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RESUMEN

En la industria pesquera durante el procesamiento de la jaiba se generan
grandes cantidades de residuos. Estos residuos, que oscilan entre el 50y 70 %
del total de la pesca, estos han sido utilizados como una fuente de quitina,
proteina y pigmentos, pero no de minerales a pesar de ser este el componente
mayoritario. Los procesos de obtencion de quitina incluyen una etapa de
desmineralizacion del caparazén de jaiba lo que generalmente se realiza
mediante tratamiento con acido. El uso de acidos organicos en la etapa de
desmineralizacion permite producir sales organicas que podrian ser utilizadas
en la industria alimentaria. El objetivo de este trabajo fue utilizar acido lactico
para la desmineralizacion de exoesqueleto de jaiba y producir lactato de calcio,
ademas ver el efecto de esta desmineralizacion sobre la quitina aislada. La
etapa de desmineralizacion fue optimizada mediante la metodologia de
superficie de respuesta para tres factores (concentracion de acido lactico,
tiempo de reaccion y relacion sélido a liquido), la variable de respuesta fue el
porcentaje de desmineralizacion. El analisis de varianza mostré que el modelo
fue significativo (p=0.000) mientras que la falta de ajuste no lo fue (p=0.069). El
coeficiente de correlacion (R?) fue de 0.9421. Las condiciones 6ptimas de
desmineralizacion encontradas fueron: una concentracion de 7% de acido
lactico, un tiempo de reaccion de 3.5 h y una relacién de sdlido a liquido de 1:33
g:mL. Empleando estos datos como condiciones experimentales se obtuvo un
porcentaje de desmineralizacion de 99.3, comparable con lo obtenido por el
método convencional. Se estandarizé la recuperacién del lactato de calcio
contenido en el sobrenadante de la desmineralizacion con un rendimiento

promedio de 75% (p/p), este fue identificado por Espectroscopia de Infrarrojo
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con Transformada de Fourier. En la caracterizacion fisicoquimica de quitinas, se
encontro la quitina obtenido por el método convencional contenia una pequefia
cantidad de impurezas, con un 98,85% de quitina en su composicion. La quitina
obtenida por el método propuesto resulté con 90,89% de quitina; esta contenia
proteinas y lipidos. No se encontraron diferencias en el grado de acetilacion,
pero en el peso molecular de la quitina obtenida por el método propuesto era

ligeramente mas pequefio que la quitina obtenida por el método convencional.

Palabras clave: quitina, desmineralizacion, acido lactico, lactato de calcio.
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ABSTRACT

Processing of crab generates considerable quantities of solid waste. The
fraction regarded as waste is approximately 50% (wet weight) of the processed
biomass. This offal has been used as source of protein, pigments and chitin;
however its main constituent, the mineral salts, are not usually recovered. Most
conventional processes for chitin isolation involves the use of strong acids for
the demineralization (DM) step, commonly hydrochloric acid. Using organic
acids particularly lactic acid for DM the recovery of the resulting mineral
compounds is feasible. In this work, the lactic acid was used to demineralize the
crab shells (CS) in order to produce calcium lactate, which can be used as an
additive in food. Demineralization conditions were optimized using response
surface methodology, considering reaction time, lactic acid concentration and
solid to liquid ratio as main factors. At the end of the treatment calcium lactate
was recovered from the reaction liquid. Conventional DM method was also
performed as reference. The correlation coefficient R? (0.9421) and the optimal
levels of the three independent variables for maximum DM were: a lactic acid
concentration of 7.17 %, reaction time of 3.5 h and 1:33 solid to liquid ratio.
Demineralization of milled dry CS at such conditions results in a 99.3% of DM.
Was possible to obtain yield of over 75% (dry weight) of calcium lactate from the
DM of CS, this product was identified by FTIR. In the physicochemical
characterization of chitins, the chitin obtained by conventional method was found
to have low impurities content and 98.85 % of chitin. The chitin obtained by
proposed method had 90.89% of chitin; it retained a proteins and lipids. No

differences were found on the acetylation degree, but in the molecular weight of
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the chitin obtained by proposed method was slightly smaller than the chitin

obtained by conventional method.
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INTRODUCCION

Actualmente la industria pesquera genera una gran cantidad de residuos
organicos derivados del procesamiento y la comercializacion de diversos
productos alimenticios de origen marino. Estos residuos al ser desechados,
representan un problema ambiental. Una porcion importante de estos productos
alimenticios son derivados de crustaceos como langosta, camarén y jaiba. Los
desechos organicos generados durante su procesamiento estan compuestos
principalmente por su exoesqueleto (Kim y Mendis, 2006). En el caso de la jaiba
el porcentaje considerado de residuo representa casi un 50 % de la produccién

(base humeda).

México es el principal productor de jaiba en Iberoamérica, en el afio 2010
se produjeron alrededor de 23 mil toneladas y su produccion ha mantenido una
tasa de crecimiento promedio anual superior al 2 % durante los ultimos 10 afos.
Cabe resaltar que solo cuatro estados de la republica, Sinaloa, Sonora,
Tamaulipas y Veracruz, aportan el 80 % de esta produccion, y por lo tanto es en
estos estados donde se generan mayor cantidad de residuos (CONAPESCA,
2010).

Debido a su composicién y biodisponibilidad, estos residuos pueden ser
aprovechados como materia prima para la obtencion de productos quimicos de
alto valor agregado (Pastor de Abram et al., 2004). El exoesqueleto de jaiba
estd compuesto principalmente por quitina, proteinas, sales minerales y
pigmentos. La quitina es el componente de mayor interés debido a las
caracteristicas fisicoquimicas y propiedades funcionales que posee, las cuales
son la base para una gran cantidad de aplicaciones propuestas en campos muy
diversos (Rinaudo, 2006).



Existen numerosos estudios sobre métodos para el aislamiento de la
quitina y la recuperacion de otros componentes de los desechos de crustaceos.
Por lo general, la mayoria de los métodos consisten en dos etapas: la remocion
de sales minerales llamada desmineralizacion y la separacion de la proteina o
desproteinizacién. Una tercer etapa opcional es la decoloracién, que consiste
en la degradacion o extraccion de los pigmentos presentes (Aranaz et al.,
2009).

Los métodos mas utilizados para la produccion de quitina son los
termoquimicos. Estos involucran el uso de &cidos inorganicos para la
desmineralizacion y  soluciones alcalinas concentradas para la
desproteinizacion. Este tipo de métodos son preferidos a nivel industrial debido
a su eficiencia y rendimiento. Sin embargo, entre sus desventajas se encuentra
gue estos métodos dificultan la recuperacién de otros subproductos y ademas
generan efluentes corrosivos contaminantes (Das y Ganesh, 2010). Debido a
esto, se han desarrollado métodos alternativos para el aislamiento de quitina y
aprovechamiento de otros componentes. Métodos biotecnoldgicos, como
tratamientos enzimaticos y fermentacion microbiolégica, han sido reportados
por numerosos estudios (Wang et al., 2011; Oh et al., 2008; Cira et al., 2002).
En general se ha encontrado que mediante los métodos biotecnolégicos es
posible desmineralizar y desproteinizar los residuos de crustaceos sin generar
efluentes corrosivos. Asi mismo, estos métodos facilitan la recuperacién de
otros componentes como la proteina y pigmentos carotenoides; sin embargo, no
resultan tan eficientes para la recuperaciéon de quitina comparados con los

meétodos termoquimicos convencionales.

Existen reportes en la literatura sobre el aprovechamiento de la fraccion
proteica y pigmentos de los residuos de crustaceos durante el proceso de
aislamiento de quitina (Briuk et al., 2011). Sin embargo, pocos estudios incluyen
la recuperacién de los minerales, principalmente sales de calcio, a pesar de ser
el componente mayoritario en la mayoria de los casos, como en el exoesqueleto

de jaiba.



La utilizacién de acidos organicos, como el &cido lactico o acético, ha
sido estudiada en meétodos para la obtencion de quitina. Durante Ia
desmineralizacion del exoesqueleto, el acido organico utilizado disuelve las
sales de calcio presentes en la matriz quitinosa. Durante este proceso se da la
formacién de una sal compuesta por el acido organico y el calcio presente; por
ejemplo, en el caso del tratamiento con acido de lactico se produce lactato de
calcio (Lee y Kim, 2003).

