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RESUMEN

La quitina es el polisacarido natural més abundante en la
tierra después de la celulosa y se puede obtener a partir del
caparazon de artrépodos. El aumento de la produccién de
camarén de cultivo ha dado lugar a una mayor cantidad
de residuos, lo que plantea problemas ambientales, al
generar enormes cantidades de caparazones, las cuales,
son abandonadas como residuos. El objetivo de esta
investigacion fue realizar una comparacién cuantitativa de
la quitina presente en los caparazones de los artrépodos,
utilizando técnicas de caracterizacién, como espectroscopia
infrarroja, valoracién potenciométrica y el método Kjeldahl,
que hicieron posible evaluar la calidad de la quitina obtenida.
Los espectros IR presentaron concordancia con las bandas
de quitina del estéandar y la quitina extraida del caparazén de
jaiba y camarén, con respecto a las senales que aparecen a
3258cm’' para grupos OH; a2877cm’' para grupos metilicos;
al654cm™ hasta 1069cm™ de las vibraciones de amidas |, II,
y lll y aminas aromaticas y de 1010cm™ a 894cm’”, de los
grupos OH y enlaces a 1,4 de este polisacérido.

Palabras clave: Quitina, grado de acetilacién, FTIR, jaiba,
camaron

SUMMARY

Chitin is on earth the most abundant natural polysaccharide
after cellulose and can be obtained from the shell of
arthropods. The increasing production of farmed shrimps

has led to a greater amount of waste, which poses
environmental problems generated by the huge amounts of
shells which are left as garbage. The aim of this research
was to assess a quantitative comparison of chitin present
in the shell of arthropods using characterization techniques
such as infrared spectroscopy, potentiometric titration and
the Kjeldahl method, which makes it possible to assess the
quality of chitosan obtained. The IR spectra showed bands
consistent with the standard chitin and the chitin extracted
from crab and shrimp shells with respect to the signals
appearing at 3258cm’' to OH groups, at 2877cm’’ for methyl
groups, at 1654cm™ to 1069cm’ vibration Amide I, II, and
Il and aromatic amines and 1010cm™ to 894cm’™ of the OH
groups and a 1,4 linkages of this polysaccharide

Key words: Chitin, degree of acetylation, FTIR, crab, shrimp.

INTRODUCCION

En los dltimos anos, los polimeros naturales han recibido
una mayor atencién como alternativa a los polimeros
sintéticos, con el fin de combinar la fabricacion de productos
manufacturados, con la proteccion del medio ambiente,
la reduccién de los costos de materiales y el reciclado de
residuos (Ruiz et al. 2013). El aumento de la produccién de
camaroén de cultivo ha dado lugar a una mayor cantidad de
residuos, lo que plantea nuevos problemas ambientales, al
generar enormes cantidades de exoesqueletos de cangrejo
y de camarén (Teli & Sheikh, 2012; Cahu et al. 2012).
La carne del camarén es separada de los caparazones,
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mientras que los desechos del procesamiento, se componen
principalmente del cefalotérax, caparazén y en conjunto,
representan entre el 50 y 70% de todo el camarén (Cahu et
al. 2012).

Cada ano, grandes cantidades de residuos de jaiba y
camaron son vertidos al medio ambiente; esta cantidad de
residuos sélidos ocasionan un impacto ambiental negativo.
Estos residuos soélidos marinos tienen un gran potencial
de aplicacion en diferentes industrias; un ejemplo de
esta, son la industria farmacéutica y de los alimentos, por
mencionar algunas. En el caso de los residuos sélidos de
jaiba y camarén, pueden servir como materia prima para
la obtencién de quitina de su caparazén, logrando darle un
tratamiento a estos residuales y conseguir disminuir riesgos
de contaminaciéon ambiental. Los residuos generados por
la industria de camarén, en el mundo, arrojan toneladas de
desechos al mar sin ningln tipo de control, generando con
esto un desequilibrio ecoldgico.

