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RESUMEN

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa y puede ser ob-
tenida por diversas técnicas. Este trabajo propone la extraccion de quitina a partir de desechos agroindustriales
y la producciéon de quitosano como bioestimulante de semillas de melén (Cucumis melo L). La quitina fue ais-
lada del exoesqueleto de camardn (Litopenaeus schmitti) por el proceso biotecnoldgico de fermentacion acido
lactica (FAL) en biorreactores estacionarios, usando las bacterias endémicas del cefalotérax del camarén y los
Lactobacillus sp. de lactosuero. La optimizacion de los parametros de FAL se analizé por analisis de varianza
con la metodologia de superficie de respuesta, usando como variable de repuesta el porcentaje de desproteini-
zacion. La quitina fue purificada y desacetilada (NaOH45 %) para obtener quitosano, el cual se evalud por FTIR
y TGA. Se determind la solubilidad del quitosano (>98 %), grado de desacetilacion (90 %) y peso molecular
(157,68 kg.mol"). Semillas de meldn se trataron con una solucion de quitosano, en dos concentraciones, 0,75 y
1 % (p/v), Q1 y Q2 respectivamente, evaluando 4 tratamientos en semillas (control TO, desinfeccion T1, desin-
feccidn + escarificacion T2 y escarificacion T3) y se comparo el efecto del quitosano con un producto comercial.
Los resultados de porcentaje de germinacion para los tratamientos de Q1 y producto comercial fueron 100,00 y
47,21 %; el indice de germinabilidad fue de 1 dia 'y 2,7 dias, respectivamente. Los tratamientos TO y T3 mostraron
mejores resultados con el uso de suelo local como sustrato.
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Biotechnological extraction of chitin from shrimp waste for chitosan
production as biostimulant in Muskmelon seeds

ABSTRACT

Chitin is the second most abundant biopolymer in nature after cellulose and can be obtained by various te-
chniques. This work proposes the extraction of chitin from agroindustrial wastes and the production of chito-
san as a biostimulant of Muskmelon seeds (Cucumis melo L). Chitin was isolated from the shrimp exoskeleton
(Litopenaeus schmitti) by the biotechnological process of lactic acid fermentation (FAL) in stationary bioreactors,
using the endemic bacteria of the shrimp cephalothorax and Lactobacillus sp. of whey. The optimization of the FAL
parameters was analyzed by analysis of variance with the response surface methodology, using the percentage of
deproteinization as the response variable. Chitin was purified and deacetylated (NaOH45 %) to obtain chitosan,
which was evaluated by FTIR and TGA. The solubility of chitosan (> 98 %), degree of deacetylation (90 %) and
molecular weight (157.68 kg / mol) were determined. Muskmelon seeds were treated with a chitosan solution,
in two concentrations, 0.75 and 1 % (w/v), Q1 and Q2 respectively, evaluating 4 seed treatments (control TO,
disinfection T1, disinfection + scarification T2 and scarification T3) and the effect of chitosan was compared with
a commercial product. The germination percentage results for the Q1 and commercial product treatments were
100.00 and 47.21 %, and the germination rate was 1 day and 2.7 days, respectively. The TO and T3 treatments
showed better results using local soil as a substrate.
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INTRODUCCION

El camarén, un crustaceo cuyo cuerpo se divide
principalmente en cabeza, térax y cola (40 %,
20 % y 40 %, respectivamente). Es una especie
de alto valor comercial, de la que se estima una
produccion mundial de 5x10° Kg para el 2017
(Anderson y Valderrama 2013). De forma tradi-
cional, al procesarse para la venta, se elimina la
cabeza, la coraza corporal, las aletas anteriores
y posteriores, desechos que representan aproxi-
madamente un 80 % del peso vivo.

Los desechos generados por la industria cama-
ronera no son aprovechados, aunque contienen
un 30 % de minerales, casi un 40 % de proteinas
y 30 % de quitina (Xu et al. 2008). Esta compo-
sicion de los desechos representa una oportu-
nidad de mercado y un beneficio a las comuni-
dades de pescadores que procesan este rubro
(Calderon et al. 2015); ya que, pueden utilizarlos
para su transformacién a biopolimeros, como
son la quitina y el quitosano.