La produccion de lactato de calcio durante la etapa de desmineralizacion
con acido lactico en el proceso de aislamiento de quitina del exoesqueleto de
jaiba, podria dar un valor agregado al proceso. A diferencia de otras sales de
calcio, el lactato de calcio puede recuperarse eficientemente del efluente de la
desmineralizacion. El lactato de calcio es comunmente utilizado en diversas
industrias. Se utiliza como aditivo y fortificante en alimentos, asi como

excipiente en farmacéutica (Lee y Kim, 2003; Gao et al., 2009)

Con base en lo antes mencionado, se considera que la produccion de
lactato de calcio podria ser incorporada al proceso de obtencion de quitina sin
afectar las caracteristicas fisicoquimicas de la misma. El objetivo del presente
trabajo fue producir lactato de calcio durante la desmineralizacion del
exoesqueleto de jaiba con acido lactico y evaluar el efecto sobre la quitina
obtenida. Para esto se requiere: a) establecer los parametros de operacion
optimos para una desmineralizacion eficiente del exoesqueleto de jaiba
utilizando acido lactico; b) estandarizar un proceso recuperacion y purificacion
del lactato de calcio contenido en el efluente de la desmineralizacion y c)
producir quitina por el método convencional para comparar las caracteristicas

fisicoquimicas de la quitina obtenida por el método propuesto.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Exoesqueleto de Jaiba

México es el principal productor de jaiba en Iberoamérica, tan solo en el
2010 se produjeron 22,817 toneladas. Esta produccion se ha mantenido con
una tasa de crecimiento anual promedio de 2.1% del afio 2000 al 2010, siendo
los estados de Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Veracruz, son los que mas
aportan a esta produccion (CONAPESCA, 2010). Durante el procesamiento de
la jaiba, mas del 48% (base humeda) del volumen es considerado residuo
(Pastor de Abram et al., 2004). Estos residuos se componen principalmente por
el exoesqueleto del crustaceo y son de naturaleza perecedera, por lo que
consecuentemente tienen un efecto contaminante. En el mar pueden ocasionar
problemas de eutroficacion y su acumulacion en tierra favorece el crecimiento
de algunos microrganismos patdégenos que pueden generar problemas de salud
publica (O’Keefe et al., 1996; Islam et al., 2004).

Debido a su composicion quimica estos residuos pueden ser
aprovechados para obtener diversos productos (Beaulieu et al., 2009). El
exoesqueleto de jaiba estd compuesto principalmente por quitina, proteina y
sales minerales, asi como otros componentes presentes en menor cantidad
como pigmentos y lipidos (Brik et al., 2011). Los componentes principales se
encuentran altamente organizados en distintos niveles como se puede apreciar
en la Figura 1 (Yen et al., 2009). En el primer nivel se encuentran las moléculas
de quitina organizadas de forma antiparalela formando estructuras
microcristalinas. En el segundo nivel, las moléculas de quitina se encuentran

formando fibras con 18 a 25 moléculas de ancho envueltas en proteina. El



tercer nivel de organizacion consiste en la agrupacion de estas fibras en capas
sucesivas con distinta orientacion que dan lugar a la cuticula, la cual consiste
en dos estructuras llamadas epicuticula y endocuticula (Figura 1). La epicuticula
no contiene quitina y esta compuesta por lipoproteinas y material calcareo que
le imprime dureza y resistencia. En la endocuticula, las moléculas de quitina se
encuentran organizadas en tres secciones sucesivas: la capa pigmentada con
depoésitos granulares de pigmentos tipo melaninas y esta fuertemente
calcificada; la denominada capa calcificada; y la capa descalcificada constituida
por asociaciones de fibras de quitina y proteina. Por lo general, el espacio entre
las fibras se encuentra relleno con proteinas y formaciones minerales, en su
mayoria de carbonato de calcio de tamafio micro y nanoscopico (Raabe et al.,
2005; Ehrlich et al., 2009).

Tercer nivel
| |

Epicuticula

Endocuticula

g

Primer nivel Segundo nivel

Figura 1. Principales niveles estructurales y elementos de la microestructura del
exoesqueleto de jaiba.



En la cuticula de crustaceos, la quitina se encuentra formando diversos
complejos con proteinas, pigmentos y sales inorganicas. Pastor de Abram et al.
(2004) hicieron una recopilacién de articulos que reportan diferentes tipos de
interaccidn entre quitina y proteina. Entre estos estan: la formacion de un grupo
amida entre el grupo amino no acetilado de la quitina y un grupo carboxilico de
la cadena proteica; la formacion de bases de Schiff; la formacién de enlaces de
N-glucosidicos y O-glucosidicos involucrando asparagina y serina,
respectivamente; también la existencia de un enlace a través del grupo
carboxilico de &cido N-acetilmuramico con el grupo amino de un residuo
terminal de alanina. Por otra parte, se considera que la interaccion entre la
quitina y las sales de calcio es una de las principales causas de la dureza del
exoesqueleto de crustaceos; sin embargo, no se ha profundizado sobre la

naturaleza de la interaccion entre estos compuestos.

En general, el exoesqueleto de jaiba esta compuesto por 30-40% de
proteina, 30-50% de material inorganico y 15-30% de quitina (Youn et al., 2009;
Brik et al.,, 2011). La proporcion de los componentes principales del
exoesqueleto de jaiba varia en rangos muy amplios en funcién de factores
bidticos (especie, género, etapa de desarrollo y su condicion fisiolégica) y
abidticos (clima y época del afio). Una caracteristica distintiva del exoesqueleto
de jaiba es el alto contenido de materia mineral. Sin embargo, es la quitina el
componente de mayor interés debido a que ha sido identificado como un
polisacérido biolégicamente activo y por lo tanto valioso para numerosas

aplicaciones (Isogawa et al., 2009).

Quitina

La quitina es un polisacarido estructural ampliamente distribuido en la
naturaleza, particularmente en el exoesqueleto de artrépodos, en moluscos, asi
como en la pared celular de algunos hongos y otros microrganismos (Bruk et

al., 2011). Se considera como la segunda biomolécula mas abundante después



de la celulosa; sin embargo la quitina presenta una tasa de regeneracion en la
biosfera de casi el doble que la de la celulosa (Pastor de Abram et al., 2004). A
nivel industrial, la quitina se obtiene del exoesqueleto de crustaceos y es

comunmente utilizada para la produccién de su derivado quitosano.

Caracteristicas fisicoquimicas

La quitina es un polisacérido lineal compuesto de unidades de N-acetil-D-
glucosamina (>50%) y D-glucosamina (<50%) unidos por enlaces glucosidicos
B (1—4) (Figura 2). Su peso molecular puede alcanzar el rango de 10° g/mol.
Dependiendo de la orientacion de las cadenas de quitina y su ocurrencia en la
naturaleza, esta presenta diferentes estructuras microcristalinas clasificadas
como a, By y (Figura 3) ( Yen et al., 2009). Las caracteristicas y parametros
estructurales de los distintos polimorfos de quitina han sido demostrados por
estudios de difraccion de rayos X y de electrones (Rinaudo 2006). La quitina a
es la mas abundante y es por esto la obtenida a nivel industrial, ya que es la
gue se encuentra en los exoesqueletos de crustaceos. La quitina B puede ser
extraia de pluma de calamar y la quitina y de hongos y levaduras (Kumirska et
al., 2011).

H3C\C/O H3C\C/o
HO Ho. \ HO HO. \
o NH o NH
o o .
NH © :NH, ©
HO / HO HO HO
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Figura 2. Estructura quimica de la quitina.
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Figura 3. Orientacion de las cadenas de las configuraciones polimorficas de quitina.

El grado de acetilacion (GA) y el peso molecular (PM) de la quitina son
caracteristicas que dependen principalmente de la fuente y del método de
obtencion utilizado. Estos son parametros de gran importancia debido a que
definen no sélo sus propiedades fisicoquimicas, sino también sus propiedades
biologicas. (Tabla 1). Es por esto que, de manera general, el GA 'y PM del
polimero son parametros criticos para su funcion en sus distintas aplicaciones
(Dash et al., 2011).

El grado de acetilacion se refiere a la proporcion de unidades de N-acetil-
D-glucosamina en relacion con las unidades de D-glucosamina del biopolimero
(Guinesi y Cavalheiro, 2006). La quitina se puede desacetilar quimicamente
bajo condiciones alcalinas y alta temperatura (Tsaih y Chen, 2003). Para la
medicion del GA existen diversas técnicas; pero las de mayor relevancia y
comunmente usadas son la espectroscopia infrarroja, espectroscopia
ultravioleta, espectroscopia de resonancia magnética nuclear, valoracion

potenciométrica y valoracion conductimétrica (Aranaz y Harris, 2009).

El peso molecular de la quitina presenta polidispersion, es decir, en una
muestra dada se encontrara una distribucion de pesos moleculares. Esto se
debe a que las moléculas presentan distintos tamafios en los tejidos naturales;
ademas, este puede ser modificado durante el proceso de obtenciéon. Es por
esto que, generalmente, los valores reportados son promedios estadisticos.
Para la determinacion del PM se utilizan distintos métodos, como por ejemplo
viscosimetria, dispersion de luz, ultracentrifugaciéon y cromatografia de

permeacion en gel, entre otros. De ser necesario se puede modificar el PM ya



sea por medios quimicos, empleando normalmente condiciones acidas (Einbu y
Varum 2007), o por medio de reacciones enziméticas (Muzzarelli et al., 1999).
Una despolimerizacion extensiva de la quitina puede llevar a la obtencién de

oligbmeros solubles en agua o N-acetilglucosamina.

Tabla 1. Influencia del grado de acetilacion y del peso molecular de la quitina y
su derivado el quitosano sobre sus propiedades fisicoquimicas y biolégicas.

