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Introduccion

Actualmente en el area de la ciencia de los biomateriales, los cientificos se
han enfocado al estudio de la quitina por su potencial de aplicaciones.

La quitina es un biopolimero que
se encuentra presente en el exoesqueleto 2
de artropodos como: langostas, cangrejos a) )
y camarén; insectos y también se N
encuentra en la pared celular de las o
diatomeas, y otras algas, y hongos; este
material por si mismo no es toxico y es
relativamente facil de degradar, por lo
que su aplicacion es ambientalmente
aceptable (Crin G. 2005).

NH, NH, NH;

La quitina es el segundo
biopolimero de mayor importancia en
nuestro planeta (s6lo después de la CHzOH
celulosa); es un polisacarido que contiene H .
grupos funcionales acetamidas, cuando a \H_o/ O\OH_/

la quitina se le eliminan esos grupos
mediante el proceso denominado
desacetilacion se obtiene la quitosana, el
cual sigue siendo un biopolimero con una
distribucion regular de grupos amino.

CH,0H

Figura 1. Estructuras quimicas de:
(A) Quitina, (B) Quitosana, (C) Celulosa.
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La quitina presente en las cascaras de camarén (a-quitina) normalmente
esta asociada a proteinas, minerales, lipidos, y pigmentos, de tal forma que para
poder acceder a la quitina primero se deben eliminar estos otros constituyentes de
la cascara del camaron (Percot et al. 2003).

Los sistemas para obtener la quitina de la cascara de camarén se han
estudiado por mucho tiempo y a pesar de ello, ain no existe un método
estandarizado a nivel industrial para obtener este biopolimero de una manera mas
homogenea y de determinado nivel de pureza. Los tratamientos que se han
comprobado son eficientes para eliminar la mayoria de los componentes
indeseables se basan en tratamientos alcalinos para eliminar las proteinas y
tratamientos acidos para eliminar los metales; puede iniciarse el proceso con uno u
otro de los tratamientos, sin embargo, la secuencia mas benéfica es aquella en la
que se inicia con una desproteinizacion ya que esto permite aprovechar las
proteinas que se disuelven en la solucién alcalina. Adicionalmente se requiere de
un tratamiento para despigmentar o blanquear la quitina cruda, para ello se
recurre a blanqueo con hipoclorito de sodio o extraccion con acetona; y por si fuera
poco, en cada etapa del proceso se compromete la integridad del polimero de
quitina (Hong et al. 2003, Chaussard and Domard 2004, Ming-Tsung et al. 2009).

Actualmente y con maés énfasis, se sigue estudiando la manera de obtener la
quitina de una manera mas pura y con un menor dafno a la integridad de la cadena
de este biopolimero, y no es para menos este esfuerzo, ya que las numerosas
aplicaciones de la quitina en las areas de agricultura, biomedicina, alimenticia,
cosmética, farmacéutica y de elaboracion del papel entre muchas otras, justifican
enormemente las investigaciones al respecto (Percot et al. 2003, Chaussard and
Domard 2004).

De hecho, nuestro grupo de investigaciéon ya ha encontrado la manera de
obtener quitina cruda sin blanquear con una alta eficiencia en la remociéon de
cadmio de sistemas acuosos (Leyva et al. 2008).

Para conseguir quitina mas pura algunos investigadores han implementado
el uso de fuertes agentes oxidantes como el ozono en combinacién con radiacion
ultrasonica para eliminar los pigmentos de la quitina en soluciones acuosas, sin
mucho éxito ( Yue et al. 2008)

La pureza del material puede ser cuantificada en funcién del grado de
acetilacion que este material presenta, es decir que a mayor grado de acetilacién
mayor sera la pureza de la quitina.



Objetivo

El objetivo del presente trabajo es una propuesta de nuestro grupo de
investigacion para implementar una metodologia congruente con el tipo de
material a obtener, es decir, una metodologia ecol6gicamente compatible
(minimizar el contenido de reactivos contaminantes, disminuir el uso de etapas con
temperatura y reducir la cantidad de agua involucrada en el proceso) que nos
permita extraer los maximos beneficios de la cidscara de camaron, como lo es el
aprovechamiento de la proteina y la obtencién quitina de relativa alta pureza
incorporando a los ya conocidos tratamientos alcalinos y 4cidos, un tratamiento a
base de ozono.

Las ventajas del uso del ozono es que es una etapa a temperatura ambiente,
que no involucra agua en el sistema de reaccion, que no requiere de la etapa de
lavado después de tratamiento acido y previo a la ozonificacién, los tiempos de
reaccion son relativamente muy cortos (sé6lo unos minutos) y que el producto de
degradacién del ozono es oxigeno.

Materiales y Métodos

La cascara de camaron se recolecto de locales comerciales dedicados a la
venta de mariscos.

Los reactivos empelados fueron: NaOH marca Jalmek®, acido clorhidrico
marca J.T. Baker®, Acetona marca Analitika®; todos ellos grado reactivo, los
cuales se usaron tal cual desde su envase para elaborar las soluciones de trabajo.