La quitina o (B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina)
es un polisacarido natural de gran importancia
(Figura 1). En el estado nativo, se presenta como
microfibrillas cristalinas ordenadas que forman
componentes estructurales en el exoesqueleto
de los artropodos o en las paredes celulares de
los hongos y las levaduras. Su obtencién con-
siste en un proceso de desproteinizacion y des-
mineralizacion, que tradicionalmente se realiza
por tratamientos quimicos que tienden a ser
abrasivos y corrosivos al ambiente; por esto, se
desarrollaron métodos alternativos por medio

OH 0=<‘::

HO .
H NH )
0=<CH3 HO
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de la biotecnologia (Synowiecki y Al-Khateeb
2000). La quitina tiene mas aplicaciones cuando
se transforma en quitosano (por desacetilacién
parcial en condiciones alcalinas). El quitosano
es un copolimero aleatorio con una fraccién
molar DA (grado de acetilacion) de 3-(1—4)-N-
acetil-p-glucosamina y una fraccion de B-(1—4)-
D-glucosamina (Figura 1).

En la obtencion de quitina se usa lactosuero.
Este es un subproducto residual del proceso de
la transformacién de leche en queso, contami-
nante con efecto significante cuando se desecha
en los afluentes de agua (Guerra et al. 2013).
Sin embargo, el lactosuero contiene lactosa
que puede ser fermentada por bacterias acido
lactica. El resultado de esta fermentacion es la
produccién de acido lactico, que puede recupe-
rarse para otros usos y asi disminuir el impacto
ambiental del lactosuero. La fermentacién acido
lactica (FAL) es un proceso prometedor para la
recuperacion de quitina, debido a la produccion
de acido lactico que solubiliza los minerales y ac-
tiva enzimas proteoliticas que pueden desprotei-
nizar el desecho in situ (Shirai et al. 2001). Cabe
destacar que la FAL por las bacterias endémicas
del Litopenaeus schmitti no esta reportada.

La quitina y el quitosano poseen caracteristicas
fisicoquimicas que lo hacen un biomaterial con
oportunidades emergentes de aplicaciéon en di-
versas areas, como la medicina, industria de
alimentos, biotecnologia, ambiente y agricultu-
ra. En particular, el quitosano se ha estudiado
como un producto natural para recubrimiento de
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Figura 1. Estructura quimica de la quitina y quitosano.
Fuente: Goodrich y Winter 2007
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semillas, en la conservacion de frutas y hortali-
zas, fungicida, crecimiento bioestimulante, elici-
tor e inductor de resistencia a patégenos (Shiekh
et al. 2013, Larez et al. 2012, Palma-Guerrero
et al. 2008, Burrows et al. 2007, Rakwal et al.
2002).

En la Peninsula de Paraguana, estado Falcén-
Venezuela, uno de los cultivos agricola de mayor
importancia es el melén (Cucumis melo L.), se
ha sefalado que el uso de la tierra bajo este cul-
tivo genera la mayor degradacién del suelo en la
zona, ya que donde se desarrolla la produccién
de este rubro se manifiestan problemas de sali-
nizacion y sodificacién del suelo (Mogollén et al.
2017). La optimizacién de la técnica de pretrata-
miento de semillas se vuelve muy importante a
escala comercial en territorios afectados por el
cambio climatico y procesos de salinizacién de
los suelos (Chan et al. 2015). El tratamiento de
semillas de melén puede aumentar la velocidad,
el porcentaje y la uniformidad de la germinacion
o la emergencia de las plantulas, principalmen-
te en condiciones ambientales desfavorables
(Nascimento 2003). En este sentido, el uso de
bioestimulantes que sean de facil acceso y de
bajo costo, se convierte en un reto de investi-
gacion para el desarrollo agricola de las zonas
aridas o en proceso de desertificacion.