Propiedad Caracteristica del polimero
Solubilidad Bajo GA

Cristalinidad Alto GA

Viscosidad Alto PM, bajo GA

Biodegradabilidad Alto GA, bajo PM

Biocompatibilidad Bajo GA

Antimicrobiano Bajo GA, alto o bajo PM
Analgésico Bajo GA

Antioxidante Bajo GA, bajo PM
Hemostatico Bajo GA

Mucoadhesion Bajo GA, alto PM
Permeabilidad Bajo GA, alto PM
Antitumoral Bajo PM

Una de las principales propiedades de la quitina es ser un polisacarido
neutro e insoluble en disolventes habituales (soluciones acuosas y solventes
organicos). Para disolver la quitina es necesario utilizar sistemas de solventes
poco comunes como el sistema aprético formado por mezclas de
dimetilacetamida y cloruro de litio (DMAc-LICl) (Pillai et al., 2009). Se ha
reportado que el hidroxido de sodio al 10 % a bajas temperaturas funciona

como buen disolvente de la quitina (Einbu et al., 2004). Otro sistema solvente
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reportado para quitina es el metanol saturado con cloruro de calcio (Flores et
al., 2007). Recientemente se ha dado a conocer la disolucion de quitina en
liqguidos i6nicos basados en butil metil imidazol (Xie et al., 2006; Qin et al.,
2010). También Pastor de Abram et al. (2004) reportan que es posible
solubilizarla en algunas sales neutras, solventes organicos y acidos fuertes,

bajo ciertas condiciones.

Aplicaciones

La quitina y su principal derivado, el quitosano, poseen un conjunto de
propiedades funcionales distintivas. Gracias a estas se han desarrollado una
enorme cantidad de aplicaciones en areas muy diversas (Kumar, 2000). A
continuacion se enlistan algunos ejemplos: En el area de cosméticos se utiliza
en el cuidado del cabello y la piel. En la ingenieria ambiental, el quitosano se ha
utilizado como agente quelante y floculante debido a su naturaleza policatidnica.
En la industria del papel, debido a su biodegradabilidad y no toxicidad se han
elaborado materiales para empacar alimentos y otros productos. En la industria
textil, derivados de quitina han sido producidos y utlizados para dar
caracteristicas especiales a los textiles. En el area de alimentos, al ser
compuestos no toxicos, se han utilizado como agentes gelificantes,
emulsificantes, fibra dietaria, entre otros. En la agricultura, se ha encontrado
gue aceleran el crecimiento de los cultivos e inhiben algunos patdégenos. En
aplicaciones biomédicas, han sido utilizados en areas como la ingenieria de
tejidos, tratamiento de quemaduras, materiales de curacion, piel artificial y en
farmacéutica en sistemas de liberacion controlada (Dutta et al., 2004). Es
evidente el crecimiento de las investigaciones sobre estos biopolimeros en afios
recientes, estas se han enfocado principalmente en la produccién,

caracterizacion y desarrollo de aplicaciones (Aranaz y Harris, 2009).
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Procesos de Obtencion de Quitina

Como se menciond anteriormente, el exoesqueleto de jaiba es una de las
principales fuentes para la produccién de quitina y la gran mayoria de los
métodos para su obtencién pueden clasificarse como procesos de aislamiento.
En otras palabras, estos se basan en la remocion secuencial de los
componentes del exoesqueleto hasta obtener quitina como remanente sélido.
En el proceso de aislamiento podemos encontrar dos operaciones basicas: la
separacién de la proteina, conocida como desproteinizacion, y la eliminacion de
la materia inorgéanica, conocida como desmineralizacion (Pastor de Abram et
al., 2004). En la literatura existen numerosos reportes sobre métodos quimicos
y biotecnologicos utilizados para la obtencion de quitina. Estos varian en el
orden de operaciones, tiempo, temperatura, relacion solido a liquido,
concentracion y tipo de reactante para cada operacion. Debido a que es el
meétodo quimico el mas utilizado a escala industrial, a continuacion se presentan

mas detalladamente los principales procesos de obtencion.

Desproteinizacion

Para la desproteinizacion quimica se utilizan soluciones alcalinas,
generalmente NaOH (1-10% p/v) a temperatura entre los 65y 100 °C, durante 1
a 24 horas. Existen numerosos estudios donde se varian diversos parametros
como la relacion sélido a liquido, el nimero de tratamientos consecutivos y la
utilizacion de otras sustancias para llevarla a cabo. Los tratamientos
termoquimicos han demostrado su eficiencia para eliminar la fraccion de
proteina presente en el exoesqueleto. Sin embargo, la mayoria de estos
tratamientos se basan en la hidrélisis de las proteinas y estas sufren
modificaciones quimicas sustanciales. Como consecuencia de esto, resulta mas
complicado recuperar las proteinas y péptidos resultantes; ademas, el valor

nutricional de estos se ve reducido (Gyung-Hyun et al., 2011).

Tratamientos biotecnolégicos han sido propuestos para facilitar la

recuperacion de proteinas durante la desproteinizacion de desechos de
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crustaceos. Procesos como la digestion enzimatica y fermentaciones con
bacterias proteoliticas han sido estudiados. En el caso del exoesqueleto de
jaiba se ha reportado una desproteinizacion de hasta 30%, lo cual sugiere a los
métodos biotecnoldgicos como pretratamiento para la obtencién de quitina. Una
de las ventajas de estos estos es que propician operaciones mas amigables con
el medio ambiente y facilitan la recuperacion de la fracciéon proteica (Gyung-
Hyun et al., 2011).

Desmineralizacién

La materia inorganica es el principal componente en el exoesqueleto de
jaiba, por lo tanto, la etapa de desmineralizacién es de gran importancia. Para
esta, generalmente se utilizan acidos inorganicos, siendo el acido clorhidrico el
mas utilizado en la industria. La concentracion del acido, la relacion solido a
liquido y el tiempo de reaccion, suelen variar en numerosos estudios
dependiendo de las condiciones de la materia prima (Pastor de Abram et al.,
2004). La desmineralizacion con acido clorhidrico se logra a través de la
reaccion quimica que se presenta en la Ecuacion 1. Mediante esta ecuacion es
posible calcular el requerimiento estequiométrico del acido necesario para
reaccionar con la cantidad de carbonato de calcio presente. Por lo tanto es muy
importante la determinacion del contenido de minerales en el exoesqueleto de
la jaiba ya que puede variar con la especie, condicion fisiolégica y las

condiciones ambientales.
CaCO3; + 2HCI => cCaCl, + H,O + CO, Q)

Las caracteristicas fisicoquimicas y propiedades de la quitina son de gran
importancia y estan influenciadas directamente por el método de obtencién
utilizado. Los métodos quimicos presentan algunas desventajas principalmente
la posible degradacion de los productos y la generacién de efluentes
contaminantes. Es por esto que se considera importante la investigacion de
métodos de desmineralizacién alternativos y la optimizacion de estos. El uso de
acidos organicos para el proceso de desmineralizacibn es una opcién

prometedora. Entre las posibles ventajas de utilizar acidos organicos se
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encuentra que pueden producirse a partir residuos, se consideran menos
perjudiciales para el medio ambiente y pueden preservar las caracteristicas de
los componentes. Adicionalmente, las sales organicas producidas durante el
proceso pueden ser consideradas como subproducto (Mahmoud et al., 2007).

Entre los é&cidos organicos estudiados para la desmineralizacion se
encuentran el acido lactico y el acido acético; sin embrago, se ha reportado una
mayor eficiencia de desmineralizacion con el &cido lactico (Woo-Jin et al.,
2005). Se ha propuesto que la desmineralizacion con acidos orgénicos consiste
en dos fases: adhesion y descalcificacion. La adhesion resulta de la interaccion
del acido con sustratos que contienen sales de calcio. Posteriormente procede
la reaccion de sustitucion, lo que lleva a la formacion de sales solubles de
calcio. En la Figura 4 se esquematiza el proceso de desmineralizacion partiendo
del carbonato de calcio contenido en el exoesqueleto de jaiba.

R-COO" H3O+ Coz

Figura 4. Representacibn esquematica de las etapas de adhesion (I) vy
descalcificacién (ll), durante la desmineralizacion.

En la primera fase del proceso de desmineralizacién, el grupo carboxilo
del acido organico forma un enlace i6nico con el Ca en la superficie del
material. Este paso estd en gran medida determinado por el pKa del acido
utilizado. Al mismo tiempo, las sales de calcio son extraidas por el H;O" en la
superficie del material y llevadas a la solucién. Dependiendo de la velocidad de
difusién de los complejos de &cido-calcio en la solucion, ocurren las dos fases

del proceso o solo se limita a la primera, donde el &cido permanece adherido a
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la superficie de la matriz resultando una descalcificacion limitada (Yoshioka et
al., 2002; Yoshida et al., 2001). Durante la desmineralizacion con estos acidos
se llevan a cabo reacciones donde se producen compuestos que pueden ser
utilizados posteriormente (Ecuacion 2).

