajo
condiciones heterogéneas, en medio alcalino (NaOH ¢ KOH) a altas
temperaturas (100-110 °C). No obstante, una posible desventaja es que la
reaccion puede disminuir el tamafo de la molécula. Otra reaccion que produce
derivados de quitina solubles es la inclusion de grupos tosil (p-toluensulfonil) a
la molécula en el C-6. La reaccion se lleva a cabo a 0 °C, poniendo a reaccionar
quitina alcalina con cloruro de tosilo en cloroformo. Esta reacciéon produce una
quitina parcialmente soluble en agua y a medida que se incrementa el grado de
sustitucidén la quitina es soluble en solventes organicos. Usualmente la quitina

tosilada es utilizada para elaborar otros derivados (Kurita, 2001).

Aplicaciones

En los ultimos 6 afios se ha incrementado el numero de solicitudes
registradas en las principales agencias de propiedad intelectual en el mundo
relacionadas con aplicaciones de la quitina y quitosano. Los principales paises
en los que se originan este tipo de patentes son Estados Unidos, Japon, Corea,
y algunos paises de la Unién Europea. En el mercado existe una consolidacion
importante en la demanda de materias primas (quitina semipurificada de grado
comercial) para la elaboracion de quitosanos funcionales y se estima que esto
continuara en los proximos afnos a medida que se investiguen mas aplicaciones
(Higuera y col., 2007).

Por su insolubilidad en solventes comunes, los usos de la quitina tienden a
restringirse al estado sdlido. Las principales aplicaciones se centran en
adsorcion y formacion de complejos, como es el caso de tratamiento de aguas
residuales. La quitina presenta propiedades funcionales atractivas como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxica y cualidades mecanicas, por lo

que se ha estudiado la utilizacion de este polisacarido en aplicaciones
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biomédicas, textiles y cosméticas, entre otras (Schultz y col., 1998; Xie y col.,
2001; Pastor, 2004). Una porcion considerable de quitina producida en el
mercado se destina a la obtencién de glucosamina. Este derivado es utilizado
como un suplemento dietético por su capacidad de reducir dolor y rigidez de
articulaciones, en pacientes que presentan artritis (Word guide 2003-2005;
Higuera y col., 2007). La mayor parte de la quitina es convertida en quitosano
por medio de una desacetilacion termoquimica. El quitosano, a diferencia de la
quitina, forma soluciones acuosas en acidos diluidos en donde se comporta
como polielectrolito, motivo por el cual tiene mas aplicaciones. En la Tabla 1 se
enlistan algunas de las aplicaciones de quitina y quitosano, asi como su campo

de accién.

Tabla 1. Aplicaciones de quitina y quitosano en algunas areas industriales

CASOS DE USoOsS
APLICACION
Tratamiento de aguay  Remocion de iones metélicos y pesticidas: remocion
efluentes industriales de fenoles, radiois6topos, PCBs y colorantes.
Fabricacién de papel Tratamiento de superficies, papel fotografico
Medicina Gasas, algodon hilos de sutura, lentes de contacto.
Cosmética Maquillaje, esmalte de uias locidén de bafo, cremas.

Inmovilizacion de enzimas y células, separacion de

Biotecnologia . . -
proteinas, cromatografia y recuperacién celular.

Recubrimientos de semillas y frutas (peliculas),

Agricultura fertilizante, fungicida.

Alimenticia Remocioén de colorantes, conservantes, estabilizante.

Fuente: (Pastor, 2004)
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Obtencion de Quitina

La quitina comercial se obtiene a partir de desechos de crustaceos de la
industria pesquera, siendo las principales fuentes los caparazones de cangrejo,
camaron, langostino y langosta. El exoesqueleto de los crustaceos consiste
mayoritariamente en un 18-58 % de proteinas, 20-72 % de carbonato y fosfato
de calcio, 0.8-12 % de lipidos y un 14-35 % de quitina. Estos porcentajes van a
depender de la especie, estacion de captura del animal, habitat y condiciones

ambientales.

Los procesos reportados manejan indistintamente los términos de
extraccion y aislamiento, para referirse al procedimiento de obtencion de la
quitina. Aislamiento se define como la accién de dejar un compuesto solo,
separado de la combinacion o medio que se encuentra. Tomando esto en
cuenta, la obtencion de quitina se lleva a cabo a través de aislamiento, ya que
los procesos se enfocan en remover proteinas, sales inorganicas y demas
compuestos. Por otra parte, el término de extraccién se refiere a obtener
compuestos mediante la utilizaciéon de disolventes u otros medios. Al momento
solo se tiene conocimiento de un reporte sobre el uso de HCI concentrado para
disolver cascara de camarodn y recuperar quitina de la solucion resultante (Diaz,
2007).

Existe una gran variedad de métodos para el aislamiento de quitina, los
cuales se basan en dos pasos basicos: la separacidn de proteina o
desproteinizacion y la eliminacion de sales minerales o desmineralizacién
(Figura 1). En estas etapas los caparazones de crustaceos son tratados en fase
heterogénea. El proceso de obtencién puede complementarse con algunos
pasos adicionales como el tratamiento de muestra, eliminacién de pigmentos y
operaciones de manejo del material. Las principales fuentes de variacion entre

los distintos métodos reportados son las condiciones de reaccion, tiempo vy
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fuente de obtencion. En general, los métodos de aislamiento pueden agruparse

en métodos termoquimicos y biotecnoldgicos, que se describen a continuacion.

Procesos termoquimicos. Los métodos termoquimicos emplean reactivos

quimicos y temperatura para remover las proteinas y minerales de los desechos
de crustaceos. Se han reportado numerosas variaciones de este tipo de
métodos. Entre las variaciones observadas se encuentran: cambiar el orden de
las etapas de desproteinizacién y desmineralizacion, iniciar el proceso con la
extraccion de pigmentos, uso de diferentes concentraciones de los reactivos
empleados y distintas temperaturas de proceso, uso de diversos solventes o
aditivos, entre otros. Como ejemplo, en la Tabla 2 se enlistan algunas de las
variaciones de los métodos termoquimicos reportados para la obtencion de

quitina en los ultimos afios.

A continuacion se hace una descripcion general del método termoquimico.
Habitualmente se tiene una etapa inicial de pretratamiento o preparacion de la
materia prima. Esta puede consistir en lavados, secado y molienda de la
muestra. Los lavados se realizan con agua corriente para reducir el contenido
de impurezas o tejido muscular adherido. El secado tipicamente se da entre 60
a 80 °C para reducir humedad y asi facilitar su manejo. La molienda es el
proceso para reducir el tamano de particula para facilitar el acceso de los
reactivos a la matriz de los caparazones y de esta manera hacer mas eficiente
el proceso (Pastor, 2004; Roberts, 1992).