Hastaahora,loscaparazonesnosehanutilizado extensamente,
aunque durante los ultimos anos, una fraccion limitada
es procesada para ser utilizada como aditivo alimentario
en comidas para camarones o0 se ha usado como materia
prima, para la produccién de quitina (Redde et al. 2008).
Estos se componen principalmente, de quitina, carbonato
de calcio, proteinas, de lipidos y de pigmentos (Mohammed
et al. 2013). Estos tres componentes existen estrechamente
asociados y se calculan, en cerda de un 90% del peso seco
del caparazén (Radde et al. 2008). Investigaciones realizadas
recientemente, utilizando los caparazones del camarén como
materia prima, han logrado obtener quitina y quitosano,
para su posible aplicacion en revestimiento de alimentos, la
eliminacién de iones metdlicos, anti - tumor, hemostatico,
anticoagulante, bacteriostéatico, suturas, piel artificial, en la
reconstruccién de los huesos, administracién controlada
de farmacos y como material de encapsulacién (Cahu et al.
2012).

La quitina es el polisacarido natural més abundante en la
tierra después de la celulosa y se puede obtener a partir del
caparazén de crustaceos marinos, como cangrejos, langostas,
camarones y krill (Teli et al. 2012). Estructuralmente, es
un polisacérido lineal, que contiene unidades repetidas de
B-(1-4)-2-deoxi-2-acetamido-D glucopiranosas (Goodrich
& Winter, 2007); es blanco, duro e ineléstico, presenta baja
solubilidad, inmunogenicidad y reactividad quimica. De
ella se puede obtener quitosano, a través de un proceso
quimico de N-desacetilaciéon (Hernandez et al. 2009;
Cahu et al. 2012). En investigaciones anteriores, se logré
obtener quitosano, a partir de quitina, con un porcentaje de
desacetilacién, cercano al 75% (Masum et al. 2011).

El objetivo de esta investigacion fue realizar una comparacién
cuantitativa de la quitina presente en el caparazén de la Jaiba
(Callinectes sapidus) y del camarén (Penaeus vannameis)
y la utilizacion de técnicas de caracterizacién, como
espectroscopia infrarroja, valoracién potenciométrica y el
método Kjeldahl, que hicieron posible cuantificar la calidad
de la quitina obtenida. El porcentaje de ceniza, de humedad y
de materia insoluble, también fue determinado para verificar
su grado de purificacién

MATERIALES Y METODOS

Materia prima. La quitina utilizada en este trabajo fue extraida
de las caparazones de jaiba (C. sapidus) y de camarén (R
vannameis), recolectadas en la isla del Rosario de la Ciénaga
Grande de Santa Marta, Colombia. La cantidad de muestra
de cada especie fue de 400g de caparazén de jaiba y
caparazén de camarén. Se utilizé quitina comercial (39280-
86-9), proporcionada por MP Biomedicals LLC Francia.

Obtencién de quitina. Los caparazones se lavaron con
abundante agua, para eliminar restos organicos que pudieran
estar presentes y, posteriormente, se secaron al sol. Una vez
secos, se sometieron a un proceso de molienda, utilizando
un molino doméstico y tamizado hasta obtener un tamano
de particula menor de 1mm. Los caparazones de jaiba
y camarén, una vez molidos y tamizados por separados,
son sometidos a un proceso de despigmentacién quimica,
empleando el método propuesto por Meyer & Blight (1981),
con mezcla de éter de petrdleo, agua y acetona en la
proporciéon 15:10:75. Para ello, se coloco la harina en un
matraz, provisto de agitacion por dos horas, a temperatura
ambiente; posteriormente, se procedi6 a filtrar el producto
en un embudo Buchner y se secé en una estufa eléctrica tipo
Brabender a 50°C durante seis horas.