2(C3H603) + CaCO; = Ca(C3H503)2 + H,O + CO, (2)

Estudios previos sobre las desmineralizaciones con acidos organicos
mencionan que el acido lactico puede desmineralizar el exoesqueleto de jaiba;
sin embargo, no con la eficiencia que se logra con el &cido clorhidrico (Das y
Ganesh, 2010). Ademas, se menciona que es posible la obtencion de lactato de
calcio. Sin embargo, no se logré encontrar referencias que reporten el analisis y
aprovechamiento del lactato de calcio producido durante la desmineralizacion

de exoesqueletos de crustaceos.

Tipicamente los subproductos de la desmineralizacion no son
aprovechados. Al emplear acido clorhidrico para esta se produce cloruro de
calcio (Ecuacion 1), el cual es desechado en los efluentes del proceso de
obtencion de quitina, esto debido principalmente a que la recuperacion de esta
sal es complicada. El uso el acido lactico representa una opcidén prometedora
debido a que en condiciones adecuadas es posible una desmineralizacion
eficiente del exoesqueleto de jaiba. Ademas, se podria incorporar la produccién
de lactato de calcio al proceso de aislamiento de quitina, durante la etapa de
desmineralizacion. El lactato de calcio producido, una sal con diversas
aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica, puede ser recuperado

mediante procesos simples de precipitacion (Kubantseva et al., 2004).

Lactato de Calcio

El lactato de calcio es una sal calcica del acido lactico que tiene una
solubilidad en agua de 3,4 g por 100 g de agua a 20°C y que aumenta
considerablemente al incrementar la temperatura. Su nombre quimico

sistemético es dilactato de calcio o sal calcica del acido 2-hidroxipropanoico
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(Figura 5). Su formula molecular es CgHi0CaOg, con un peso molecular es

218.22 g/mol, tipicamente se presenta en forma pentahidratada.

Industrialmente se produce por la reaccién del acido lactico con
carbonato de calcio o hidroxido de calcio. El lactato de calcio es una sustancia
clasificado como GRAS (“Generalmente reconocido como seguro”, por sus
siglas en inglés) para uso general como aditivo en los alimentos por la FDA
(Food and Drug Administration) en los Estados Unidos (Igoe, 2011)

0 0
o ca* 'OJ\./

OH OH

Figura 5. Estructura quimica del lactato de calcio

Estudios in vivo han demostrado que presenta buena biodisponibilidad
en el organismo cuando es usada como suplemento de calcio (Gao et al.,
2009). Patwardhan et al. (2001), compararon esta propiedad con otras sales de
calcio diferentes en un sistema in vivo y encontraron que al ser suplementados,
el lactato de calcio presenta mayor biodisponibilidad con respecto al carbonato
de calcio. Otros autores concuerdan en que la fortificacion de alimentos con
lactato de calcio representa una opcion ideal para la retencion de calcio en el
cuerpo humano (Singh et al., 2007; Ranhotra et al.,, 1997). Los alimentos
pueden ser enriquecidos con calcio para ayudar a personas con intolerancia a
la lactosa y a otras que prefieren no consumir las fuentes tradicionales de calcio
(productos lacteos). El enriquecimiento se ha llevado a cabo en varios sistemas
modelos de alimentos como el pan, tortilla y en jugos de frutas y verduras, en
los cuales la alternativa es viable y aceptada por los consumidores. Estos
alimentos pueden proporcionar cantidades significativas de calcio para llegar a
la ingesta Optima; ademas, a su vez, pueden cumplir otras funciones una vez

consumidos (Ranhotra et al., 1997; Yuk et al., 2008). Con esto, personas con
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problemas de osteoporosis y deficiencias de calcio podrian ser beneficiadas.
Ademas de los efectos antes mencionados, existen reportes donde se ha
utilizado lactato de calcio como fuente de calcio en el desarrollo de tratamientos
contra el cancer. Vifias-Salas et al. (1998) encontraron que una dieta
suplementada con calcio inhibe la carcinogénesis del cancer de colon inducido
por dimetilhidracina, lo cual fue corroborado en otros estudios (Penman et al.,
2000).

Ademas de su aportacion nutricional, también se ha estudiado el efecto
antimicrobiano del lactato de calcio en los alimentos. Existen estudios sobre su
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de microorganismos como Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Escherichia coli y Salmonella en carnes, jugos
y en frutos frescos cortados, reduciendo asi el riesgo de enfermedades e
intoxicaciones alimentarias (Aran 2001; Daengprok et al., 2002; Velugoti et al.,
2007; Yuk et al.,, 2008; GOmez-Lopez et al., 2010). Otra de las aplicaciones
estudiadas del lactato de calcio es en el mantenimiento de los marcadores de
calidad (textura, turgencia, color, oscurecimiento, olor, sabor y vida de anaquel)
en frutos frescos cortados (Luna-Guzman y Barrett, 2000). Estudios realizados
en zanahoria, pera, melén y lechuga reportan la eficiencia del lavado de los
productos frescos cortados con solucién de lactato de calcio. Este ayuda a
reducir el fenomeno de la pérdida de turgencia, debido a la formacion de
complejos de iones de calcio con las pectinas de la pared celular y lamina
media, lo que lleva a la estabilizacion de la membrana celular proporcionando
un efecto reafirmante. Ademas, el lactato de calcio presenta la ventaja de no

influir en el sabor del alimento (Rico et al., 2007; Alandes et al., 2009).
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

En el presente estudio se utiliz6 exoesqueleto de jaiba proporcionado por
la empresa Biopigmentos S. A. de Cd. Navojoa, Sonora. Este se encontraba
seco y molido con un tamafo de particula menor a 1 mm. El exoesqueleto de
jaiba se lavo con agua hasta eliminar la mayoria de los residuos de material

organico y se puso a secar a 60 °C durante 24 h.

El &cido lactico, éacido clorhidrico y todos los productos quimicos
utilizados para la caracterizacion fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EE.UU).

Esquema Experimental

El proceso para el aislamiento de quitinas y produccion de lactato de
calcio a partir de exoesqueleto de jaiba se esquematiza en la Figura 6 y se

detalla a continuacion.
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Exoesqueleto de jaiba

l

Desmineralizacion Desmineralizacion
con acido clorhidrico con acido lactico

— > Sobrenadante

Exoesqueleto Exoesqueleto Recuperacion del lactato
desmineralizado-C desmineralizado-L de calcio
Desproteinizacion Lactato de calcio
Quitina-C Quitina-L

Caracterizacion fisicoquimica

Figura 6. Proceso de aislamiento de quitinas y produccion de lactato de calcio.

Desmineralizacion con Acido LActico

Para la desmineralizacion con acido lactico se realizé una optimizacion
de los pardmetros concentracion de acido lactico, tiempo de reaccion y relacion
sélido a liguido. Las condiciones obtenidas fueron utilizadas para la
desmineralizacion durante la obtencion de quitina; los sélidos obtenidos se

nombraron Exoesqueleto desmineralizado-L.
Optimizacion

Con la finalidad de encontrar las condiciones de operacidén que permitan
una desmineralizacion éptima del exoesqueleto de jaiba con acido lactico, se
aplicé la metodologia de superficie de respuesta (MSR). Se plante6 un disefio
central compuesto rotatorio (DCCR) para tres variables independientes, este

disefio ya ha sido utilizado en otros estudios de optimizaciébn de

desmineralizacion con acido clorhidrico (Chang y Tsai, 1997; Choorit et al.,
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2008). El DCCR ofrece una distribucién razonable de puntos de datos en toda la
region de interés, es sensible a la deteccion de posibles curvaturas, permita
investigar la idoneidad de la ecuacion de regresién estimada, permita la
construccion secuencial de disefios de orden superior y asegura la simplicidad
en los célculos de las estimaciones de los parametros del modelo (Montgomery,
2005).

Las variables independientes utilizadas en el disefio fueron:
concentracion del acido lactico (X;), tiempo de reaccién (X;) y relacion sélido a
liqguido (X3). Cada variable fue codificada en cinco niveles (-1.682, -1, 0, +1 y
+1.682) de acuerdo al disefio. Los niveles de concentracion de acido lactico,
tiempo de reaccion y relacion soélido a liquido se ubicaron dentro de los valores
minimos y maximos de 8-12 %, 1-3 h'y 1:20-1:30 g:mL, respectivamente (Tabla
2), estos valores fueron establecidos en base a experimentos preliminares La
variable de respuesta (Y) del disefio fue el rendimiento de desmineralizacion del
exoesqueleto de la jaiba y fue calculado con la siguiente ecuacion reportada por
Ghorbel-Bellagj et al. (2011):

. .. GEJ; — CEJ;
% Desmineralizacion = T CEH, x 100 (D
iLJi

Donde:

Ci es la proporcion inicial de cenizas en el exoesqueleto de jaiba. EJ; es el peso
inicial del exoesqueleto de jaiba. C; es la proporcion residual de cenizas. EJs es

el peso del exoesqueleto de jaiba después de la desmineralizacion.
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Tabla 2. Variables y niveles del DCCR usadas en la desmineralizacion de
exoesqueleto de jaiba con acido lactico.