La produccién de ozono se realizo haciendo pasar una corriente de oxigeno
(industrial) primero por una columna de desecado y luego a un equipo ozonizador
marca Fischer modelo OZT-35; la produccion de ozono fue cuantificada por
titulacion del yodo libre producido al absorberse el flujo de gas en una solucién de
yoduro de potasio al 2% conteniendo acido acético glacial.

La cuantificacién de cenizas se realizo por termogravimetria, calcinando el
material en una mufla a 850°C por 4 hrs.

Para la realizacion de los analisis de FTIR se utilizd6 un espectrofotometro
FT-IR Perkin Elmer Espectrum GX con aditamento ATR horizontal con cristal de
diamante. Las muestras se secaron en estufa de vacio a 60 °C por 24 horas antes de
realizar los estudios. Los espectros se obtuvieron en el rango de longitud de onda
de 700 a 4000 cm-1.

Para la determinacion del grado de acetilacion se utilizo el método
propuesto por Mohammad (2008), el cual se recomienda para muestras cuyo grado
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de acetilacion sea mayor a 20 (quitina). El método se basa en la relacion de las
bandas de transmitancia de los espectros FTIR A1655/A3450 mediante la
ecuacion:

DA = (A1655/A3450) X 115
Donde DA es el grado de acetilacion en porcentaje, A1655/A3450 es la

relacion entre las areas de las bandas que corresponden a las senales en el espectro
de infrarrojo a 1655 y 3450 cm-1 respectivamente.

Para obtener la quitina en el ["Cascara de camaron |
laboratorio se siguid el esquema
que se presenta en la figura 2. Es =SS
. ~ (temperatura ambiente)
importante sefialar que en este I
caso la metodologia y el trabajo | Molienda |
’ (mwlino Wiley a malla 60)
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Después se realizo el e

tratamiento de desproteinizacion a S h AT
las siguientes condiciones: se Liquido [Ppsoaiga
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concentracion 1 molar para tratar Depigmentacion g e ooy
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constante durante ese periodo de Quiina Cruda Blanqueada |

tiempo; al término de las 24 horas v
el material se drena, se separa el Remocion de metales pesados
de sistemas acuosos

liquido alcalino que ahora contiene

proteinas, el material solido se lava . Dbi 1 de trabai 1
Lo hasta bai 1 igura 2. Diagrama general de trabajo parala

C(I){n agua desionizada hasta bajar e obtencion de quitina en el laboratorio.

pH a 8.0.

El liquido alcalino proveniente de la desproteinizacion es tratado con HCl
hasta un pH de 3 para precipitar las proteinas, las cuales se separan por
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decantacion y drenado y se separan para posteriores analisis, con vistas a
emplearlas en otras areas de interés.

El material proveniente de la desproteinizacion se somete ahora a un
tratamiento de decationizacion; para ello se trata el material con una soluciéon de
agua destilada y HCI, la consistencia del sistema es del 3%; se tiene mucho cuidado
de que el pH de esta solucion en contacto con el material sea de 3; todo este sistema
se introduce a un bafno maria de temperatura controlada, la cual se fija en 60°C; se
mantiene agitacidon mecénica constante durante los 30 minutos que dura el
tratamiento. Al final del tiempo requerido, el sistema se desmonta, el material se
drena, el liquido se descarta y se conserva el material s6lido que en este punto ya es
considerado quitina cruda sin blanquear. El material NO SE LAVA, se deja secar a
temperatura ambiente por espacio de 48 horas.

La quitina cruda sin blanquear (el material obtenido de los tratamientos de
desproteinizacion y decationizacidén) se separa en cuatro lotes y se someten a dos
diferentes tratamientos de blanqueo o despigmentacion:

Con acetona.- Se colocaron 5g (base seca) de material desproteinizado y
desmineralizado méas 150 ml de acetona y se mantuvo en agitacién magnética por
24 horas. Después se filtro y la solucién se separ6 para cuantificar los pigmentos
extraidos. El material solido se coloc6 en un vaso de precipitado y se le agregaron
150 ml de acetona y se mantuvo en agitacion magnética por 24 horas mas.
Finalmente se filtro y el material solido se sec6 primero a temperatura ambiente
por 8 horas y luego en estufa de vacio a 60 grados por 24 horas.

Con ozono.- Un lote de 5 g de material casi completamente seco (20% de
humedad) se introduce en un balon con aletillas laterales de vidrio el cual se monta
en un rotavapor adaptado como camara de ozonizacion acoplado al equipo de
produccion de ozono. La reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente, el tiempo
de reaccion depende de la carga de ozono que se desea aplicar y esto a su vez esta
determinado por la cantidad de ozono que genera el equipo por minuto.
(aproximadamente 0.035 gr de ozono/minuto).

Se emplearon cargas de ozono de 0.375%, 0.75% y 1.125% sobre base de
material seco (lo que corresponde a tiempos de reaccién de 66 segundos, 132
segundos y 198 segundos respectivamente). Al finalizar el tiempo de reaccion el
material se retira del matraz y se lava con 100 ml de agua destilada, dejando agitar
por espacio de 10 minutos.

