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Resumen

Existe un exceso importante de residuos de exoesqueletos de cangrejos que
impactan al ambiente, y la obtencidén de quitosano a partir de estos materiales es
importante por su alta aplicabilidad; por tanto es necesario estudiar el efecto de los
procesos quimicos sobre las propiedades y la calidad comercial de este biopolimero.
Se evaluaron seis métodos modificando los procesos de desmineralizacion,
desproteinizaciéon, despigmentacién y desacetilacién para la obtencién de seis
quitosanos. La desmineralizacion fue el proceso con mayor influencia sobre el
rendimiento y pureza de la quitina. Los espectros de infrarrojo corroboraron la
obtencién del quitosano con los métodos aplicados, presentando valores de grado
de desacetilacién entre 78,77 + 3,99 a 93,11 + 0,36%. Los métodos M3 y M6
resultaron mas eficientes porque se logré obtener dos biopolimeros con mayor
pureza y adecuadas propiedades quimicas, fisicoquimicas y microbiolégicas. Las
condiciones para la obtencion del quitosano tienen un efecto en la calidad final
del producto.
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Abstract

There is a significant excess of crabs exoskeletons residues that impact the
environment, and chitosan obtaining from these materials is important due to
its high applicability; therefore it is necessary to study the effect of chemical
processes on the properties and comercial quality of this biopolymer. Six methods
by changing the processes of demineralization, deproteinization, depigmentation
and deacetylation to obtain six chitosans were evaluated. Demineralization was
the process with the greatest influence on the yield and purity of chitin. The
infrared spectra corroborated the obtaining of the chitosan with the applied
methods, presenting deacetylation degree values between 78.77 + 3.99 to 93.11
+ 0.36%. M3 and M6 methods were more efficient where it was posible to obtain
two biopolymers with higher purity and good chemical, physicochemical and
microbiological properties. The conditions for chitosan obtaining have an effect
on the final quality of product.

Keywords: Crabs, exoskeletons, residues, biopolymer, chitosan, quality.

Introduccion etapas depende de la temperatura
del proceso, la concentracién de alcali
Las empresas procesadoras de y la relacion de su solucién con los
carne de cangrejos generan gran exoesqueletos (De la Paz et al., 2012).
cantidad de residuos de exosqueletos En este trabajo se estudié la influencia
que contribuyen a la contaminacién de los tratamientos termoquimicos
ambiental, y constituyen una fuente en las propiedades del quitosano
principal de dos biopolimeros de alto obtenido a partir de quitina aislada
valoragregadoy de aplicacién mundial: de los residuos de exoesqueletos del
la quitina y su derivado funcional, el cangrejo azul.

quitosano. El método quimico para el
aislamiento de quitina de cangrejos Materiales y métodos
implica varias etapas principales:

inicialmente la eliminacién de la Las muestras de vresiduos de
materia inorgdnica en medio acido exoesqueletos del cangrejo azul
diluido  (desmineralizacién), que (Callinectes sapidus) se suministraron
por lo general se logra mediante el por una empresa del municipio San
uso de HCl diluido; seguido de la Francisco del estado Zulia. Como
extraccién de proteinas en medio estdndares se utiliz6 quitosano
alcalino (desproteinizacién), mediante comercial de baja, media y alta
el tratamiento con soluciones acuosas masa molar (Aldrich, 98%). Todos
de NaOH o KOH. La conversién de los solventes y reactivos fueron
quitina a quitosano implica, por lo grado analisis y se emplearon sin
general un tratamiento alcalino a altas purificacion previa. El tratamiento de
temperaturas. La eficacia de estas las muestras se inicié con la limpieza,
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secado y molienda de los exoesqueletos
para la obtencién de una harina que
se tamizé para seleccionar los s6lidos
con tamano de particula entre 180-
250 pm. Utilizando como masa inicial
de 20,0 g de harina, se aplicaron
cinco métodos (M1 a M5) reportados
(Parada et al., 2004; Marmol et al.,
2009; Pardo et al., 2006; Ming-Tsung
et al., 2009; Al Sagheer et al., 2009,
respectivamente) y otro método (M6)
como propuesta de esta investigacién
(desarrollado previamente por
disefio factorial) para la obtencién
de seis quitosanos, modificando los
procesos de desmineralizacién (DM),
desproteinizacién (DP), decoloracién
(DC) y desacetilacion (DA), por
variacién de la concentracion de HCI

ISSN 2477-9407

y NaOH, relacién sélido/reactivo (R),
tiempo de reaccién (t), y temperatura
(T) en el tratamiento de los
exoesqueletos de cangrejos (cuadro 1).
Los biopolimeros obtenidos (quitina
y quitosano) se caracterizaron por
espectrometria FTIR para determinar
el grado de desacetilacion (Parada
et al., 2004; Marmol et al., 2009;