El producto obtenido en la fase anterior, se someti6é a
desmineralizacién, siguiendo el método sugerido por Teli
et al. (2012), Hernandez et al. (2009) y Al-Sagheer et al.
(2009); luego, se pesd una cantidad del polvo del crustéaceo y
se colocd en un matraz, con una solucién de HCl 1M, en una
relacion sélido-liquido de 1:10, a una temperatura de 30°C,
durante tres horas. El material, se filtr6 en un embudo de
Blichner sobre papel de filtro Whatman N° 1 y se lavé hasta la
neutralidad, con agua destilada; el sobrenadante, se guardé
para andlisis de los minerales Ca y Mg. La desproteinizacién
quimica de la muestra, se realiz6 con una solucién de
NaOH 1M, a una temperatura de 65°C y reflujo durante tres
horas, con agitacién constante, para asegurar una completa
desproteinizacion. La relaciéon utilizada de material: NaOH
fue de 1:15. El producto obtenido se purificé, por filtracién
en embudo Blichner, realizando lavados con agua destilada,
hasta obtener un pH neutro.
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Composiciéon quimica de la quitina. Se establecen las
caracteristicas fisicoquimicas de la quitina segun lo descrito
en la USP 30 del 2007, que determina, a través del espectro
infrarrojo y la valoracién potenciométrica, el grado de
acetilacion.

Espectroscopia infrarroja (FT-IR). Se utiliz6 para identificar
estructuralmente, la quitina y su grado de acetilacion,
siguiendo la técnica sugerida por Brugnerotto et al. (2001). Se
emplea un espectrofotémetro IR Perkin-Elmer, modelo 1600
con transformada de Fourier, en un intervalo de frecuencia
de 650 - 4400cm’. Las muestras se prepararon sobre
pastillas de KBr (1mg en 100mg de KBr) y se estabilizaron,
a una humedad relativa controlada. Se determinaron las
absorbancias a 1655cm’1, como medida del contenido del
grupo N- acetilo, y 3450cm’, correspondiente a una senal
del grupo hidroxilo.

Grado de Acetilacion. El método consiste en correlacionar
las intensidades de absorbancia de dos bandas determinadas:
una tomada como testigo o referencia y, la otra, obtenida
experimentalmente; se aplica el método descrito por
Domszy & Roberts (1985). Para la determinacion del grado
de acetilaciébn por espectroscopia de infrarrojo, donde
relacionan las absorbancias obtenidas a las bandas de
1655cm’’ para la amida 1 y 3450cm’’, para grupos hidroxilos,
descritos en la ecuacién 1:

Grado de acetilacién (DA) = (Aiessem” /Asasocm ') (1)
x (100/1.33)

Determinacion de grupos aminos libres. El porcentaje
de grupos aminos libres, se determindé por volumetria
potenciométrica, segun lo reportado por Jiang et al. (2003)
e Hidalgo et al. (2008). Se disolvi6 1.5g de cada quitina
extraida de las diferentes especies por separado, en 25mL
de HCl 0,1M y se valoré con NaOH 0,1N. Se adicionan
volimenes de base de 2,0mL, 1,0mL; 0,5mL y 0,2mL
con agitacion sucesiva y medicién de pH en cada punto,
utilizando un potenciémetro Hanna Instrument Modelo
93140 calibrado, con soluciones de pH 7,01; 4,01 y 10,1.
Cada titulacién, se realizé por triplicado y con los datos
obtenidos, se construyeron las curvas del volumen de NaOH
0,1N anadido contra pH.

Residuos de igniciéon. El ensayo fue establecido por
separado para la quitina extraida del caparazén de jaiba y
camardn, utilizando 2g de muestra, la cual, fue incinerada,
siguiendo el método A.O.A.C. 923.03 (2005). Inicialmente, se
procedi6 a pre calcinar la muestra hasta total carbonizacion
y desaparicién de humo blanco, para finalmente incinerar
a 550°C, hasta cenizas blancas o grisédceas. El crisol se
enfrio en una desecadora y se pesé en una balanza analitica
(OHAUS Adventurer AR3130), repitiéndose esta operacion

hasta peso constante. Los resultados se expresaron sobre la
base de tres replicas.