El material blanqueado se denomina ahora quitina cruda blanqueada.
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Resultados y Discusion

Contenido de cenizas.- La calcinacion de la cascara de camar6n arrojé un
contenido de cenizas del 23%, mientras que las cenizas después de la
decationizacion fue del 11%; esto es: se tiene una remocion de cerca del 50% del
contenido de cationes previo a la etapa de ozono.

Obtencién de los

espectros  FTIR  y :\/4}\ s v\ o+
Determinacién de grado 4 {cascara de camarén m\?ﬂqi o \ j

de acetilacion.- La figura 1 N e

3 contiene los espectros (. el
de infrarrojo que se ] I e A Ao
obtuvieron del material ' | En Y 0

de acuerdo a lo : Wi
comentado en la parte . Cascara de camaron desproteinizada Be
metodologica después de 3W e

cada etapa del proceso;
aqui se comparan los

T
: v’ Wf\\ Jﬁ/\ A

Transmitancia, u.a.

espectros y se calculan | Ay §Quitina blanqueada con acstona

los grados de acetilacion. ; ¥

Conforme se avanza en el 'w ;Quilina blanqueada con ozono 3' 18"

proceso de obtencién de | Wﬂw"\ ST i |

quitina se observa como ] \ A\ /AN :
paulatinamente la banda ’ 3450 W @ 10 My gl N
de 3450 nm se reduce w

cada vez mas; dado que 4000 3000 2000 1500 1000 700
el valor de esta banda se Figura 3. Espectros FTIR de la cascara de camarén
encuentra en el con diferentes etapas del método propuesto.

denominador de la
ecuacion mencionada anteriormente, es un indicativo de que el grado de
acetilacion deber ir en aumento.

Efecto de la carga de ozono sobre el grado de acetilacion.- La figura 4
muestra los espectros FTIR del material tratado a diferentes cargas de ozono, se
aprecia que la banda de 3450 nm se reduce conforme se incrementa la carga de
ozono, asi mismo la banda a 1655 nm se comporta de manera inversa, es decir se
alarga ligeramente; lo que indica que a una mayor carga de ozono se aumenta la
pureza de la quitina.

664



Quitina blanqueada con ozono 1" 8" g

\ oo RN o AT
o, W Wy

v I8 A
HIVA

M Quitina blanqueada con ozono 2' 12"//\

g
s .

| e S

Transmitancia, u.a.

EQuitina blanqueada con ozono 3' 13“‘;\.\"

I
\3‘50 1685

siTEisasens

—]

SAUENPAR

4000 3000 2000 1500

Longitud de onda cmr!

1000 700

Figura 4. Espectros FTIR de la cascara de
camaron con diferentes cargas de ozono.

De un analisis del cuadro 1, se puede
deducir que el tratamiento con
acetona, si bien despigmenta la
quitina, no contribuye a una
depuracion del material.

Por el contrario, los tratamientos
rapidos del ozono nos permiten
obtener una quitina con un grado de
acetilacion de entre 70 y hasta 88%,
es decir un material mas puro.

Conclusiones

Probablemente, la mejor
forma de visualizar el
incremento en el grado de
acetilacion es mediante la
construccion de un cuadro en
donde se muestre el valor de
este parametro que es el que
se obtiene mediante la
ecuacion citada en la parte
metodoldgica de este trabajo.

De tal forma, el cuadro 1 es
entonces el resumen de los
valores  mencionados y
mediante el cual se explica en
forma clara el
comportamiento del material
en funcién de su pureza en
cada etapa del tratamiento
propuesto.

Cuadro 1. Valores calculados de grado de
acetilacion a partir de los espectros FTIR.

Tratamiento DA, %
Cascara de camaron 42.31
Cascara de camaron

desproteinizada 47.45
Cascara de camaron

desproteinizada y desmineralizada 55.89
Quitina blanqueada con acetona 55.28
Quitina blanqueada con ozono

(0.375%) 69.13
Quitina blanqueada con ozono

(0.75%) 84.17
Quitina blanqueada con ozono

(1.125%) 87.87

Se ha demostrado que la metodologia propuesta a base de tratamientos
alcalino-acidos y ozono nos permite obtener quitina mas pura con grados de

acetilacion hasta de 88%.
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Un tratamiento convencional de despigmentacion con acetona, cumple muy
bien su funcion de decolorar el material, sin embargo, este tratamiento no
contribuye a depurar la quitina.

La etapa de ozono representa grandes ventajas como: que es una etapa a
temperatura ambiente, que no involucra agua en el sistema de reaccién, que no
requiere de la etapa de lavado después de tratamiento 4cido y previo a la
ozonificacion, los tiempos de reacciéon son relativamente muy cortos (s6lo unos
minutos) y que el producto de degradacion del ozono es oxigeno.

Pruebas de viscosidad que se planean realizar en el futuro demostraran si la
efectividad del ozono para depurar a la quitina compromete la integridad de la
cadena de este biopolimero.
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