Para eliminar el componente inorganico de los desechos de crustaceos,
en su mayoria sales de calcio (carbonato), se han utilizado soluciones diluidas
de distintos tipos de &acidos, principalmente de acido clorhidrico (HCI), a
temperatura ambiente. En esta etapa es importante que la cantidad de acido
utilizado sea estequiométricamente igual o mayor al contenido de sales de la

materia prima para lograr la reaccion completa. Algunos investigadores han
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Tabla 2. Resumen de métodos termoquimicos de aislamiento de quitina reportados

Concentracién de reactivo, Temperatura y Tiempo de reaccién

Pretratamiento Desmineralizacion

Deproteinizacion

Referencia

HCI1 N, 100 °C, 20 h
HCI1.8 N, TA, 12 h
HCI 0.25 M, TA

Molienda
Lavado, secado y
molido a 250 um

Molienda y HCI 0.28 N, 75-80 °C
Tamizado

Desecado y

reduccion de HCI1 M
tamano

Congelamiento HCI 0.25 M, frio

HCI1 M, 125 °C,2h
HCI 6 %, 20, 40,60y 80 °C
Secado a 60 °C, 18
h. Molienda a

149 um

Molienda directa y HCI1 4.5 %, 6 h, HCI 3 %, 6 h,
congelacion HCI 3 %, 3 h, 50 °C
Secadoa30°Cy HCI0.55M,2h ,HCI1.0 M, 2 h,
molienda 25 °C

NaOH 1 N, 80°C, 36 h;
seguido de Na,CO;3; 0.4 %, 80 °C, 12 h
NaOH 10 %, TA, 2 h

NaOH 1 M, 70 °C, varios ciclos

NaOH 3 %

NaOH 1 M, 105-110 °C
NaOH 1 M, 95 °C, 2 h, 4 ciclos
NaOH 15 %, 65 °C, 3 h
NaOH 6%, 20, 40, 60y 80 °C

SDS 1 % + Na,C0O3 0.25 % + AVS 1 %, 1-2 h

NaOH 4 %, 50 °C, 3 ciclos de 12 h

NaOH 0.30 M, 1 h, NaOH 4.36 M, 3 h, 65-85 °C

Sajomsang y col., 2010
Escorcia y col., 2009
Al sagheer y col. 2009

Belandria y Morillo, 2008

Abdou y col., 2008
Rgdde y col., 2008
Battisti y Campana, 2008
Abdullin y col., 2008

Flores y col., 2007

Rao y col., 2007

Lavall y col., 2007

TA. Temperatura ambiente

SDS. Dodecilsulfato de sodio
Na,COs. Carbonato de sodio
AVS. Aceite vegetal saponificado

18



reportado que si se utilizan temperaturas superiores a las del medio ambiente
se provoca la degradacion del polimero (Williams, 2002). La desmineralizacion

con acido clorhidrico puede ser descrita por la siguiente reaccion (Diaz, 2005):
CaCO; + 2HCI — CaCl, + 2:H,0 + CO, T (3)

La remocion de las proteinas residuales y las asociadas a las fibras de la
quitina se lleva a cabo usualmente por hidrdlisis, empleando soluciones
acuosas alcalinas. Se han utilizado concentraciones de 1 hasta 10 %, a
temperaturas en un rango de 65 a 100 °C. El tiempo del tratamiento puede
variar desde media hora hasta 72 h. Sin embargo, se considera que el uso de
temperaturas muy altas o tiempos de reaccion prolongados tienden a provocar
la ruptura de las cadenas y la desacetilacién parcial de la quitina (Garcia, 1997;
Roberts, 1992; Peniche y col.,, 2008 (b), Escorcia y col., 2009). Un
procedimiento opcional es la recuperacion de los péptidos o proteinas
presentes en el medio de reaccidn. Esto consiste en la precipitacién isoeléctrica
de las mismas después de la digestion alcalina. Se ha reportado que la proteina
recuperada del desecho de camardn, por medio de extraccion alcalina y
precipitacion isoeléctrica, tiene un perfil de aminoacidos similar al de caseina,

excepto por el contenido de cistina y metionina (Garcia, 1997).

El exoesqueleto de crustaceos, ademas de proteina y minerales, contiene
cierta cantidad de lipidos que incluyen pigmentos lipidicos, principalmente
carotenoides como astaxantina, luteina y B-caroteno. En la extraccion de quitina
la eliminacion de estos pigmentos es un paso considerado opcional. Consiste
en utilizar solventes organicos polares, como el etanol. Una vez extraidos los
pigmentos pueden ser recuperados ya que tienen considerable valor comercial
(Pastor, 2004; Pinelli y col., 1998).

Procesos biotecnoldgicos. Otro tipo de estrategias para la eliminacion de

proteinas y minerales presentes en los caparazones de crustaceos emplea

procesos biotecnoldgicos, como fermentaciones y uso de enzimas. De manera
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semejante que para el aislamiento de tipo termoquimico, para los procesos
biotecnoldgicos se ha reportado el uso de una gran variedad de condiciones de
proceso. En la Tabla 3 se muestran las variaciones mas recientes que se han
investigado. Algunos autores reportan que la calidad de quitina obtenida por
este tipo de métodos es baja, comparada con la obtenida por el proceso
termoquimico. Sin embargo, el quitosano obtenido a partir de este tipo de
quitina presenta propiedades fisico-quimicas similares al obtenido de quitinas

del método termoquimico (Beaney y col., 2005).
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Tabla 3. Resumen de métodos biotecnoldgicos de aislamiento de quitina reportados

Fermentacion

Desmineralizacion y Deproteinizacion

‘. Tiempo
Sustrato, Bacteria y Tiempo de Concentracion  Temperatura de .
Pretratamiento reaccion de reactivo (°C) . Referencia
reaccion
Congelado v molienda Sucrosa 10 %, L. plantarum, 144 h, HCI 0.25 M 20 min Pacheco y
9 y 35°C NaOH 1 M 70 24h  col., 2011
. : . HCI1 M 30 min Ozhany col.,
Secado y molienda L. lactis, T. turnirae NaOH 1 M 70 3h 2010
P e Sunita y
Secado L. plantarum Acido Igchco 40 24,h Ganesh,
A. niger 37 3 dias 2010
Molienda a un tamafio de o Pacheco y
particula de 5 mm Sucrosa 10 %, L. plantarum, 144 h col., 2009
Secado y molienda pH 7, B. cereus y E. acetylicum, 24 h, Sorokulova y
a <100 um 37 °C col., 2009
Cocinado a 90 °C por R Manni y col.,
20 min y molienda pH 8, DEP, 3 h, 40-90 °C HCI 1.5 M 25 6h 2009
Lavado con SOIUC'O.O Sucrosa 10-30 %, Pediococcus sp Choorit y
clorada y congelacién col., 2008
Cocinado por 1 hy Adour v col
secadoa 163 °C (1 h)y pH 8-9, JD., L. helviticus, 24 h,30 °C 2008 y col.,
molienda
o PECLG, L. plantarum, L. acidophilis, L. o Khanafari y
Secadoa 50 "Cpor24h o )00s,7 dias, 30 °Cy 5 % de CO, NaOH 2 % 90 2h col., 2008

DEP. Digestion con enzimas proteasas

JD. Jugo de datil

PECLG. Peptona, extracto de carne, levadura, glucosa
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

El exoesqueleto de camaron se obtuvo de la empresa Empromar, ubicada
en carretera a Bahia de Kino, Sonora, México. La muestra fue transportada en
hielo y una vez que llegé a las instalaciones de CIAD fue congelada a -20 °C en
un congelador (marca Torrey). La muestra congelada se molié (molino Hobart
modelo 4152) y se congeld de nuevo. Posteriormente se lavdé con agua
corriente hasta eliminar la mayoria de los residuos de material organico
(musculo, hepatopancreas, etc.). El material lavado se volvié a congelar, hasta

ser utilizado en el proceso de obtencidn de las quitinas.