Pardo et al., 2006; Ming-Tsung
et al., 2009; Al Sagheer et al.,
2009). Las propiedades quimicas,

fisicoquimicas y microbioldgicas se
determinaron aplicando los métodos
y técnicas reportadas ampliamente
en la literatura como son: el indice
de  cristanilidad  (ICR), masa
molar promedio (Mw), masa molar
viscosimétrica Mv), viscosidad,

Cuadro 1. Condiciones experimentales de los procesos aplicados para
obtener quitina y quitosano (concentracion de NaOH en

%m/v).
DM DP DC DA

M1 HCI1,0M,t=3h NaOH 4,5%,t=3h Eter de petréleo, NaOH 70%,t=2h

R=1:10,T=amb. R=1:10,T=65°C agua, acetona g = 1:90, T =105 °C

HC10,6 M,t=3h NaOH 1,0%,t=24h NaOH 50%,t=2h
M2 No aplica

R=1:11,T=28°C R=1:11,T=28°C R=1:4, T=100°C

NaOH 1,0% y 10%

HC12,0M,t=3h NaOH 40%,t=4h
M3 t=1,56h,R=1:2,5 Metanol 100%v/v

R =1:10, T = amb. R=1:10,T=110°C

T=170°C

HC11,0M,t=6h NaOH 5,0%, t = 3 h, KMnO, 1%m/v NaOH 40%,t=2h
M4 R=1:10, T = 100°C

R =1:10, T = amb. T T Oxalico 5%m/v R =1:30, T=105°C

HC10,25 M,t=3h NaOH 4,0%, t = 24 h, NaOH 45%,t=8h
M5 R=1:20 T = 70 °C Etanol y acetona

R=1:40, T = amb. T e R=1:15,T=110°C

HCl11,5M,t=3h o 4 — NaOH 50%,t=3h
M6 NaOH 5,0%, t = 3 h, Acetona (Soxhlet)

R =1:20, T = amb.

R=1:20,T=70°C

R=1:20,T=110°C
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material insoluble (MI), cenizas,
proteina residual, andlisis elemental
(%N y %C), concentraciéon de metales
toxicos (As, Cd, Pb, Hg) y niveles
microbiolégicos (mesofilos aerobios,
coliformes totales, hongos, levaduras,
y salmonella). Se asumi6 una varianza
homogénea y los datos obtenidos se
procesaron por comparacion entre
medias mediante el andlisis de
varianza de una via (ANOVA - efecto
fijo), para tres réplicas de mediciones,
comprobando los resultados con otros
métodos estadisticos de significancia
como la prueba Tukey y la Kruskal-
Wallis empleando el programa
Statgraphics Centurion XVI versién
16.1.15.

Resultados y discusion

Modificando las condiciones de los
procesos DM, DP y DC (cuadro 1) se
obtuvieron las seis quitinas, y luego se
aplicé el proceso DA para obtener los
seis diferentes quitosanos. Tomando la
masa final del s6lido obtenido después
de cada tratamiento, se determiné el
rendimiento de la desmineralizacién
(%R-DM), desproteinizaciéon (%R-
DM) y decoloracion (%R-DC), y se
estudi6 el efecto de tales procesos
sobre la eficiencia para el aislamiento
de la quitina (%EQ). En el caso del
quitosano, el rendimiento (%R-DA) se
determind con base en la masa inicial
de harina y no de la quitina empleada.
Como se puede observar en la figura
1, el %R-DP y %R-DC estuvo entre
77,31 + 3,10 a 83,80 + 0,563 y 93,31 +
4,99 a 97,84 + 0,27, respectivamente,
una variacibn que no fue notable
comparado con el %R-DM que varié
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de 13,75 + 1,96 a 53,75 £ 1,73, y
que estuvo en similar proporcién al
rendimiento de quitina (10,82 + 1,59%
a 44,80 + 1,26%).

Esto permite inferir que el proceso
de desmineralizacién tiene una mayor
influencia en el aislamiento de la
quitina.

Con el método M2 la
desmineralizaciéon no fue adecuada
debido a la alta cantidad de material
s6lido  calcdreo sin  reaccionar,
originando el mayor rendimiento de
desmineralizacién (%R-DM 53,75
+ 1,73), lo que constituye una menor
liberacién de la quitina disponible y
una deficiencia en su extraccion (%EQ
= 55,20 = 1,26). Con los métodos M1 y
M5 la desmineralizacién tuvo un efecto
adecuado para eliminar los minerales
ya que disminuyé buena parte de la
harina inicial (%R-DM = 33,93 + 0,38
y 35,50 + 1,71, respectivamente) y por
tanto la quitina estuvo maés liberada
(aislada), obteniendo una eficiencia
de %EQ = 73,54 £ 0,03 y 74,32 = 0,32,
respectivamente.