Niveles codificados de las variables

Variable

-1.68 -1 0 1 1.68
X1; Concentracién de acido lactico (%)® 6.6364 8 10 12 13.3636

X2; Tiempo de reaccion (h) 0.31821 1 2 3 3.68179

X3; Relacion solido:liquido (g:mL) 1:16 1:20 1:25 1:30 1:33

dGramos de &cido lactico en 100 mL de solucion.

En la Tabla 3 se muestra el disefio conceptual del DCCR y los
tratamientos experimentales plateados seguidos para la optimizacién de la
desmineralizacion con acido lactico. ElI disefio incluye seis corridas
experimentales con los puntos axiales de las variables y cinco repeticiones del

punto central (0,0,0) para la estimacion del error experimental.
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Tabla 3. Variables independientes codificadas y no codificadas del DCCR y

resultados

experimentales

exoesqueleto de jaiba.

porcentaje de

desmineralizacién

del

Corrida* X1; Concentracién de X2; Tiempo de X3; Relacién sélido a
acido lactico (%)a reaccion (h) liquido (g:mL)

1 8 (-1.0)* 1 (-1.0) 1:20 (-1.0)

2 12 (1.0) 1 (-1.0) 1:20 (-1.0)

3 8 (-1.0) 3(1.0) 1:20 (-1.0)

4 12 (1.0) 3(1.0) 1:20 (-1.0)

5 8 (-1.0) 1(-1.0) 1:30 (1.0)

6 12 (1.0) 1 (-1.0) 1:30 (1.0)

7 8 (-1.0) 3 (1.0) 1:30 (1.0)

8 12 (1.0) 3 (1.0) 1:30 (1.0)

9 6.6364 (-1.68) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

10 13.3636 (1.68) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

11 10 (0.0) 0.31821 (-1.68) 1:25 (0.0)

12 10 (0.0) 3.68179 (1.68) 1:25 (0.0)

13 10 (0.0) 2 (0.0) 1:16.5910 (-1.68)

14 10 (0.0) 2 (0.0) 1:33.409 (1.68)

15 10 (0.0) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

16 10 (0.0) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

17 10 (0.0) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

18 10 (0.0) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

19 10 (0.0) 2 (0.0 1:25 (0.0)

20 10 (0.0) 2 (0.0) 1:25 (0.0)

21



Andlisis estadistico

El analisis estadistico y la presentacion de resultados del porcentaje de
desmineralizacion se hicieron utilizando el paquete estadistico Minitab version
15. Los resultados experimentales del disefio se ajustaron mediante un analisis
de regresion multiple a un modelo polinomial de segundo orden. Esto debido a
gque en estudios previos se ha reportado que experimentos de
desmineralizacion se ajustan al modelo de segundo orden para el andlisis de

los datos, debido a la curvatura que presentan en la superficie (Tetteh, 1991).
La férmula del modelo propuesto es la siguiente:
Y = Bo+ BiX1+ BoXy + BsXz + P11 XT + BraXF + B33 X3

+P12X1X7 + B13X1 X3 + P23 X2 X3 (2)

Donde:

Bo es una constante. 1, B2, B3 son los coeficientes lineales. B11, B22, B33 son los

coeficientes cuadréticos. B2, B13, B23 son los coeficientes de interaccion.

Proceso de Recuperacion del Lactato de Calcio

La solucién sobrenadante de la etapa de desmineralizacion se filtro al
vacio utilizando papel filtro Whatman No. 4. Después se calenté a 100 °C hasta
tener una concentracion aproximada de 100 mg/mL de lactato de calcio (la
concentracion aproximada se calculé considerando las cenizas retiradas del
exoesqueleto de jaiba en base al porcentaje de desmineralizacion). Se paso a
enfriarlo a 4 °C durante 72 h, transcurridas estas 72 h se pudo observar la
formacion de los cristales, los cuales se lavaron con etanol al 50 % (v/v) y se
pusieron a secar a 60 °C en una estufa de conveccion de aire (marca
Lindberg/blue) durante 12 h.
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Desmineralizacion con Acido Clorhidrico

Para comparar las caracteristicas de la quitina aislada a partir de
Exoesqueleto desmineralizado-L, se obtuvo quitina aislada por el método
termoquimico (convencional). Se siguié la metodologia reportada por Beaney et
al. (2005); el exoesqueleto de jaiba fue tratado con &cido clorhidrico 1M en una
relacion solido a liquido de 1:15. La reaccién fue llevada a cabo durante dos
horas a temperatura ambiente. Después los sélidos fueron lavados hasta
neutralidad y se nombraron Exoesqueleto desmineralizado-C.

Desproteinizacion

Con el fin de completar el aislamiento de quitina se siguio la metodologia
reportada por Beaney et al. (2005). Los exoesqueletos desmineralizados-C y L
fueron tratados con hidroxido de sodio (NaOH) al 15 % (p/v) en una relacion
1:10 (p:v) durante 3 h, a una temperatura de 65 °C. Al finalizar, la quitina se
lavd hasta pH neutro y se secé a 60 °C durante 24 h. Las quitinas obtenidas
después de la desproteinizacion fueron llamadas Quitina-C y Quitina-L,

respectivamente.

Identificacion y Caracterizacion Fisicoquimica de los Productos

Se realiz6 una identificacion y caracterizacion fisicoquimica de los
productos, Quitina-C, Quitina-L y Lactato de calcio producidos. Las mediciones
de peso molecular viscosimétrico y grado de acetilacién se realizaron solo en

las quitinas.

Identificacion por espectroscopia de infrarrojo

Se realiz6 una identificacion del lactato de calcio producido y de las

quitinas aisladas por Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
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(FTIR). Las muestras de quitina y lactato de calcio se secaron a 60 °C en una
estufa de conveccion de aire (marca Lindberg/blue). Posteriormente la muestra
se molié en un mortero de &gata y se mezclé con bromuro de potasio (KBr)
grado espectroscopico, hasta obtener una mezcla homogénea. Se obtuvieron
pastilas 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.) (Brugnerotto et al., 2001; Cassanas et al., 1991).

Anélisis proximal

Se determind el contenido de humedad, ceniza (material inorganico),
lipidos, nitrogeno total y minerales. A partir de los valores de nitrégeno total se
determiné el contenido de proteina y quitina de acuerdo al método reportado
por Diaz-Rojas et al. (2006). Todas las determinaciones se hicieron por

triplicado y los reactivos utilizados fueron grado reactivo.

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).

Ceniza. Para la determinacion de ceniza se utilizo la técnica descrita por
Peniche (2006). Las muestras se incineraron a 800 °C durante 4 h y se midio la

cantidad de cenizas mediante el método gravimétrico.

Lipidos. Se utilizo la técnica descrita por la AOAC (1990) en el método

7.060. Segun la técnica se estima el total del extracto etéreo por gravimetria.

Nitrogeno total. Se utilizé la técnica de combustion de nitrégeno 992.15
de la AOAC (2000). Se pes6 aproximadamente 500 mg de muestra para
posteriormente ser incinerada a 850 °C y analizada en un equipo marca LECO
modelo FP-528.

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

nitrogeno total le corresponde a proteina y que porcion a quitina se utilizd la
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descrita por Diaz-Rojas et al. (2006), donde utiliza una relacion estequiométrica

aplicando las ecuaciones 3y 4.

N1Cq + K — 100

Proteina = Co—Cr X Cp 3)
- NtCq + K—100
Quitina = - Cq X Cq (4)

Donde:

Nt es la proporciobn de nitrégeno total presente en la muestra; K es la
proporcion de material no nitrogenado (cenizas, lipidos y humedad); Cp es el
factor de conversion de nitrégeno proteico, para este caso se utilizo el valor de
6.25 como factor de conversion; Cq es el factor de conversion de nitrégeno
presente en quitina, el cual corresponde al nitrogeno tedrico, que se ajusta de

acuerdo a su grado de acetilacion.

Minerales. Se siguio la técnica descrita por (Jara-Marini et al., 2009). Se
utilizé un equipo de absorcion atdbmica marca Varian modelo DUO AA 240 FS,
con generador de vapor para hidruros y mercurio modelo VGA 77. Para la
realizacion del analisis se pesaron 200 mg de muestra que fueron hidrolizados
con acido nitrico concentrado bajo presion. La solucidén obtenida se aforé a un
volumen de 50 mL con agua destilada. Para la determinacion de calcio (Ca) y
se tomaron 10 mL de la muestra y se aforaron con cloruro de lantano (LaCls)
0.0072 M a un volumen de 50 mL. Se hizo la medicion en flama de acetileno

con 6xido nitroso. Para calcular la concentracién se utilizo la siguiente ecuacion:

LF xV
PXF

Mineral =

(5)

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; F es el factor de dilucién.
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Caracterizacion fisicoquimica de la quitina

Peso molecular. Para determinar la viscosidad intrinseca ([n]) y a partir
de esta calcular el peso molecular promedio viscosimétrico (Mv) de las
muestras de quitina se siguié la metodologia reportada por Einbu et al. (2004).
Para ello se prepar6 una solucién de quitina a una concentracion de 2.25
mg/mL en NaOH frio. Esta se analizé en un viscosimetro tipo Ubbelohde de
tamano capilar ASTM 1 colocado en un bafio de agua (marca Koehler Intrument
Company Inc.) a temperatura constante de 20 °C. Se realizaron mediciones a 5
concentraciones distintas y se utilizaron para determinar la [n] utilizando las
ecuaciones de Huggins, Kraemer y “punto unico”. EI Mv de cada muestra se

calculé mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (Ecuacion 6).
[n] = KMv™ (6)
Empleando las constantes K= 0.10 y a= 0.68 reportadas por Einbu et al. (2004).