Obtenciéon de Quitinas

Quitina Extraida (Qn Ex)

Se prepard una solucion con exoesqueleto de camarén empleando NaOH
a baja temperatura. La quitina se recuperé mediante neutralizacion utilizando
HCI. La mezcla obtenida se centrifugd a 0 °C a una velocidad de 10,000 rpm
(centrifuga marca Beckman modelo J2-21). La quitina recuperada se lavé hasta
eliminar el exceso de sal y se congelé para secarla mediante liofilizacion

(Freeze Dry System, marca Labconco).

Quitina Aislada (Qn As)

La quitina se aisl6 mediante la técnica descrita por Beaney y col. (2005).
Para el proceso de desmineralizacion, el exoesqueleto se puso en contacto en
una relacion 1:15 (p/V) con acido clorhidrico (HCI) 1 M durante 3h a
temperatura ambiente. Después de ese tiempo, se lavd con agua corriente

hasta pH neutro. Para el proceso de desproteinizacién, el exoesqueleto
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desmineralizado fue tratado con hidroxido de sodio (NaOH) 15 % en una
proporcion 1:10 (p/V), por un periodo de 3 h a una temperatura de 65 °C. Al
finalizar, la quitina se lavé hasta pH neutro y se congelé para secarla en un

liofilizador (Freeze Dry System, marca Labconco).

Quitina Microcristalina (Qn Mi)

Para preparar Qn Mi se partié de Qn As utilizando la técnica descrita por
Beaney y col. (2007). Se colocaron 5g de QnAs en 200 mL de HCI
concentrado a 4°C. La mezcla se agitd vigorosamente hasta que la
temperatura alcanzo los 37 °C. Posteriormente la mezcla se disperso en 3 L de
agua fria y se mantuvo a 4-7 °C por 24 h. Transcurrido el tiempo la mezcla se
centrifugdé a 6000 rpm por 10 min (centrifuga marca Hermle modelo z300). La
quitina recuperada se dializ6 en membranas (marca VWR Spectra/Por) con
tamano de poro de 3500 Da, hasta que la conductividad del dializado fue igual a
la del agua bidestilada. La Qn Mi se seco por liofilizacion. La Qn Mi se preparé
para ser utilizada como referencia de una quitina con indice de cristalinidad

modificado.

Caracterizacion Fisicoquimica

Morfologia

Microscopia. Para observar las diferencias morfolégicas de las quitinas
obtenidas, se utilizé6 un microscopio electrénico de barrido (SEM), donde se hizo
la toma de imagenes utilizando un microscopio Phillips XL30, perteneciente al
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CIMVESTAV) de Mérida, Yucatan. El voltaje de aceleracion fue 25 kV
y la resolucion del equipo es de 3.5 nm. Las muestras se tomaron de modo

ambiental sin recubrimiento.
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Color. Para medir esta cualidad de las tres quitinas y la materia prima
(MP) se utilizé un colorimetro portatil (marca Konika Minolta modelo CR-400), el
cual registré los valores de los parametros L, a y b. L indica la luminosidad,
donde los valores mas bajos (0) representan el color negro o la opacidad de la
muestra en cambio valores altos (100) indican una muestra luminosa o blanca.
Los valores de a representa el cambio de color verde a rojo y el b el cambio de
amarillo al azul y los valores varian de -60 a +60 para ambos parametros. En la
Figura 5 se muestra el esquema de colores que se utilizo como base para

obtener las tonalidades de las muestras.

vy hunieriab cam

Figura 5 Esquema de color, utilizado para estimar el color de la muestra

Densidad Aparente Compactada

Para la determinacion de la densidad aparente compactada (Tap density)
se utilizé una probeta cilindrica de 25 mL. Esta se peso y posteriormente se le
adicion6 la muestra lentamente, hasta el volumen marcado de 25 mL. Una vez

que la muestra quedo distribuida uniformemente se registré el pesé. Después la
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muestra se comprime con la ayuda de un aditamento de base plana y de
didmetro ligeramente menor al diametro interno de la probeta. Este
procedimiento se repite 3 veces y se registra el volumen final de la muestra
compactada. Para calcular el indice de compresividad se utilizoé la siguiente

ecuacion:
DAC (g/mL) = 100 (Vo — Vi) / Vo (4)

Donde Vj es el volumen inicial y Vi es el volumen final de la muestra

compactada.

Analisis Proximal

El analisis proximal de las muestras comprendié la determinacion de
humedad, ceniza (material inorganico), lipidos, nitrégeno total, metales y
aminoacidos. A partir de los valores de nitrogeno total se estimo el contenido de
proteina y quitina de acuerdo al método reportado por Diaz-Rojas y col. (2005).
Todas las determinaciones se hicieron por triplicado y los reactivos utilizados
fueron grado reactivo, exceptuando los utilizados para la determinacion de

aminoacidos por HPLC.

Humedad. La humedad se determind gravimétricamente. Las muestras se
secaron en una estufa de conveccion de aire (marca RIOSSA modelo HS41) a
100 °C durante 12 h, segun el método de la AOAC 991.01 (1990).

Material inorganico. Para la determinaciéon de material inorganico se utilizé

la técnica descrita por Peniche (2006). Las muestras se incineraron a 800 °C
(mufla marca Thermolyne modelo 1500 Furnace) por 4 h, midiendo la cantidad

de cenizas obtenidas mediante el método gravimétrico.

Contenido de lipidos. Se utilizdé la técnica descrita por la AOAC 7. 060

(1990) para la determinaciéon del contenido total de lipidos presentes en la

muestra. Segun la técnica se estima el total del extracto etéreo por gravimetria.
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Nitrégeno total. Para obtener el contenido de nitrogeno total en las

muestras se utilizé la técnica de combustidn de nitrégeno 992.15 de la AOAC
(2000). Se peso6 aproximadamente 500 mg de muestra para posteriormente ser

incinerada a 850 °C y analizada en un equipo marca LECO modelo FP-528.