El método M3 presenté el menor
rendimiento de quitina (10,82%) lo
que demuestra que las condiciones
originaron una alta pérdida de
minerales (%R-DM = 13,75 + 1,96),
favoreciendo una buena liberacion
de la quitina (%EQ = 89,18 + 1,59).
Para el caso del método M6 la
desmineralizacién también provocod
una buena pérdida del material
calcareo de los exoesqueletos (%R-
DM 18,01 + 0,65) facilitando la
disponibilidad de la quitina, similar
al método M3. No se encontré una
diferencia significativa (p > 0,05)
entre la eficiencia para obtener Qa3
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Figura 1. Comparacion de los rendimientos obtenidos de los diferentes
procesos aplicados, y la eficiencia para la obtenciéon de quitina

(%EQ).

y Qa6 (WEQ = 81,98 + 0,15). El grado
de desacetilacion (GDA) para las
quitinas se obtuvo en general entre
4,76 a 30,23%, es decir que presentd
un grado de acetilacion (grupos
acetilglucosamina) entre 95,24 a
69,67%, lo que demuestra la obtencién
del biopolimero, como se comprobd
con las senales de los espectros FTIR.
En el caso de la Qa4 no fue posible
realizar la determinaciéon debido a
la desnaturalizacion y oxidacién del
biopolimero por efecto del KMnO,
y acido oxalico (cuadro 1), siendo
descartada para la obtencién del
quitosano. Utilizando los espectros
FTIR se determiné el GDA de los
quitosanos obteniendo valores entre
78,77 + 3,99 a 93,11 + 0,36%. Para
todos los procesos empleados se
obtuvieron quitosanos de particulas
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pequenias con coloracion de blanco
a crema. El rendimiento obtenido a
partir de la quitina estuvo entre 44,04
+ 1,53 a 78,07 + 3,01%, y respecto a la
masa inicial de harina de exoesqueleto
el rendimiento no super6 el 26,21 +
4,39%. Las condiciones de M3 y M6
favorecieron la obtencién del quitosano
con rendimiento de 8,53 + 2,32 y 7,24
+0,21%, respectivamente, que a pesar
de ser bajo es adecuado debido a la
alta eliminaciéon de los componentes
de los exoesqueletos.

Se determinaron las propiedades
fisicoquimicas de los quitosanos,
asi como la calidad basado en los
niveles de toxicidad (metales pesados
y microbiolégicos), encontrando
diferencias significativas marcadas en
la mayoria de los valores encontrados
(p < 0,05). El1 ICR tuvo una tendencia
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proporcional al GDA encontrando
un aumento del valor a medida que
se incrementa el GDA. Los valores
de viscosidad tuvieron una estricta
relacién con los valores de Mw y Myv.
La pureza del biopolimero se establecid
con el contenido de MI y cenizas, los
cuales fueron bajos para los quitosanos
de los procesos mas eficientes (M3
y M6), y este comportamiento fue
similar con el contenido de proteina.
El1 %N y %C se encontrd en el intervalo
reportado para quitosanos con GDA >
75%. En el caso de los metales todas
las concentraciones se encontraron a
niveles trazas (ug.kg?) indicando que
se pueden utilizar como productos de
consumo o uso humano (As < 0,5mg.
kg'!y los otros metales < 10mg.kg').
Los niveles microbiolégicos indican
que los quitosanos Qol, Qo3 y Qo6
no presentan un riesgo potencial de
intoxicacién alimentaria dado que no
presentaron ninguno de los patdgenos
determinados, cumpliendo asi con lo
requerido para productos alimenticios
(< 100 ‘ufe.g'). Los quitosanos
obtenidos presentaron valores de
GDA similares a los reportados en
los métodos publicados (Parada et
al., 2004; MAarmol et al., 2009; Pardo
et al., 2006; Ming-Tsung et al., 2009;
Al Sagheer et al., 2009), sin embargo
no se encontraron referencias para
comparar las caracteristicas de
calidad fisicoquimica y microbiolédgica.

Conclusiones

Aplicando diferentes procedimientos
para el tratamiento termoquimicos
de exoesqueletos de cangrejo fue
posible obtener quitina y quitosano
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con diferentes grados de acetilacion.
Los resultados demuestran la gran
influencia que tiene el proceso
de  desmineralizacién  sobre el
rendimiento y pureza de la quitina,
y por tanto también sobre las
caracteristicas del quitosano. Los
diferentes procesos de desacetilacién
de la quitina permitieron obtener
varios quitosanos con distintos GDA y
tamanios moleculares. Los métodos M3
y M6 resultaron més eficientes, debido
a que se obtuvieron biopolimeros
con mayor pureza y adecuadas
propiedades quimicas, fisicoquimicas
y microbiolédgicas.
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