Grado de acetilacion. El grado de acetilacion (GA) de las quitinas se
determindé mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR). Se elaboraron las pastillas de quitina siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 6.7.1. Para la estimacion del GA a partir de los espectros FTIR

se utilizo el procedimiento reportado por Brugnerotto et al. (2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Siguiendo el esquema experimental planteado en la seccion de
materiales y métodos se obtuvieron dos quitinas a partir del exoesqueleto de
jaiba: una aislada por el proceso convencional (Quitina-C) y otra por el proceso
propuesto (Quitina-L). En el proceso propuesto se optimizé la desmineralizacion
mediante el tratamiento del exoesqueleto de jaiba con acido lactico utilizando la
metodologia de superficie de respuesta. Ademas, se estandarizo la
recuperacion del lactato de calcio producido en esta misma etapa. Tanto al
exoesqueleto de jaiba como al lactato de calcio producido y a las quitinas
aisladas se les determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas generales. Los

resultados obtenidos se presentan a continuacion.

Optimizacion de la Desmineralizacion

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas Utiles en problemas en los que una
respuesta de interés es influenciada por diversas variables (Montgomery, 2005).
La MSR es una técnica efectiva en los estudios de optimizacion de procesos
gue ya ha sido utilizada en la desmineralizacion de exoesqueletos de
crustaceos por el método termoquimico (Chang y Tsai, 1997; Ghorbel-Bellaaj et
al., 2011; Bhaskar et al., 2007). Sin embargo, en la literatura no se encontraron
reportes previos sobre una optimizacion de los parametros de
desmineralizacion con acido lactico, ni de una desmineralizacion efectiva con

este mismo acido.
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Se optimizaron tres pardmetros relevantes en la desmineralizacién: la
concentracion de &cido lactico, el tiempo de reaccion y la relacion sélido a
liguido. La Tabla 4 muestra los valores experimentales del porcentaje de
desmineralizacion obtenidos con los diferentes tratamientos del disefio. Estos
datos fueron analizados por regresion lineal mdltiple utilizando el software
Minitab version 15 y se ajustaron a un modelo cuadratico con la finalidad de

generar la ecuacion que predijera el porcentaje de desmineralizacion.

Tabla 4. Disefio de experimentos y porcentaje de desmineralizacion. Los
valores de porcentaje de desmineralizacién son el promedio de tres mediciones.

Concentracion de Relacién
acido lactico Tiempo solido a liquido  Desmineralizacion

Tratamiento (%) (h) (g:mL) (%)
1 8 1 1:20 81.9
2 12 1 1:20 97.1
3 8 3 1:20 90.9
4 12 3 1:20 94.7
5 8 1 1:30 91.9
6 12 1 1:30 97.1
7 8 3 1:30 96.4
8 12 3 1:30 98.8
9 6.6364 2 1:25 90.8
10 13.3636 2 1:25 98.1
11 10 0.31821 1:25 89.3
12 10 3.68179 1:25 95.9
13 10 2 1:16.5910 89.2
14 10 2 1:33.409 97.2
15 10 2 1:25 94.4
16 10 2 1:25 954
17 10 2 1:25 95.9
18 10 2 1:25 96.7
19 10 2 1:25 96.1
20 10 2 1:25 96.5
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La ecuacion cuadratica obtenida como modelo de prediccion fue la

siguiente:

Y = —0.238348 + 0.088409X,; + 0.150394X, + 0.036374X; — 0.001028X?
—0.010643X2 — 0.000339X2 — 0.008808X, X, — 0.001441X, X, (7
_0-000094X2X3

Donde: Y es el porcentaje de desmineralizacién; X; es la concentracion de

acido lactico (%); X, es el tiempo (h); X3 es la relacion sélido a liquido (g:mL).

En la Tabla 5 se presenta la significancia de los términos del modelo
(Ecuacion 7), donde un valor de p<0.05 indica que el término es significativo
(Ye y Jiang, 2011). Las interacciones concentracion-tiempo y concentracion-
relacion soélido a liquido tuvieron un efecto significativo sobre el porcentaje de
desmineralizacion. No obstante cuando la concentracion se mantuvo en su
punto central, el tiempo de reaccion y la relacion solido a liquido no presentaron

un efecto significativo sobre la variable de respuesta.

Tabla 5. Coeficientes del modelo de prediccion del porcentaje de
desmineralizacion.

Variable Coeficiente Error Estandar  Valor-F Valor-P
Constante -0.238348 0.191685 -1.243 0.242
X, 0.088409 0.022085 4.003 0.003

X, 0.150394 0.036924 4.073 0.002

X3 0.036374 0.008834 4.118 0.002

X2 -0.001028 0.000892 -1.153 0.276

X2 -0.010643 0.003568 -2.983 0.014

X3 -0.000339 0.000143 -2.373 0.039
XX, -0.008808 0.002394 -3.679 0.004

X X5 -0.001441 0.000479 -3.008 0.013

X, X3 -0.000094 0.000958 -0.098 0.924
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La significancia estadistica de la Ecuacion 7 fue evaluada por el andlisis
de varianza (ANOVA) para modelos cuadraticos de superficie de respuesta y se
encuentra resumida en la Tabla 6. El analisis de varianza nos muestra que la
variacion explicada por el modelo es significativamente mayor a la variacion
inexplicable (P=0.000) y la falta de ajuste no fue significativa (P=0.069). Bas y
Boyaci (2007) reportaron que existen numerosas técnicas para verificar si el
modelo utilizado es el adecuado; sin embargo, la capacidad global predictiva del
modelo es cominmente explica por el coeficiente de determinacién (R?) .El
coeficiente de determinacién fue de 0.9421, esto sugiere que el modelo explica
de manera adecuada el 94% del total de la variacion de los datos en la
desmineralizacion, atribuido a las variables independientes. Solo el 6% del total
de la variacion no puede ser explicado por el modelo (Choorit et al., 2008; Guan
y Yao, 2008).

Tabla 6. Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico de superficie
de respuesta de la desmineralizacion.

Fuente Grados de Sumade Cuadrado Valor-P
libertad cuadrados medio

Regresion 9 0.029866 0.003318 0.000
Error residual 10 0.001834 0.000183

Falta de ajuste 5 0.001485 0.000297 0.069
Error puro 5 0.000349 0.000070

Total 19 0.031700

R°= 0.9421

Las representaciones graficas de la superficie de respuesta se muestran
en las Figuras 7, 8 y 9 para ayudar a visualizar el efecto de la concentracion de
acido lactico, tiempo y relacion solido a liquido sobre la desmineralizacion
respectivamente. La Figura 7 muestra la interaccion entre la concentracion de
acido lactico y relacion solido a liquido a tres diferentes tiempos de reaccion. Se
puede observar que a bajas concentraciones, el efecto de la relacién sélido a

liquido es mas significativo y se requiere una alta relacion sélido a liquido para
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un porcentaje de desmineralizacion mayor. Es posible observar también que a
tiempos de reaccion mayores, se puede lograr un alto porcentaje de
desmineralizacion a baja concentracién y alta relacion solido a liquido
(Figura 7C). Chang y Tsai (1997) reportan un efecto significativo similar para
esta interaccion, utilizando acido clorhidrico para la desmineralizacion.
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Figura 7. Efecto de la concentracion de acido lactico (%) y la relacién sélido a liquido
(g:mL) sobre el porcentaje de desmineralizacion del exoesqueleto de jaiba a 3
diferentes tiempos de reaccion: (A) 1 h, (B) 2hy (C) 3 h.

En la Figura 8 se muestra la interaccién entre la concentracion y el
tiempo de reaccidén. Se puede observar que a baja concentracion, el tiempo
tiene un mayor efecto sobre el porcentaje de desmineralizacion. Ademas,
comparando a diferentes niveles de relacién solido a liquido podemos ver el

efecto positivo sobre el porcentaje de desmineralizacion al incrementar este
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parametro. Lo antes mencionado coincide con Percot et al. (2003) quienes

realizaron una desmineralizacion con acido clorhidrico a bajas concentraciones.
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Figura 8. Efecto de la concentracién de acido lactico y tiempo de reaccion sobre el
porcentaje de desmineralizacion. (A) Relacion solido a liquido de 1:20, (B) Relacién
sélido a liquido de 1:25 y (C) Relacion sélido a liquido de 1:30.