Estimacién de contenido de quitina y proteina. Para estimar que parte del

Nitrégeno total le corresponde a proteina y que porcién a quitina, se utilizé la
estimacion descrita por Diaz-Rojas y col. (2005), donde utiliza una relacion

estequiométrica aplicando las siguientes formulas:
Proteina= (Nt x Cq + K-100) x Cp / (Cqg-Cp) (5)
Quitina= (Nt x Cq + K-100) x Cq / (Cp-Cq) (6)

Donde: Nt es la proporcion de nitrogeno total presente en la muestra; K es
la proporcion de material no nitrogenado (materia inorganica, grasa y
humedad); Cp es el factor de conversidén de nitrégeno proteico, para este caso
se utilizo el valor de 6.25 y Cq es el factor de conversion de nitrégeno presente
en quitina, el cual corresponde al nitrégeno tedrico, que se ajusta de acuerdo a

su grado de acetilacion.

Aminoacidos. Para la determinacién de aminoacidos se siguid la técnica
descrita por Vazquez-Ortiz y col. (1995). Se pesaron 30 mg de muestra que se
hidrolizaron con acido sulfurico (H2SO4) 6 M, por 4 h a 150 °C. Posteriormente
las muestras se evaporaron a sequedad y se resuspendieron en buffer de
citrato pH 2.2. Antes (2 min) de realizar la inyeccién al HPLC la muestra se
pone en contacto con el reactivo O-ftaldehido (OPA) para activar la
fluorescencia y se le agrega acido alfa-aminobutirico como estandar interno.
Las muestras se analizaron en un HPLC Varian 9012, utilizando una columna
Microsorb C18 marca Varian de 10 cm x 4.6 mm y 3 um. Metanol grado HPLC
99 % pureza (J.T. Baker) y buffer de acetato de sodio pH 7.2 como fase movil.

Se utilizé un detector de fluorescencia (marca Fluorichrom modelo 430020-02) a
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455 nm. La cuantificacidon de cada aminoacido se llevé a cabo mediante factor

utilizando la siguiente ecuacion:
Concentracion de aminoacido (uM/mL)= Sl x Ax0.05x SE (7)

Donde Sl es el area bajo la curva del estandar interno, A es el area de la

muestra y SE es el area del estandar externo.

Metales. Para la determinacion de metales se siguio la técnica descrita por
Jara y col. (2009). Se utilizé un equipo de absorcién atémica marca Varian
modelo DUO AA 240 FS, con generador de vapor para hidruros y mercurio
modelo VGA 77. Para la realizacidn del analisis se pesaron 200 mg de muestra
que fueron hidrolizados con acido nitrico concentrado bajo presion. La solucién
obtenida se afor6 a un volumen de 50 mL con agua destilada. Para la
determinacién de Calcio (Ca) y Magnesio (Mg) se tomaron 10 mL de la muestra
que se aforaron con cloruro de lantano (LaCls) al 0.0072 M a un volumen de
50 mL. Se hizo la medicién en flama de acetileno con éxido nitroso. Para la
determinacién de Zinc (Zn), se utilizé la muestra hidrolizada diluida y se midio
utilizando flama de acetileno. Para Potasio (K) y Sodio (Na), las muestras se
diluyeron en Cloruro de litio (LiCl) al 0.216 N, midiéndolos por flama de
acetileno. Para la determinacion de Mercurio (Hg) se utilizé emision en frio con
argon; las muestras fueron reducidas con dicromato de potasio y con cloruro
estafioso. El equipo fue calibrado antes de cada medicion con una curva
estandar para cada metal. Para calcular la concentracion se utilizo la siguiente

ecuacion:
[Metal]= (LF x V) / (P x F) (8)

Donde LF es la lectura del equipo para cada muestra, V es el volumen de

afore de la muestra, P es el peso de la muestra y F es el factor de dilucion.
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Grado de Acetilacion

El grado de acetilacion (GA) de las quitinas se determind mediante
espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y resonancia magnética nuclear (RMN).
Para la determinacion de GA por FTIR, las muestras de quitinas se secaron a
60 °C en una estufa de conveccidén (marca Lindberg/blue). Posteriormente la
muestra se molié en un mortero de agata y se mezcl6é con Bromuro de potasio
(KBr) grado espectroscopico, hasta obtener una mezcla homogénea. Se
obtuvieron pastillas comprimiendo la mezcla en una prensa hidraulica (marca
ICL). Espectros de infrarrojo en el intervalo de 400 a 4000 cm™ se obtuvieron
por transmision en un equipo FTIR (marca Nicolet modelo protegé 460
espectrometer E.S.P). Para la estimacion del GA a partir de los espectros de
FTIR se utilizd el procedimiento reportado por Brugnerutto y col. (2001),

ecuacion (2).

Para la determinaciéon del GA por Resonancia Magnética Nuclear
BCP-MAS en estado sélido se obtuvieron los espectros bajo contacto simple a
50.32 MHz en un equipo Bruker CXP-200, con un accesorio para la polarizacion
cruzada y giro de angulo magico (CP-MAS) tipo Bruker-z32DR-MAS-DB,
perteneciente al Departamento de Quimica de la Universidad de Arizona. La
muestra en polvo se empaco en una celda de ceramica y fue sometida a un giro
de 4.5 MHz. El tiempo de contacto para la polarizacion cruzada fue de 2.5 ms.
Los desplazamientos quimicos de '*C se calibraron indirectamente y refirieron
al valor de cero para tetrametilsilano (TMS). El grado de acetilacién se obtuvo
directamente del valor de las integrales del C metilico con respecto a las

integrales del los carbones del anillo de acuerdo a la ecuacion:
GA =lchs / (I [cr-cq / 6) (9)

Donde Ich; corresponde a la integral del C metilico e Iic..cq @ la suma de las

integrales de los C1 al C6.
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Peso Molecular

Para determinar la viscosidad intrinseca ([n]) y a partir de esta calcular el
peso molecular promedio viscosimétrico (M,) de las muestras de quitina se
sigui6 la metodologia descrita por Einbu y col. (2004). Para ello se prepar6 una
solucion de quitina a 2.25 mg/mL en NaOH frio. Esta se analiz6 en un
viscosimetro tipo Ubbelohde de tamano de capilar ASTM 1 colocado en un
bano de agua (marca Koehler Instrument Company Inc.) a temperatura
constante de 20 °C. Mediciones a 5 concentraciones distintas se utilizaron para
determinar la [n] utilizando las ecuaciones de Huggins, Kraemer y “punto unico”.
El M, de cada muestra se calculd con la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada

(ecuacion 1) empleando las constantes K= 0.10 y o= 0.68.

Cristalinidad

Se obtuvieron los patrones de cristalinidad de las distintas quitinas,
empleando un equipo de difraccion de rayos X (marca Panalytical modelo
X'Pert PRO). Las muestras se midieron en el intervalo de 4 a 40° 26 a 100 s por
paso y con una velocidad de barrido de 0.021 °/s. Se utiliz6 una rejilla
antiescater programable, fija en el rayo reflejado de 1/32 y un detector

X'Celerator con corriente de 40 kV y 35 mA.