Contenido de nitrégeno. La determinacion se realizé por el
método de Kjeldhal en un equipo marca Buchi, dotado de
unidad de digestion, scrubber, sistema de destilacién y titula-
dor. Para la valoracién, se utilizé disoluciéon de acido sulfarico
0,01N hasta cambio de coloracién de verde a azul. El ensayo
se realiz6 por triplicado.

Pérdida por desecacién y sélidos totales. Se pesaron,
aproximadamente, 2g de la muestra, en la balanza analitica
(Ohaus Adventurer AR3130), y se mantuvo en estufa de se-
cado Memmert UFE 600 a 105°C, hasta peso constante. El
célculo, se realiz6 por triplicado para cada muestra de quiti-
na extraida del caparazén de jaiba y camarén.

Diseno de experimento. En la investigacion, se manejé un
diseno experimental totalmente aleatorio. Las determinacio-
nes, se efectuaron por triplicado y los resultados expresa-
dos, como la media de la desviacién estandar. Se utilizé el
programa estadistico Statgraphics Centurién XVLI. Para el
andlisis de los datos, se aplicé un t-student, fijandose el nivel
de significancia a p< 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Espectroscopia infrarroja. Como se observa en la figura
1, existe correspondencia entre las bandas asignables a los
grupos funcionales de los espectros IR del estdndar de quitina
con las muestras de jaiba y camarén. Al analizar los espectros
IR obtenidos en todos los casos, se puede apreciar una banda
ancha de mediana intensidad, asignada al OH, que aparece
en 3258cm’. En el intervalo entre 2960cm™ y 1880cm’,
presentado en los espectros, a 2877cm’’, se determinaron
unas bandas de mediana intensidad caracteristicas de
C-H simétricos y anti simétricos de grupos metilicos y
metilénicos. A 1654cm™, 1618cm”, 1560cm”, 1376cm’,
1308cm’’,1152cm™ y 1069cm’ aparecen bandas asignadas
a las vibraciones de las amidas [, I, y Ill, respectivamente y
aminas aromaticas, donde la primera corresponde al C=0
y las dos restantes, al NH; todas son bandas agudas de
mediana intensidad, a excepcién de la que estéd ubicada a
1069cm™ donde se encuentran las amidas Ill. A 1010cm™’,
estén las bandas largas de mayor intensidad, para grupos
OH, ya que las sefiales que aparecen a los 951cm™ y 894cm™
son bandas agudas de mediana intensidad, pertenecientes al
enlace a (1,4), que corresponde a este tipo de polisacérido,
concordando con la banda ancha, entre 3259cm'1, asignada
al grupo OH del estandar del espectro de quitina.

Con la espectroscopia infrarroja, se comprobé la existencia
de grupos funcionales reportados en el estandar de quitina,
coincidiendo con lo estipulado en cada espectro de las
muestras de camarén y jaiba.
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Figura 1. Espectros FTIR de la quitina de jaiba, camarén y estandar.

Grado de Acetilacion. Se determiné utilizando lo descrito
por Domszy & Roberts. (1985):

Esténdar de quitina

A3259cm! = 96,7% T, A1618cm! = 95,5% T, GA = 74,97%
Muestra de Jaiba (quitina).

A3261cm! =99,2% T; A1618cm! =98,6%T, GA = 75,078%
Muestra de camaroén (quitina).

A3258cm’ = 98,2% T: A 1620cm' = 97% T; GA = 74,97%

Se observa que los resultados del estandar de quitina con
las muestras extraidas de quitina del caparazén de Jaiba
y camarén presentan valores similares en el grado de
acetilacion, lo que comprueba la similitud de las bandas en
el infrarrojo.