El propdsito de este trabajo fue el estudio de
factores que afectan el proceso de extraccion
biotecnoldgica de quitina de los desechos del
camaron. Finalmente, se obtuvo quitosano por
desacetilacion quimica de la quitina y se evalud
sus propiedades bioestimulantes en semillas de
melén.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se utilizé lactosuero fresco, obtenido de la unidad
agroalimentaria del Departamento de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Politécnica
Territorial de Falcon Alonso Gamero (DACA-
UPTAG), Coro, estado Falcén (Venezuela). Este
se recolectd en recipientes de plastico (2 L) y
almacenado a 4 °C hasta su uso (generalmente
< 1 semana). Adicionalmente, se determiné el
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valor de pH a temperatura ambiente y el conte-
nido de calcio (Ca*?) (COVENIN 1979, 1986).

Los desechos de camardon (Litopenaeus
schmitti), identificados en estudios previos (Diaz
et al. 2015), se obtuvieron durante la tempora-
da de noviembre 2015 en una unidad artesanal
procesadora de camaron adscrita al Consejo de
Pescadores CONPPA-Indalecio Lugo, ubicada
también en la ciudad de Coro. Los desechos
se recolectaron manualmente; de acuerdo a un
muestreo no probabilistico intencional, se selec-
cionaron unicamente los exoesqueletos frescos
y de buena apariencia, que incluyeron todas las
partes de la especie. El material se conservé
en bolsas herméticas, a — 20 °C, hasta su uso.
Estos no se sometieron a lavados ni esteriliza-
ciones, para conservar las bacterias endémicas
del camardn. Las muestras de camardn fueron
caracterizadas previamente por su contenido
de proteinas (AOAC, 2005), cenizas y humedad
(COVENIN 1997, 1999).

Optimizacién de la extraccion de quitina

La extraccion se realizé por el método de FAL
(Marcia et al. 2011), por reaccién bioquimica de
los microorganismos endogenos del cefalotérax
del camardn y los Lactobacillus sp. del lactosue-
ro, sin inoculo in vitro. La misma se llevd a cabo
en biorreactores anaerébicos de 0,5 L con una
capacidad de trabajo del 90 %, dejando 10 %
para los gases generados. Las condiciones fue-
ron a presion atmosférica, 168 h de fermenta-
cion, con temperatura controlada de 3513 °C en
un bano termostatico y agitaciones periédicas.

Con el propésito de optimizar las variables del
proceso de extraccion se realizé un arreglo fac-
torial multinivel (Cuadro 1), que consté de 18
tratamientos. El disefio experimental correspon-
de al efecto del estado de agregacion de los
desechos de camarén (A), asi como encontrar
concentraciones 6ptimas entre la sacarosa (B)
y lactosuero (C) para la fermentacion. El estado
de agregacion (A), fue triturado (T) y no tritura-
do (NT), usando un triturador doméstico (Oster,
Venezuela) por 15 segundos.
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Cuadro 1. Matriz del disefio experimental para las
fermentaciones.

Niveles
Factores experimentales
-1 0 1
A: Agregacion T - NT
B: Sacarosa (%) 5 10 15
C: Lactosuero (%) 25 50 100

Se determind el porcentaje de desproteinizacion
(% DP) del desecho de camarén en cada tra-
tamiento (quitina cruda). Para esto se obtuvo el
porcentaje de proteina (AOAC, 2005) de la qui-
tina de acuerdo a la ecuacion (1); previamente
la quitina cruda se lavd con agua destilada. Con
base a ese valor se obtuvo el % DP (2).

%P = GxNx 0.014 xFx 100 * m (1)

% P~ % Py
T
rps 100

o 5

%DP =

Dénde:

G= Volumen de HCI para la muestra en mL
— Volumen de HCI en mL para el blanco sin
muestra.

N= Normalidad del HCI

F= 6.25 (Valor asignado para proteinas en
general)

()

m = Masa de la muestra en gramos.
Pi=Proteina inicial del desecho de camaron.

Pf=Proteina final, después del tratamiento.