El indice de cristalinidad de las quitinas se calculé de acuerdo a Zhang y

col. (2005), mediante la siguiente ecuacion:

IC (%) =[(I1110 - lam)/I110] x 100 (10)
Donde 1110 es la maxima intensidad a 26 = 13° y lam es la intensidad de

la difraccidon amorfa a 26 = 16.
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Propiedades Funcionales

Capacidad de Absorcion de Agua

El método descrito en AOAC 88-04 (1995) sirvio como base para
determinar la capacidad de absorcién de agua (CAA) de las distintas quitinas.
Se pesaron 10 mg de muestra en un tubo para microcentrifuga, se afiadié agua
hasta que la muestra estuviera completamente humedecida, posteriormente se
centrifugd a 13,000 rpm durante 20 min (microcentrifuga marca Thermo Sorval
Pico). Se descartd el sobrenadante y se pesdé la muestra humeda. El calculo se

realizé utilizando la siguiente férmula:
CAA = (Pf—Pi)/ Pi (11)

Donde el Pf es el peso de la muestra humeda y Pi es el peso de la

muestra seca.

Capacidad de Absorcion de Lipidos

Para determinar la capacidad de absorcion de lipidos (CAL) se siguid la
misma técnica que para determinar CAA, empleando aceite mineral en lugar de

agua.
Reactividad

Para estimar el grado de reactividad de las distintas quitinas se realizaron
pruebas de desacetilacion termoquimica y degradacién enzimatica. Los

procedimientos empleados se detallan a continuacion.

Desacetilacidon termoquimica. Se pesaron 10 g de Qn As, 5g de QnEx e

igual cantidad de Qn Mi. Cada quitina se hizo reaccionar con NaOH al 50 %
(p/p) a 100 °C en una proporcion 1:30 (p/V). Se tomaron muestras de quitina
tratada a distintos tiempos de reaccién (15, 30, 45, 60, 90, 120 y 140 min). En

cuanto se colectd la muestra se enfrié rapidamente agregando hielo, se lavo
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hasta pH neutro y se pusieron a secar a 60°C por 24 h. Se estimé el GA de

cada muestra mediante el analisis de FTIR.

Degradacién enzimatica. Se evaludé el efecto de lizosima de clara de

huevo (Sigma) sobre las distintas quitinas. Para esto se adaptaron las
metodologias descritas por Muzzarelli (1997) y Kurita y col. (2000). Se
dispersaron 0.5 % de quitina en buffer de acetato a pH 4.5; a esta mezcla se le
adicion6 2mL de lisozima a una concentracion de 2 mg/mL. Se dejo
reaccionando por 6 dias, tomando muestras del medio de reaccién a las 6, 12,

24,48,72y 96 h. Alas 72 h se le agregd 1 mL mas de enzima a la misma.

Se determindé la cantidad de carbohidratos totales presentes en las
muestras, mediante la técnica de fenol sulfurico (Dubois y col., 1956), para
observar la produccion de mondmeros y oligdbmeros solubles por efecto de la

enzima sobre la quitina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de exoesqueleto de camaron se obtuvieron tres tipos distintos de
quitina. Fue posible obtener quitina extraida al disolver el polisacarido
directamente del exoesqueleto de camardn. Esta quitina extraida se recuperd
de la solucion alcalina por medio de neutralizacion. Al realizar el analisis
proximal se observé que su pureza era baja, por lo que fue necesario un
tratamiento adicional de desmineralizacion y desproteinizacion a fin de obtener
material con la pureza suficiente para su caracterizacién analitica. Por otra
parte, utilizando la misma materia prima se aisléo la quitina empleando un
método termoquimico tradicional. Esto con la finalidad de poder realizar una
comparaciéon entre las quitinas obtenidas por los distintos métodos. Partiendo
de esta quitina aislada se prepard quitina microcristalina, que sirvi6 como una
segunda referencia de una quitina con un patrén de cristalinidad modificado. A
la materia prima, quitina extraida y aislada se les hizo una caracterizacion
fisicoquimica completa. A la quitina extraida, aislada y microcristalina se les
determinaron sus propiedades funcionales basicas. A continuacién se describen

los resultados obtenidos.

Caracterizacion Fisicoguimica

Morfologia

Las quitinas obtenidas se hicieron pasar a través de un agitador de
tamices. El 63 % de las particulas de la materia prima (MP) tienen un tamafio
mayor a 2.36 mm, para quitina aislada (Qn As) fue del 50 %, mientras que solo
un 2 % de las particulas de quitina microcristalina (Qn Mi) tienen ese tamafio.
Aparentemente el proceso termoquimico para obtener quitina no modifica el
tamafo de su particula, pero el tratamiento con acido concentrado degrada la

estructura de la quitina aislada. Por su parte, todas las particulas de quitina
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extraida (Qn Ex) pasaron a través de la malla con tamafio de poro de 850 um,
indicando la pérdida de la estructura original presente en la cascara de

camaron.

En la Figura 6 se puede observar la apariencia de Qn As, la cual se
presenta en forma de hojuelas de tamafo variable pero considerablemente
mayor a las particulas de Qn Ex. Las hojuelas de Qn As presentan una
coloracion ligeramente rosa. Por su parte, las particulas de Qn Ex presentan un
color anaranjado, que puede deberse a la presencia de pigmentos remanentes

en las particulas del polisacarido.

Figura 6. Apariencia de las quitinas obtenidas: a) Quitina extraida (Qn Ex) y
b) Quitina aislada (Qn As)

Microscopia electronica de barrido. Se observé la morfologia de las tres

distintas quitinas obtenidas utilizando un microscopio electrénico de barrido
(SEM). En la Figura 7 se puede apreciar que las particulas de Qn Ex tienen una
estructura rugosa con un amplio intervalo de tamafo de particula. En cambio,
en la imagen de QnAs la presencia de una particula aparentemente

proveniente de la antena del camarén indica que la estructura original del
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exoesqueleto tiende a mantenerse aun después del proceso de aislamiento. Sin
embargo, el tratamiento con acido concentrado para obtener Qn Mi si modifica
considerablemente la estructura de la Qn As. La Qn Mi esta formada por
hojuelas de tamafio comparable al de la Qn Ex; ademas, se pudo detectar la

presencia de algunas particulas aparentemente porosas.

500 pm
4 Torr da Chitosan

Figura 7. Imagenes de SEM, donde: a) Qn Ex, b) Qn As y ¢) Qn Mi

Color. Se hizo la determinacion de color de las distintas muestras de
quitina utilizando un colorimetro marca Konika, utilizando la escala de Hunter
Lab. Como se puede observar en la Tabla 4, la luminosidad (parametro L) de la
quitina extraida sin purificar (Qn Ex S) present6 un valor por arriba del 50 % el

cual no disminuyé al momento de que la muestra se desmineralizé y
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desproteinizé (Qn Ex). En comparacion, la Qn As resultdé mas luminosa con
respecto a la Qn Ex, pero la Qn Mi fue la quitina que presento mas luminosidad
ya que obtuvo mas de 90 % en el parametro L. De acuerdo a los parametros a 'y
b* las muestras Qn Ex S y la Qn Ex presentan un color naranja; en cambio los
valores de estos parametros de la Qn As y Qn Mi tienden hacia el centro del

diagrama indicando que la muestra es mas incolora.