Grupos aminos libres. En la figura 2, se observa similitud
de los gréficos pertenecientes a las muestras de quitina
extraida del caparazén de jaiba y camardn, por aplicacion

de la volumetria potenciométrica, que sirven para determinar
los valores de ApH y AmL, que ayudan a conformar el grafico
de la primera derivada, que tiene importancia en la obtencién
de los valores de los volumenes de NaOH, requeridos para
neutralizar los &cidos libres y establecer la cantidad de acido
que protona los grupos aminos de la quitina; la concentracion
de éstos se determiné utilizando la ecuacion (2):

%NH2 = 45,29(y — x) X F/W @)

Donde y es el punto de inflexién mayor, x punto de inflexién
menor, ambos expresados como volumen, F'es la molaridad
dela solucién de NaOH, W el peso en gramos de cada muestra
y 45,29 es un valor relacionado con el peso equivalente de
la quitina, cuyo peso molecular promedio es de 1,75 x 10°g/
mol. El andlisis de la volumetria potenciometrica, se realizd
por triplicado y los resultados se presentan en la tabla 1.
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Para ambas muestras, se observa que los voliumenes
utilizados para alcanzar el punto final en la titulacién dan
como resultado un porcentaje del grupo amino, de 24,15%
y 24,76%, equivalentes a un grado de acetilacién de 74,97
y 75,08, los cuales, se corresponden con el grado de
acetilaciéon del estdandar de quitina comercial. Los valores

obtenidos para la quitina de jaiba y de camarén son similares
a los reportados por Abdou et al. (2008).

Propiedades fisicoquimicas de la quitina. La evaluacién de
las condiciones del proceso de obtencién de la quitina y sus
efectos sobre las propiedades fisico-quimicas, se muestran
en la tabla 2.

Jaiba

Camarén

Figura 2. Valoracién potenciométrica de la quitina extraida de exoesqueleto.

Tabla 1. Resultados del andlisis de las proporciones de grupos aminos en la muestra de jaiba, camarén y estandar, se

presenta la media de tres experimentos.

MUESTRA Y(mL) X(mL) (Y - X)mL %NH2 AgERAﬁE;‘)C?(I)EN
QUITINA JAIBA 30,2 22 8,2 24,76 75,078 %

QUITINA

CAMARON 30 22 8 24,15 74,97%
QUITINA « " "

ESTANDAR 78,45 56,71 21,74 25,90 74,978%

* Dato suministrado por el proveedor.
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Al analizar la tabla 2, se observa que las muestras de quitina en
camaron y jaiba presentan un bajo porcentaje de humedad,
debido a que la estructura de la quitina presenta sus grupos
acoplados y no permite la inclusion de agua, dando un
compuesto acétilado y con una alta pureza, comparada con
la quitina comercial, cuyo porcentaje de humedad méaximo
es de un 10%.

En cuanto al residuo de ignicién, se observd que el
porcentaje de ceniza en la quitina de jaiba (0,61%) es mas
alto con respecto al porcentaje de ceniza de la quitina de
camardn (0,09%); lo que conduce, a un contenido mayor de
minerales en la estructura de la jaiba y menor en el camarén,
indicando que el proceso de desmineralizacién fue mas alto
en el camarén (11,6%) que en la jaiba (6,6%), lo cual se
refleja en la cantidad de minerales obtenidos, como calcio y
magnesio, establecidos en la tabla 2.

Se evidenciam, igualmente, el aumento de minerales, como
calcio y magnesio de la quitina de jaiba, con respecto a
la quitina de camarén, lo que corrobora el proceso de
desmineralizacién, descrito por Bough et al. (1978), para
camarén molido y tamizado y no para jaiba, deduciendo
que hay que aumentar el tiempo de retencion de la muestra
de jaiba en el proceso de desmineralizacién y hacer la
modificacién de la técnica, en la obtencién de quitina para
este crustéceo.