Seguimiento de la fermentacion

Se monitored la fermentacion continuamente
por 168 h, tomando 5 mL de muestra cada 4 h
durante las primeras 24 h; posteriormente, cada
24 h hasta cumplir el tiempo total de monitoreo.
Las muestras se analizaron por su contenido
de acido lactico (AcLac). Este se determind por
titulacion con NaOH, segun la ecuacion (3), y
por los valores de pH tomados con un pH metro
electronico (HI 8424, Hanna Instruments, Italia).

)

miNaoH 0.1 N * (0,0090 + 0,0005) « 100

ml muestra

% AcLac =
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Finalmente, se obtuvo la velocidad promedio de
produccion de AcLac (Vprom). Esta se determi-
n6é mediante la expresion (4), donde se define
como la variacion de la concentracion de AcLac
en funcioén del tiempo (t).

__ AlAcLac]
mem - AL

(4)

Purificacion de quitina y obtencion del
quitosano

Con base a los parametros estudiados para la
extraccién de quitina, se uso la combinacién de
factores para obtener el mayor % DP, para pos-
teriormente purificar el material, con la intencién
de generar una quitina libre de impurezas. Para
esto, se adicioné NaOH 0,1M (60 min) a la quiti-
na cruda, luego se lavo con agua destilada y se
coloc6 en HCI 0,1M (60 min); en ambos proce-
sos se lavo con agua destilada hasta estabilizar
pH cercano al neutro (pH=7,5). Finalmente, los
pigmentos se removieron con NaCIlO al 3 % por
30 min. Todos estos tratamientos de purificacion
se realizaron en relacién 1:10 (p/v), con una agi-
tacion de 60 rpm y a temperatura ambiente.

El quitosano se obtuvo por método quimico
(Weska et al. 2007). La desacetilacion de la qui-
tina purificada se realizé con NaOH al 45 % en
relacion 1:10 (p/v), a una temperatura de 130 °C
por 45 min; posteriormente se lavd con agua
destilada hasta pH=8.

Caracterizacion

La quitina y quitosano obtenidos se caracteri-
zaron mediante el contenido de proteina por el
método de Kjeldahl (AOAC 2005); el contenido
de ceniza colocando la muestra a 525 + 25 °C
por 5 h y el porcentaje de humedad dejando
la muestra a 65+ 5 °C hasta obtener un peso
constante(COVENIN 1997, 1999);y el porcentaje
de solubilidad de los mismos, que se determiné
por gravimetria del material insoluble, disolvien-
do el quitosano al 1 % (p/v) en &cido acético 1 %,
para posterior filtrado con papel filtro Whatman
N°1 (Francisco et al. 2015).

Adicionalmente, se determind el grado de des-
acetilacion del quitosano (DA) por el método
potenciométrico (Parada et al. 2004) y el peso
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molecular viscosimétrico promedio de acuerdo a
la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (MHS)
(Katime y Cesteros 2004); la MHS esta dada por
la expresion (5), con uso de valores a y K re-
portados por Rinaudo et al. (1993), y valores ex-
perimentales de viscosidad intrinseca, tomados
con un viscosimetro Cannon—Fenske (serie 100,
Cannon Instrument Co, EEUU) en bafio termos-
tatico (25 + 0,1 °C) (ASTM-D446-12 2012)

[nl=K M ©)

El comportamiento de descomposicion térmi-
ca del quitosano se examind simultaneamente
por calorimetria diferencial de barrido y analisis
termogravimétrico con un analizador DSC-TGA
(SDT Q600, TA Instruments, Inc.), a una velo-
cidad de calentamiento de 10 °C min-entre los
30 y 900 °C en atmésfera de aire. Ademas, se
realizé su determinacion con un espectrofoto-
metro Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR; Frontier, Perkin Elmer, EEUU). Para esto,
se pes61 mg de muestras de quitina y quitosano
para su posterior prensado con 60 mg de KBr,
obteniendo una pastilla que se introduce en el
equipo para el analisis espectroscopico.

Pruebas de germinaciéon

Las soluciones bioestimulantes de quitosano se
prepararon al 0,75y 1 % (p/v) en 100 ml de acido
acético al 1 %, denominados Q1 y Q2, respec-
tivamente. La disolucion se coloco en agitacion
por 1,5 h a 60 °C, con un pH final de 4 + 0.2.