El color presente en las muestras de Qn Ex S y Qn Ex indica la presencia
de pigmentos remanentes. Estos pigmentos pudieron permanecer adheridos en
la molécula de quitina durante el proceso de extraccidon. O bien, la quitina se
separo efectivamente de los otros componentes del exoesqueleto pero al
momento de que la quitina se recuperd, los pigmentos pudieron ser arrastrados
y adsorbidos en ésta. Lo anterior conlleva a que es necesario realizar un
proceso de blanqueado para eliminar o degradar los pigmentos remanentes en
la Qn Ex.

Tabla 4. Resultados de color de las distintas muestras de quitina

Muestra L a b
MP 59.66 + 4.31 5.53+1.09 20.18 £ 0.92
Qn As 87.16 £ 0.86 296 +0.8 8.44 £ 0.39
Qn Mi 92.14 + 0.60 0.01 £ 0.06 6.58 + 0.25
Qn Ex S 72.51 +1.55 8.96 £ 0.25 24.70 £ 0.53
Qn Ex 74.86 + 0.31 13.21 £ 0.15 27.14 £ 0.30

+ Desviacion estandar



Densidad Aparente Compactada

Se determiné la densidad aparente compactada (DAC) de las distintas
muestras de quitina obtenidas. La Qn Ex tiene una DAC de 0.12 g/mL, mientras
que la Qn As se compactd a 0.075 g/mL; por su parte, la Qn Mi presentd una
DAC de 0.17 g/mL. Estos resultados indican que las particulas recuperadas del
proceso de disolucion de la quitina, ya sea con acido concentrado o bien con
alcali frio, tienden a ser mas densas. La densidad de las quitinas recuperadas
de soluciones es comparable con la densidad de la cascara de camardn
(0.17 g/mL).

Analisis Proximal

La composicién quimica de la MP y de las quitinas obtenidas se muestra
en la Tabla 5. Se puede apreciar que a la quitina extraida sin purificar
(Qn Ex S), obtenida directamente del proceso de extraccion, retiene
considerables cantidades de materia inorganica, proteina y lipidos. Por lo
anterior, fueron necesarios procesos adicionales de desmineralizacién y
desproteinizacion en condiciones menos drasticas que las utilizadas en el
proceso para obtener Qn As, con el fin de determinar sus caracteristicas

fisicoquimicas adecuadamente.

Tabla 5. Analisis proximal de las distintas quitinas

Muestra Humedad Inorganica Grasa Proteina Quitina
(%) (%) (%) (%) (%)

MP 0.65+0.03 16.99+0.45 4.7+0.05 31.55 43.67

Qn As 0.95+0.06 0.41+0.04 2.38x0.27 8.16 88.09

Qn Ex S 0.86 +0.05 18.12+0.29 19.26+0.63 14.50 47.25

Qn Ex 0.31£0.04 1.4514+0.023 8.35+0.16 0.53 89.35

*. Humedad remanente
+ Desviacion estandar
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La Qn Ex purificada y la Qn As tienen aproximadamente 90 % de pureza.
Con procesos suaves de desmineralizacion y desproteinizacion fue posible
disminuir el contenido de materia inorganica y proteinas a valores comparables
con los obtenidos para QnAs. Sin embargo, después del proceso de
purificacion de la quitina extraida no disminuyo6 el contenido de lipidos. En el
proceso termoquimico para la obtencién de quitina aislada la desmineralizaciéon
logré6 remover un 97 % de material inorganico, mientras que la
desproteinizacion logré una reduccion del 74 %, por lo que se obtuvo Qn As con

un 90 % de pureza.

Los resultados obtenidos del contenido de materia inorganica y proteinas
de las Qn Ex y Qn As son similares a los reportados en la literatura. Por
ejemplo, Ozhan y col. (2010) probaron dos estrategias diferentes para aislar
quitina. La diferencia entre estas estrategias consistié en invertir el orden de los
procesos de desmineralizacién y desproteinizacion. Para la estrategia de
desmineralizar, primero obtuvieron una quitina con una pureza del 87 %
comparado con 74 % para la quitina obtenida mediante la estrategia inversa.
Dado lo anterior, la Qn Ex y Qn As obtenidas presentan un grado de pureza

aceptable.

Aminoacidos. Se analizé el perfil de aminoacidos de la MP y las quitinas
obtenidas mediante HPLC (Tabla 6). Los cromatogramas de MP, QnAs y
Qn Ex se presentan en la Figura 8. La MP contiene todos los aminoacidos
analizados, siendo histidina el aminoacido con mayor presencia, seguido de
glutamato, arginina, tirosina y fenilalanina. La Qn Ex S, al igual que MP,
contiene todos los aminoacidos analizados; histidina y arginina se mantienen
como los aminoacidos mas abundantes, pero tirosina y fenilalanina
disminuyeron. El proceso de desproteinizacion y desmineralizacién que se llevo
a cabo para obtener Qn As removié la gran mayoria de los aminoacidos
presentes en la materia prima. Sélo los aminoacidos de histidina y arginina

estan presentes en cantidades detectables. Algo similar ocurre en Qn Ex, ya
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que después de que fue purificada se eliminaron la mayoria de los aminoacidos

predominando los mismos que para Qn As. Esto pudiera deberse a que dichos

aminoacidos estan directamente involucrados en los enlaces entre quitina y

proteina en la matriz de la cascara de camarén.

Tabla 6. Contenido de aminoacidos en la MP y muestras de quitinas

% aminoacidos

AA's

MP Qn As Qn Ex S Qn Ex
ASP 6.293 NC 5.055 NC
GLU 9.621 NC 7.372 NC
SER 5.432 NC 1.218 NC
HIS 9.774 82.91 50.213 80.70
GLI 4.896 NC 2.029 NC
TRE 5.295 NC 1.002 NC
ARG 9.392 17.09 12.866 19.30
ALA 6.097 NC 3.294 NC
TIR 8.185 NC 2.020 NC
MET 5.611 NC 1.495 NC
VAL 3.718 NC 2.192 NC
FEN 7.534 NC 1.336 NC
ISL 5.549 NC 2.870 NC
LEU 6.365 NC 4.358 NC
LIS 6.239 NC 2.680 NC

NC. No cuantificable
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Figura 8. Cromatograma obtenido por HPLC. A) Qn Ex, B) Qn As y C) MP

Metales. Se analizaron los metales de Ca, Na, Mg, K, Zn y Hg a la materia
prima y a las distintas muestras de quitina obtenidas. De igual forma que fueron
analizadas las quitinas se traté una muestra estandar de ostion (Oyster 1566b,
NIST) con concentracion conocida de los metales, con la finalidad de validar el
meétodo. Los resultados del contenido de metales en quitina se enlistan en la
Tabla 7. Como se puede observar, el Ca es metal predominante en la MP. En
las muestras de quitina que sufrieron el tratamiento de desmineralizacién se
tiene una reducciéon de Ca de aproximadamente 97 % con respecto a la MP.
Ademas, este proceso elimina la mayor cantidad de Zn asi como Na y K en las
muestras de Qn Ex y Qn As. Al sagheer y col. (2009) asi como Beaney y col.
(2005), reportaron que el Ca fue el metal predominante seguido de Mg, Ky Na
en sus muestras desmineralizadas por procesos termoquimicos y

biotecnologicos.
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Tabla 7. Contenido de metales en la MP y las muestras de quitina