Igualmente, se observa un aumento en el porcentaje de grasa
de la quitina de camarén, respecto a la quitina extraida de la
jaiba, lo que indica que el procedimiento aplicado y descrito
por Bough et al. (1978) es aceptable para ambos casos.

La tabla 2 establece los porcentajes de nitrégeno y proteinas
encontrados en la quitina extraida de la caparazén de jaiba y
camardn, lo cual, indica que son muy similares a los encontrados
en el estandar de quitina, que corresponde con los porcentajes
encontrados por otros autores (Abdou et al. 2008; Khorrami et
al. 2012) y en los que el proceso de desproteinizacion se realizd
de forma eficiente, teniendo en cuenta las diferencias en las
estructuras de cada caparazon (Mathur et al. 1990).

Una vez evaluado el t-student descrito en la tabla 3 de la
quitina extraida del caparazén de jaiba y camarén, se
procedi6 a realizar una comparacién con lo descrito por los
autores, con el t-tabulado, para un nivel de confianza del
95%, determinando, en uno de sus valores, el aumento de
cenizas en la quitina extraida del caparazén de la jaiba, que
influye de manera significativa en los célculos propuestos
y, por consiguiente, en la prueba estadistica. A diferencia
de los demés parametros estudiados no mostraron un
comportamiento fuera de la tendencia planteada por los
diferentes autores consultados.

De acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de la quitina
obtenida es potencialmente Util a nivel industrial. Debido
a su alto contenido proteico esta puede ser utilizada para
alimentacién animal.

Los espectros IR presentan concordancia en las bandas de
quitina del estédndar y la quitina extraida del caparazén de
jaiba y camarén. El acople de los grupos en la estructura
de la quitina, le permite presentar bajos porcentajes de
humedad, evitando asi la inclusién de agua, originando un
compuesto acetilado y de alta pureza.

Tabla 2. Composicién de las muestras de quitina comercial, de jaiba y camarén.

Composicion (%) Quitina de jaiba Quitina de camarén Quitina estandar
Humedad 5,97 5,60 2al0*%
Nitr6geno 2,95 4,73 3.30 a 8,50*
Cenizas 0,610 0.093 0,270%*
Grasa 0,1626 0,7933 0a14*
Proteina 18,44 29,594 20 a 40*
Calcio(mg) 215,5 73,5 NR
Magnesio(mg) 7,089 4,251 NR
Solidos totales 94,03 94,40 90 a 98*
Residuos de Ignicién 0,6090 0,0930 0,2700%*

*Datos suministrados por el proveedor.
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Tabla 3. Comparacién de la t — student de la quitina extraida.

CARACTERISTICAS t- calculado t- tabulado
Jaiba
Cenizas 52,203
Grasa -325,63 4,30
Nitrégeno -97,490
Proteinas -58,10
Camarén
Cenizas 1,028
Grasa -276,32 4,30
Nitrégeno -13,605
Proteinas -96,789

De la valoracién potenciométrica en la muestra de quitina
extraida del caparazén de jaibay camarén, se puede establecer
que las gréficas obtenidas tienen un comportamiento similar,
representado en una curva sigmoidea, para ambos casos. Los
valores de grasa, de nitrégeno y de proteinas en las muestras
de quitina obtenida del caparazén de jaiba y camarén, se
encuentran dentro de los limites aceptados, con respecto a
las comparaciones realizadas por los autores propuestos. Se
puede afirmar que los desechos de los crustaceos son aptos
para ser procesados y obtener quitina que, por sus multiples
propiedades, puede llegar a ser comercializada.

Conflictos de intereses: El manuscrito fue preparado y
revisado con la participaciéon de todos los autores, quienes
declaramos que no existe conflicto de intereses que ponga
en riesgo la validez de los resultados presentados.
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