El andlisis estadistico no considera significativa la interaccion entre el
tiempo de reaccién y la relacion solido a liquido. De forma general se puede
observar que a la mas alta concentracién de &cido lactico probada ocurre la
formacion de un punto 6ptimo a tales condiciones de tiempo y relacion solido a
liquido (Figura 9). Sin embargo, el andlisis estadistico de estos datos muestra
un parametro de conveniencia de 0.95 bajo las condiciones de dicho punto
Optimo (concentracion de 12%, tiempo de reaccion de 2 h y una relacién sélido
a liquido de 1:25 g:mL). Esto significa que la desmineralizacion bajo dichas

condiciones tiende a ser sobrestimada. Por otra parte se puede observar que a
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bajas concentraciones de &cido lactico (Figura 9A y 9B) se requiere un mayor

tiempo de reaccion y relacion solido a liquido para obtener un porcentaje de
desmineralizacion mas alto.
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Desmineralizacion (%)
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Figura 9. Efecto del tiempo de reaccion y la relacion solido a liquido sobre el
porcentaje de desmineralizacion. (A) Concentracion de 8 %, (B) Concentracién de
10 % y (C) Concentracién de 12 %.

Las condiciones ¢ptimas de operacion determinadas por el andlisis de
superficie de respuesta para obtener un porcentaje maximo de
desmineralizacion fueron: una concentracion de &cido lactico de 7%, un tiempo
de 3.5 h y una relacién sdlido a liquido 1:33. El porcentaje de desmineralizacion
Optimo estimado bajo estas condiciones de desmineralizacién fue de 99.9%. Se
realizaron 5 corridas experimentales en condiciones Optimas y se obtuvo un

valor de desmineralizacion del exoesqueleto de jaiba de 99.3 %. Este valor se
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encuentra por encima de lo reportado en otros estudios donde se utilizé acido

lactico para la desmineralizacion de exoesqueletos de crustaceos.

Mahmoud et al. (2007) obtuvieron 97.4% de desmineralizacion de
exoesqueleto de camardn con &cido lactico a una concentracién de 7.56%,
relacion sélido a liquido de 1:20, durante 2 h. En exoesqueleto de jaiba, Jung et
al. (2005) lograron reducir el contenido de cenizas hasta un 5%, utilizando &cido
lactico al 10%, durante 5 dias. Sin embargo, el tiempo de reaccién utilizado por
estos autores es muy largo y puede ocasionar despolimerizacion y
desacetilacion parcial de la quitina (Percot et al., 2003). Das y Ganesh (2010)
utilizaron acido lactico producido por Lactobacillus plantarum separado por
electrodialisis a una concentracion de 6.95%, relacion 1:35 solido a liquido y un
tiempo de 24 h. Ellos no presentan los valores del contenido de cenizas residual
o el porcentaje de desmineralizacion; sin embargo, mencionan que la
desmineralizacion con &cido lactico requiere de un segundo tratamiento con
acido clorhidrico 0.5 M, lo cual sugiere que la desmineralizacion no fue
completa. De manera general podemos observar que los resultados varian en
estos trabajos, incluso en el trabajo de Das y Ganesh (2010), el cual asemeja
con las condiciones utilizadas en la presente investigacion. Esto se debe a que
existen otros factores que influyen directamente en el porcentaje de
desmineralizacion, como las condiciones de la materia prima, el tamafio de

particulay la pureza del &cido lactico.

En general, podemos observar que los métodos de desmineralizacion
con &cidos organicos utilizan un exceso considerable del &cido requerido
estequiométricamente. Para desmineralizar 10 g de exoesqueleto de jaiba se
requieren como minimo 8.2 g de &cido lactico para reaccionar con el carbonato
de calcio. Bajo las condiciones o6ptimas del presente trabajo se agreg6é un
exceso de acido lactico de 220%. En el caso de los acidos fuertes, en la
literatura se recomienda agregar un exceso de 10% del 4&cido
estequiométricamente requerido como minimo para reaccionar con el CaCOs3;
contenido en el exoesqueleto (Pastor de Abram et al., 2004). Esto se debe a la

reactividad del compuesto, el HCI es un acido fuerte, por lo que en disolucién
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acuosa se ioniza completamente y la reaccion de desmineralizacion se lleva a
cabo rapidamente (Ehrlich et al., 2009). En el caso del acido lactico (acido débil)
no es asi, su valor de pKa es 3.86; es decir no se disocia completamente y solo
la parte ionizada es la que lleva a cabo la reaccion. De esta manera a la
concentracion utilizada de 0.78 M (o 71 g/L) se generan inicialmente solo
1.03 x 102 moles de ion lactato que es el que promueve la desmineralizacion.
Es por este motivo que la reaccion se realiza de forma més lente y se requiere
una mayor concentracion para obtener resultados similares a los que se
obtienen con acidos fuertes. Este se pudo observar en experimentos
preliminares donde se utilizaron excesos menores a 20% por encima de lo
requerido estequiométricamente y se obtuvo una desmineralizacion incompleta
de 73%.

Recuperacion del Lactato de Calcio

Para establecer un proceso de recuperacion del lactato de calcio se
realizd una revision bibliografica de procesos de formacion de cristales del
lactato de calcio. Kubantseva et al. (2004) reportaron la influencia de las bajas
temperaturas y largos tiempos de almacenamiento sobre la formacion de
cristales de lactato de calcio en quesos. Li et al. (2009) utilizaron etanol al 50%
para ayudar a la precipitacion de los cristales de lactato de calcio, ya que este
es insoluble en etanol. Mimouni et al. (2007) mencionaron que se requieren
concentraciones supersaturadas de lactato de calcio para iniciar el proceso de
cristalizacion, nucleacion y crecimiento de los cristales. Con base en lo antes
mencionado, se identificd la concentracion del lactato de calcio, la temperatura
y el tiempo como factores importantes en la formacién y crecimiento de los

cristales de lactato de calcio.

Se logro6 estandarizar la técnica de recuperacion del lactato de calcio del
sobrenadante de la desmineralizacién. El procedimiento se esquematiza en la

Figura 10 y se describe a continuacién. El sobrenadante de la etapa de
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desmineralizacion se paso por una filtracion al vacio utilizando un papel filtro
Whatman No. 4. Después se calentdé a 100 °C hasta tener una concentracion
aproximada de 100 mg/mL. Posteriormente se dejé reposar a 4 °C durante
72 h; transcurrido este tiempo se observo la formacion de los cristales de lactato
de calcio. Estos cristales se lavaron con etanol al 50% y se pusieron a secar a
60 °C durante 12 h.

Sobrenadante de la
desmineralizacion

!

Filtracion —

Concentracion por
evaporacioén

——> Enfriamiento —— Decantacion

|

Secado <«— Lavados con etanol

L

Lactato de calcio

Figura 10. Proceso de recuperacion del lactato de calcio contenido en el
sobrenadante de la desmineralizacion.

El rendimiento de la recuperacion del lactato de calcio proveniente de la
desmineralizacion del caparazon de jaiba con acido lactico fue del 75.5% peso
seco. Este rendimiento no ha sido reportado anteriormente, Mahmoud et al.
(2007) en su estudio de desmineralizacion de exoesugleto de camarén con
acido lactico mencionaron la produccion de lactato de calcio durante esta etapa.

Sin embargo, no realizaron la recuperacion y analisis de lactato de calcio.

Identificacion y caracterizacion del lactato de calcio

Para la identificacion del lactato de calcio obtenido se realiz6 un espectro
de infrarrojo que se muestra en la Figura 11. En el espectro se muestra las
bandas de absorcion caracteristicas del lactato de calcio. Ademéas se compara
con un espectro de lactato de calcio comercial marca Sigma Aldrich,

observandose similitud de las bandas caracteristicas de la molécula.
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Figura 11. Espectro de infrarrojo del lactato de calcio deshidratado obtenido.(A)
Lactato de calcio comercial marca Sigma Aldrich. (B) Lactato de calcio producido.

Las vibraciones de estiramiento de los enlaces de CO, simétrico y
asimétrico fueron observadas a 1589 y 1429 cm™ respectivamente. Asimismo,
el espectro de infrarrojo mostré dos bandas asignadas al enlace C-O al 1126 y
1093 cm™. Otra banda caracteristica del grupo carbonilo fue observada a los
863 cm™ en el espectro (Cassanas et al., 1991). Estas mismas bandas fueron
reportadas por Ye-Kyung y Soon-Dong (2003) en un espectro de infrarrojo de

lactato de calcio preparado mediante el tratamiento de cenizas de caracol con

acido lactico.
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Determinacién de calcio

El contenido de calcio en el lactato de calcio fue de 18.8% (p/p). El
lactato de calcio [(CH3CHOH),Ca] contiene una molécula de calcio y dos de
acido lactico , lo que corresponde a un peso molecular de 218.22 de los cuales
18.36% (p/p) corresponden al calcio. Ye-Kyung y Soon-Dong (2003) obtuvieron
lactato de calcio a partir de una desmineralizacion de caracol con &cido lactico.
Recuperaron el lactato de calcio del sobrenadante evaporando completamente
el agua por calentamiento. El contenido de calcio en este lactato de calcio fue
de 17.3 % (p/p). Estos resultados nos sugieren que el lactato de calcio
producido por precipitacion tiende a ser mas puro comparado con el producido
por evaporacion. Esto se debe a que durante la evaporacion no solo se
concentra el lactato de calcio, sino que también el resto de los componentes
presentes. Y durante la precipitacion se propician las condiciones para que sea

el lactato de calcio el que forme cristales y poderlos recuperar y lavar.