Muestra Ca Na Mg K Zn Hg
(9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) (9/Kg) g/Kg Ppm

MP 64.58+0.2 1.71+0.06 3.7+0.10 1.05+0.02 0.072+0.0 2.1+0.2

Qn As 1.36+0.08 0.22+0.02 0.12+0.02 0.05+0.00 0.007+0.0 3.46%0.1

Qn Ex S 1.32+0.05 13.14+0.2 2.14+0.02 0.27+0.01 0.22+0.02 2.79+0.2

Qn Ex 2.05+0.07 0.13x0.01 4.82+0.25 0.28+0.08 ND 2.73+0.1

ND. No detectado
+ Desviacién estandar

Grado de Acetilacion

El grado de acetilacion (GA) es el parametro mas importante para
establecer la identidad quimica entre quitina y quitosano. La estimacion del GA
mediante FTIR se llevd a cabo utilizando las bandas de 1420 y 1310,
empleadas en la metodologia descrita por Brugnerotto y col. (2001). En la
Figura 9 se muestran los espectros de absorbancia de luz infrarroja de las
diferentes quitinas obtenidas. Como se puede apreciar en dicha figura las tres
quitinas tienen el mismo patron de FTIR. En la Tabla 8 se puede ver que el GA
de la Qn Ex es mas elevado que el de las otras quitinas. Ademas el proceso
con acido concentrado aparentemente no modificé el GA en la Qn Mi. Estos
valores de GA se encuentran en el rango de los valores reportados por otros
autores (Beaney y col., 2005; Pacheco y col., 2011 y Al sagheer y col., 2009)
por lo que no hay diferencia marcada en el GA de las quitinas obtenidas por los

distintos métodos.
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QnAs

4000

Figura 9. Espectros de FTIR de las distintas muestras de quitina

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas de las quitinas obtenidas

3500 3000

2500 2000

Numero de onda (cm™)

1500

1000

500

Muestra GA GA1 , [n] M, IC
FTIR RMN ~C (mL/g) (gmol) (%)
(%) CP/MAS
(%)
Qn Ex 90 99 498.6 2.74 x 10° 69.9
Qn As 70 98 1278.45 1.09 x 10° 85.7
Qn Mi 71 99 91.1 2.2 x10% 69.8
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Se determiné el GA de las distintas muestras de quitina mediante RMN de
3C utilizando CP-MAS para las muestras en polvo. Como se puede apreciar en
la Tabla 8, el GA determinado por este método observando que las muestras de
quitinas estan practicamente acetiladas en su totalidad. En la Figura 10 se
muestran los espectros de RMN de las distintas muestras de quitinas. Takai y
col. (1988) asi como Saito y col. (1981) asignaron los picos a los distintos
carbonos presentes en la molécula de quitina y estos picos corresponden a las

mismas ppm encontradas en las muestras de quitina que se analizaron.

: 7 e
~ ° NN
T T |

j\ QnMi

N A QnAs

T | T T T T \ 1 T T T | T T T T \ T T T |

opm 200 150 100 50 0
Figura 10. Espectros de RMN *C CP/MAS de las distintas muestras de
quitina

42



Peso Molecular

El peso molecular promedio viscosimétrico (M,) se obtuvo calculando la
viscosidad intrinseca ([n]) de las quitinas en solucién. Se obtuvieron los valores
de la ecuacion de Huggins, Kraemer y “punto unico” que se graficaron con
respecto a la concentracién. El valor de [n] se obtuvo extrapolando
conjuntamente las gréaficas al origen de la concentracién, como se puede
apreciar en la Figura 11. En la tabla 8 se puede observar los valores de [n] y del
M, de las distintas muestras de quitinas. Estos valores, tanto de [n] como de M,,
resultaron dentro del rango de valores calculados para distintas quitinas
obtenidas por métodos termoquimicos (Einbu y col.,, 2004). Otras
investigaciones encontraron un M, similar al que se obtuvo para Qn As al

analizar quitinas obtenidas de desechos de camardn en distintos meses del afo
(Redde y col., 2008).

700.0
600.0 |
o :
“E 5000 ¢
S ;
=2 4000 f
5 :
g£ 300.0 ¢ curvade Huggins
c 2 - .
< 2000 . ® curvade Punto Unico
o, -
100.0 - A curva de Kraemer
0 0.0005 0.001 0.0015 0.002

c (g/dl)

Figura 11. Gréfica de las ecuaciones Huggins, Kraemer y “punto Unico”
correlacionadas para obtener la [n]
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Cristalinidad

La determinacién de cristalinidad es otro parametro importante para la
caracterizacion de la quitina. En la Figura 12 se muestran los diafractogramas
de rayos X obtenidos de las distintas muestras de quitina en polvo. Los
diafractogramas de las tres distintas quitinas son semejantes a los reportados
en la literatura para o quitina, observandose sefal a los 9, 19.2 y 26.3° 26,
(Roberts, 1992). Como se puede apreciar, el patrén cristalino es practicamente
igual entre ellas indicando similar estructura cristalina. Esta estructura cristalina
se repite aun cuando fueron obtenidas bajo condiciones diferentes. Se calculo
el indice de cristalinidad (IC) de acuerdo a Zhang y col. (2005). En la Tabla 8 se
puede observar los valores de IC de las distintas muestras de quitina obtenidas.
El IC ha sido asociado con la reactividad de la quitina de manera que quitinas
con IC altos suelen ser menos reactivas. En base a esto se pudiera esperar que

el orden de reactividad de las quitinas obtenidas seria Qn As > Qn Mi = Qn EXx.

3500 -
3000 - ——Qn Ex
- 2500 - ——Qn As
2 2000 - l\ "
o al Qn Mi
£ 1500 - |
1000 - N /t‘
oo Y
500 - g
0 T T T 1
0 10 20 30 40
26(°)

Figura 12. Diafractogramas de rayos X de las distintas muestras de quitina
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Propiedades Funcionales

Solubilidad

Con el fin de observar la solubilidad de las distintas quitinas obtenidas se
pusieron en contacto con diversos disolventes y se dejaron en agitacién por
24 h, para posteriormente observar si se formd una solucion. En la Tabla 9 se
muestran los resultados. Como se puede apreciar, las tres quitinas son solubles
en el sistema N,N-dimetilacetamida-LiCl (5 %) y en NaOH en frio. Tanto la
Qn Ex como la Qn Mi formaron suspensiones coloidales en agua y HCI, lo cual

puede ser debido al tamafo de particula.