Las pruebas de germinacion se hicieron en se-
millas de melon donadas por los agricultores
de la comunidad de Tacuato (estado Falcon,
Venezuela). En este sentido, se determinaron
las condiciones de efectividad del bioestimu-
lante evaluando 5 factores (Cuadro 2): tipo de
bioestimulante (A) (experimental y comercial), la
concentracion (B) (0,75 y 1 % p/v), la desinfec-
cion de la semilla (C) (desinfectadas y no desin-
fectadas), igualmente con la escarificaciéon de la
semilla (D): escarificadas y no escarificadas, y
por ultimo el tipo de sustrato (E) que comprende
servilletas absorbentes en capsula Petri y culti-
vadas en suelo procedente de la comunidad de
Tacuato, estado Falcon-Venezuela en el periodo
junio-julio 2016. La aplicacién del bioestimulan-
te se realizd colocando una capa de la soluciéon
sobre la superficie de cada semilla con un pincel,
luego se dejé secar por 5 min para su posterior
uso o almacenamiento.

La combinacién de estos factores genera 32 ex-
perimentos, en los cuales se realizaron los cua-
tro tratamientos (TO, T1, T2 y T3) segun Cuadro
3 para concentraciones, 0,75y 1 % (p/v), Q1y Q2,
respectivamente, solucion comercial y el control
sin bioestimulantes. Se utilizaron 6 semillas por
triplicado para cada experimento, utilizando 576
semillas de melodn. En el disefio experimental se
obtienen dos variables para evaluar la respuesta
del bioestimulante; se determiné el porcentaje
de germinacion y la velocidad de germinacién
de las semillas, segun Rodriguez et al. (2017).

Cuadro 2. Factores empleados con sus respectivos niveles para el diseno factorial

multinivel replicado.

Niveles del factor

Factor ] i’ . Unidad
Tipo de Bioestimulante (A) 1 - 2
Concentracion (B) 0 0,75 1 % plv
Desinfeccién (C) No - Si -
Escarificacion (D) No - Si -
Tipo de sustrato (E) 1 - 2 -
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Cuadro 3. Tratamientos a utilizar de semillas de
melon.

Tratamiento Descripcion

Tratamiento 0 (T0) | SMila® seleccionadas

Tratamiento 1 (T1) | semillas desinfectadas

semillas desinfectadas

Tratamiento 2 (T2) + escarificadas

semillas escarificadas

Tratamiento 3 (T3)

Anadlisis de datos

Los resultados de la optimizacion se analiza-
ron mediante la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR), lo cual es una coleccion de
técnicas estadisticas y matematicas que ha sido
utilizada con éxito para el desarrollo, mejora y
optimizacion de procesos (Myers et al. 2009).
Esto consistié en un analisis tipo analisis de va-
rianza para evaluar el efecto combinado de los
factores seguido de una prueba de comparacién
de medias de Tukey (P<0,05). El analisis es-
tadistico se realizdé con el software estadistico
Statgraphics Centurion (version XV 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Materia prima

Se realizd una caracterizacién previa del lacto-
suero y de las muestras de camarén para com-
parar los cambios producidos en cada etapa
(Cuadro 4). Se encontré similitud con los datos
reportados en otros estudios (Rao y Stevens
2005; Panesar et al. 2007), las diferencias ob-
tenidas se deben a que estas caracteristicas di-
fieren segun la especie de crustaceo o el origen
del mismo. El valor del pH encontrado en el lac-
tosuero indica que es un suero acido. Estudios
realizados sefalan que la mayoria de las bac-
terias acido lacticas tienen alta tolerancia a pH
por debajo de 5, lo que da la ventaja competitiva
sobre otras bacterias que pudieran causar pudri-
cion del fermento (Hofvendahl y Hahn—Hagerdal
2000).
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Cuadro 4. Caracterizacion de la materia prima
camaroén y lactosuero.