Los resultados del andlisis proximal del lactato de calcio son los
siguientes: 21.5% de humedad remanente, 26.3% de materia inorganica, 2% de
grasas y 0% de nitrogeno total. Podemos observar que durante el proceso de
recuperacion del lactato de calcio se recuperé también un porcentaje de grasa.
Esto puede deberse a que durante la formacion de los cristales de lactato de
calcio, las condiciones de concentracion y bajas temperaturas podrian estar
propiciando la formacién de estructuras cristalinas de los acidos grasos en fase
sélida (Gunstone, 1996).

Identificacion y Caracterizacion de la Quitina

Se realizé una comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la
quitina producida mediante la desmineralizacion con &cido lactico (Quitina-L) y
de la quitina producida por el método convencional (Quitina-C). Todo esto, para
evaluar el efecto de las condiciones de desmineralizacion con &cido lactico

sobre la quitina obtenida.
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Identificacion quimica por FTIR

Las quitinas obtenidas fueron identificadas por FTIR observando las bandas
caracteristicas de la molécula. En la Figura 12 se muestra el espectro de la
Quitina-C y la Quitina-L. Se pueden apreciar las bandas caracteristicas de un
espectro de IR tipico, a 3450 cm™ el grupo -OH, a 2919 el grupo C-H, a 1655
cm™ Amida I, a 1313 cm™ la Amida Ill, a 1580 cm™ Amida I, a 1154 cm™
tension asimétrica del puente C-O-C y a 1080 y 1032 cm™ las vibraciones del
esqueleto propias de su estructura piranosa (Pastor de Abram et al., 2004).

Grado de acetilacion

Para la determinacion del GA se utilizaron las bandas de absorcion en
infrarrojo centradas a 1420 y 1310 cm™ segin a metodologia descrita por
Brugnerotto et al. (2001). El GA es el parametro mas importante para establecer
la identidad quimica entre quitina y quitosano. De acuerdo al analisis de GA
resultd que ambas quitinas estan casi completamente acetiladas. Los
resultados obtenidos concuerdan con Percot et al. (2003), quienes obtuvieron
quitinas con GA de 99 + 2 % en tiempos de reaccion de 3 horas y una relacion
sélido a liquido de 1:40. En dicho estudio la desmineralizacion se llevo a cabo
con acido clorhidrico en condiciones diluidas (0.25 M). La mayoria de los
estudios de desmineralizacion con acidos organicos se han enfocado en
estudiar la eficiencia de desmineralizacion; por lo que no se encontraron
reportes sobre como se ve afectada la calidad de la quitina por el tratamiento

aplicado.
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Figura 12. Espectros de infrarrojo de las distintas muestras de quitina. (A) Quitina-C y
(B) Quitina-L.

Peso molecular

El la Tabla 7 se presenta el peso molecular promedio viscosimétrico (M,)
de las quitinas obtenidas. Podemos observar que la quitina obtenida por el
método termoquimico tiene un mayor peso molecular que la quitina obtenida
con una desmineralizacién con acido lactico. Las Quitina-C se encuentran
dentro del rango de M, reportado por Einbu et al. (2004) quienes obtuvieron
quitinas con un M, de 1 x 10° a 1.2 x 10° (gmol™); Sin embargo, la Quitina-L se
encuentra por debajo de estos valores. Percot et al. (2003) mencionaron que
tiempos de reaccion mayores a 3 horas pueden ocasionar una
despolimerizacién parcial en la quitina, incluso en condiciones diluidas. Tal es el
caso de la Quitina-L durante su desmineralizacion el tiempo de reaccion es de

casi el doble que del método termoquimico.
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Tabla 7. Grado de acetilacién y peso molecular viscosimétrico de las quitinas
obtenidas.

Muestra GA FTIR (%) Mv (gmol™)
Quitina-C 100 6.24 x 10°
Quitina-L 100 5.49 x 10*

Anélisis proximal

La composicion quimica del exoesqueleto de jaiba y de los productos se
muestra en la Tabla 10. Se puede apreciar que el contenido de material
inorganico entre la Quitina-C y la Quitina-L es similar, esto sugiere que la
desmineralizacion con &cido lactico es efectiva. El contenido de proteina y
lipidos fue mayor en la Quitina-L, esto se ve reflejado en la estimacion del
contenido de quitina, donde la Quitina-C tuvo 98.85 % y la Quitina-L 90.89 %.
Beaney et al. (2005) coinciden con este resultado, reportaron a la quitina
obtenida por el método convencional con mayor pureza comparada con una

guitina obtenida por un método biotecnologico.

Tabla 8. Composicion quimica del exoesqueleto de jaiba y productos.

Humedad Proteina  Quitina Material Lipidos
Muestra remanente (%) (%) (%) inorganico (%) (%)
Exoesqueleto de 3.5+0.0 1.57* - 458+2.1 29+0.1
jaiba
Quitina-C 1.3+0.1 0.0 98.85 0.82 +0.06 24+0.1
Quitina-L 1.7+£0.2 1.16 90.89 0.85+0.13 5.41

*Porcentaje de nitrodgeno total.
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CONCLUSIONES

Se logré recuperar el lactato de calcio producido durante la
desmineralizacion en el proceso de aislamiento de quitina a partir de
exoesqueleto de jaiba. La quitina obtenida por este método, Quitina-L, presenta
impurezas que la hacen de menor calidad comparada con la quitina obtenida
por el método termoquimico, Quitina-C. Sin embargo, el proceso de obtencion
de la Quitina-L propuesto en este trabajo representa una tecnologia amigable
con el medio ambiente, ya que reduce en parte la generacién de residuos
durante la etapa de desmineralizacion. Ademas, la produccion de lactato de
calcio en esta misma etapa da un valor agregado al proceso. Por otra parte, las
condiciones de desmineralizacibn podrian modificarse en proximas
investigaciones, con el fin de no afectar las caracteristicas fisicoquimicas de la

quitina.
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PERSPECTIVAS

Para la obtencion de quitina y produccion de lactato de calcio de
exoesqueleto de jaiba en un mismo proceso, se propone el siguiente esquema
metodoldgico que se muestra en la Figura 13. En este se puede observar la
incorporacion de la produccion de lactato de calcio al proceso de aislamiento de
quitina. Podemos resaltar que el exceso de 220% de acido lactico que se utiliza
para la desmineralizacion puede ser recirculado al incorporarlo al proceso de
purificacion inicial, como se muestra en le Figura 13.

Exoesqueleto Exoesqueleto de jaiba Desproteinizacion
de jaiba desmineralizado ‘l’

| 3| Desmineralizacién —1‘ Quitina

\ 4

en condiciones

6ptimas > Solucion
Acido lactico 7% v
A Filtracion
i \], Lactato de calcio
L
Concentracion Evaporacion T
'T‘ \L Lavado con
i Enfriamiento 4°C (72 h) etanol (50%)
. iy L 7}
Filtracion € : ‘L
A
. l-==< Liquido [€—] Decantacion > Sdlidos
L
Caldo de la
fermentacion

Figura 13. Esquema general del proceso de produccion de lactato de calcio durante el
aislamiento de quitina.
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En este trabajo se propone utilizar &cido l4ctico producido a partir de otro
tipo de residuos como es el caso del suero de leche o la remolacha azucarera
(linea gris). Estos residuos ya han sido utilizados como sustrato para la
produccion de &cido lactico en otros estudios (Urribarri et al., 2004; Serna y
Rodriguez, 2005). En este trabajo se probd la utilizacion de &cido lactico
contenido en un caldo residual de una fermentaciébn proveniente de la
produccion de biomasa de Lactoacillus casei. Inicialmente el caldo contenia
2.9% de acido lactico y se concentr6 hasta 7% para trabajar bajo las
condiciones ¢ptimas establecidas. Se logr6 una desmineralizacion de 98.4%,
este resultado esta por encima de lo reportado en otros estudios donde se
utilizaron métodos biotecnoldgicos o biologicos (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011;
Jung et al., 2007).

Sin embargo, en la siguiente etapa del proceso, en la cual el
sobrenadante de la desmineralizacion se concentra para la recuperacion del
lactato de calcio no fue posible. Debido a que durante esta también se
concentraron el resto de los componentes, pudiendo ser sustrato no
aprovechado por el microrganismo, principalmente glucosa. Esto es un
preliminar que da pie a nuevas investigaciones para producir acido lactico a

partir de residuos, implementando técnicas efectivas de purificacion.
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