Tabla 9. Solubilidad de las muestras de quitina en distintos medios

Solubilidad
Muestra
agua HCI NaOH DMACc/CILi
Qn As - - + +
Qn Ex -* -* + +
Qn Mi -* -* + +

*. Forma suspensiones coloidales

Capacidad de Absorcion de Agua

La evaluacion de la capacidad de absorcion de agua (CAA) nos ayuda a
caracterizar de forma mas completa a la quitina, desde el punto de vista
funcional. La estructura de la Qn Ex le permitié absorber agua en 7.98 veces su
peso. En cambio, la Qn As fue la que absorbié mas agua con 17.32 y la Qn Mi
solo 10.39. Estas diferencias en la CAA se pueden deber al tipo y tamano de
particula. Otra posible interferencia que pudiera afectar la CAA de la Qn Ex es

la presencia de compuestos lipidicos.
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Hidalgo y col. (2009) reportaron que quitinas obtenidas por métodos
termoquimicos tienen una capacidad de absorcion de agua de 20 %. Este
comportamiento lo atribuyen a la presencia de Ca y proteinas remanentes en
sus muestras. La absorcion de agua en poliamidas depende de la cristalinidad
del polimero y la naturaleza quimica de los sitios de union. La quitina posee una
estructura porosa con regiones amorfas y cristalinas, lo que facilita la absorcién
de agua en su superficie. Impurezas como elementos minerales (calcio) y
proteinas pueden afectar la capacidad de absorcion de agua en las quitinas,
dependiendo de las fuentes y el proceso de obtencion, lo que hace muy

complejo el fendmeno (Fernandez y col., 2004).

Capacidad de Absorcion de Lipidos

También se determind la capacidad de absorcion de lipidos (CAL) a las
distintas quitinas obtenidas. El comportamiento de la Qn Ex fue el de absorber
mas lipidos que agua, ya que su valor de CAL es mayor 2 puntos (9.98) que el
de CAA. El efecto fue similar para la Qn As ya que también el CAL fue mayor en
2 unidades (20.49) que su CAA. En cambio, el comportamiento de la Qn Mi fue
distinto ya que su CAL fue menor 3 unidades (7.48) con respecto a la CAA.
Estudios previos muestran que la quitina es capaz de retener mas lipidos
incluyendo esteroides, alcoholes triterpénicos, campesterol, entre otros, que su
derivado desacetilado el quitosano y otros derivados como el N-lauril-quitosano
(Muzzarelli y col., 2000).

Reactividad

Desacetilacién _termoquimica. Una de las principales aplicaciones de la

quitina en la industria es la elaboracién de su derivado desacetilado llamado
quitosano, por lo que la reaccion de desacetilacion es trascendental para
obtener quitosanos de alta calidad. Para probar la reactividad de las distintas

muestras de quitina se elabord quitosano mediante una reaccion heterogénea.
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En la Figura 13 se puede observar la curva obtenida del grado de
desacetilacion determinado mediante FTIR contra los distintos tiempos de

reaccion.

RN

N

o
J

—4-Qs-QnAs
-#-Qn-Qn Ex
—4—Qs-Qn Mi

0 . . .
0 50 100 150
Tiempo

Figura 13. Curva de desacetilacién termoquimica de las distintas quitinas
obtenidas. Qs-Qn As: quitosano a partir de quitina aislada;
Qs-Qn Ex: quitosano de quitina extraida y Qs-Qn Mi: quitosano de
quitina microcristalina

La Qn Ex y la Qn As presentan un comportamiento similar en la curva de
desacetilacion termoquimica. Sin embargo, en los primeros 15 min la Qn Ex
alcanza un GDD mayor que el de las otras quitinas. A partir de los 60 min las
tres quitinas presentaron un comportamiento similar en la fase de estabilizacion

de la reaccion.

Se determind el peso molecular viscosimétrico del quitosano obtenido a
los 140 min de reaccion, utilizando el método de Rinauldo y col. (1993). Los
resultados se muestran en la Tabla 10, en donde se puede apreciar que la [n]
del quitosano de la Qn Ex es menor que la del quitosano de la Qn As. Lo mismo

sucede con el M,. Los resultados obtenidos para quitosano de Qn As son
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similares a los reportados por Beaney y col. (2005) para quitosano obtenido a
partir de quitina aislada por método termoquimico. Los espectros de FTIR que
se obtuvieron para los quitosanos de las quitinas extraida y aislada son

similares a los reportados en la literatura.

Tabla 10. Viscosidad intrinseca y peso molecular viscosimétrico de los
quitosanos obtenidos de las distintas quitinas

[n] M,
Muestra (mL/g) (gmol)
Qs-Qn Ex 400.20 7.8 x 10*
Qs-Qn As 1713.81 53.4 x 10°

Depolimerizacidon enzimatica con lisozima. En la naturaleza se llevan a

cabo diversas reacciones enzimaticas para sobre matrices quitinosas. Sin
embargo, no ha sido posible obtener reacciones enzimaticas eficientes a nivel
laboratorio empleando quitina aislada como sustrato. Para estimar la reactividad
con enzimas de las quitinas obtenidas, éstas se hicieron reaccionar con
lizosima de huevo para observar el comportamiento de depolimerizaciéon. La
reaccion se monitoreé6 mediante la determinacion analitica de los carbohidratos
totales disueltos en el medio de reaccion. Los resultados se muestran en la
Figura 14, donde se graficé la concentracidon de carbohidratos contra el tiempo
de reaccidn. Se puede observar que la Qn Ex es la mas susceptible a la
depolimerizacion, seguida de la Qn Mi. Sin embargo, el grado de
depolimerizacion alcanzado es limitado aun para el caso de Qn Ex ya que sélo
se logré reducir el 1.6 % de la masa inicial. Es notorio que la lisozima no tuvo
efecto sobre la Qn As, ya que no se detecto la presencia de carbohidratos en el

medio de reaccién a ningun tiempo de reaccion.
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Figura 14. Curva de depolimerizacion enzimatica con lisozima de huevo de
las distintas quitinas obtenidas

Muzzarelli y col. (2000) analizaron la degradacion enzimatica de a y B
quitina con lizosima. Encontraron que la B quitina es mas susceptible a
degradacion enzimatica que la o quitina. Otros autores coinciden que la enzima
lisozima puede degradar quitina parcialmente desacetilada (Pangburn y col.,
1982). Considerando lo anterior y los resultados obtenidos el grado de accion

de la enzima lisozima depende de la cristalinidad de la quitina.
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CONCLUSIONES

Se logré obtener una solucion de quitina al disolver exoesqueleto de
camaron en medio alcalino recuperando quitina extraida. Las caracteristicas
fisicoquimicas de la quitina extraida y de la quitina aislada resultaron similares
entre ellas, pero el peso molecular promedio viscosimétrico de la quitina
extraida es tres veces menor que el de la quitina aislada. La cristalinidad de la
quitina extraida es menor que la de la quitina aislada pero es similar a la de la
quitina microcristalina. Las propiedades funcionales de la quitina extraida
también resultaron similares a la de quitina aislada. Sé6lo debe notarse que la
quitina extraida alcanza un grado de desacetilacién mayor en menor tiempo que
las otras quitinas y resultdé mas susceptible a la depolimerizacién enzimatica con

lizosima.
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