Analisis Experimental Reportado

Camaron

Proteina (%) 29,4 28,611,6*

Ceniza (%) 18,47 19,1+ 1,2*
Humedad (%) 65,50 83,8+2,1*
Lactosuero

pH 5,21 5,35*
Calcio (g/L) 6,5 1,2-1,6**

*Rao y Stevens 2005; **Panesar et al. 2007

Optimizacién de la extraccion de quitina

En general, la eficiencia de la extraccion de qui-
tina, por procesos biotecnolégicos de fermen-
tacion, esta influenciada por la temperatura, el
tiempo, la fuente de carbono y el inoculo utili-
zado (Arbia et al. 2013). Como resultado de la
fermentacion se obtiene una fraccién sdlida que
contiene la quitina cruda y una fraccién liquida
(subproducto de fermentacién) rica en proteina
natural de camaroén, minerales y pigmentos (Rao
y Stevens 2005).

El % DP es uno de los parametros mas in-
fluenciado por las bacterias y enzimas en el
proceso de FAL, por lo cual se consider6 este
parametro como variable respuesta. Diversos
trabajos de extraccién biotecnologia de quitina
han usado inéculos como Pseudomonas aeru-
ginosa, Pediococcus acidolactici, Lactobacillus
plantarum, L. helveticus, L. casei, entre otras
(Sedaghat et al. 2016, Bajaj et al. 2015, Le y
Nguyen 2014, Arbia et al. 2013). Pero muy poco
se conoce el efecto de la FAL con bacterias en-
démicas de residuos del camaroén, la cual ocurre
presumiblemente debido a la presencia de mi-
croflora intestinal en estos residuos (Rao et al.
2000).

Dicho parametro se determiné para las 18 com-
binaciones de los factores en sus diferentes
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Cuadro 5. Diseio experimental de las fermentaciones.

Tratamiento A B C % DP media
1 NT 25 15 64,28
2 NT 25 5 74,70
3 NT 25 10 69,04
4 NT 50 15 55,35
5 NT 50 5 52,38
6 NT 50 10 57,14
7 NT 100 15 95,83
8 NT 100 5 68,45
9 NT 100 10 87,50
10 T 25 10 41,69
11 T 25 5 37,52
12 T 25 15 27,41
13 T 50 5 43,48
14 T 50 15 50,62
15 T 50 10 32,76
16 T 100 5 42,29
17 T 100 15 28,00
18 T 100 10 55,38

T: Triturado; NT: No Triturado. A: tipo de bioestimulante

B: Desinfeccion C: Concentracion

niveles, como se presenta en la Cuadro 5. Se
obtuvo la mejor desproteinizacion a maxima con-
centracion de los factores, recuperando quitina
con un 95,83 % DP para el tratamiento 7. Este
tratamiento le aporta a las bacterias de fermen-
tacién una mayor cantidad de fuente de carbén
(15 mg.ml"), por tanto el crecimiento bacteriano
es mayor y la fermentacion es mas efectiva.

Una vez obtenidos los datos de las combina-
ciones experimentales se procede al analisis
estadistico del disefio correspondiente. EI mo-
delo de regresion arrojo un coeficiente (R?) de
0,7855 (78,55 %) lo cual indica una buena res-
puesta al modelo no lineal con un error residual
bajo de 12,31 %. La expresion de la ecuacion del
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modelo ajustado (6) permite conocer los valores
optimos de las variables significativas.

% DP = 61,6055-3,35813xA-0,787698xB+
2,01389xC—-0,0890023xAxB—

0,62004xAxC+0,00584656xB2+ 0,0196429xBxC
- 155754xC? (6)

Donde; A= Estado de agregacion; B=Lactosuero
y C=Sacarosa.

La representacion grafica de la interaccion
mutua entre la concentracion de lactosuero,
sacarosa y estado de agregacion para la des-
proteinizacion se muestra en la Figura 2. Este
diagrama de MSR muestra los efectos globa-
les de las interacciones generadas a partir de
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Lactosuero
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Figura 2. Superficie de respuesta ajustada al disefio
de experimento 6ptimo A) No Triturado.

B) Triturado.

la representacion tridimensional de la ecuacion
polinébmica del modelo ajustado (6) obtenido a
partir de los datos experimentales.

La Figura de superficie de la Figura 2A se refiere
a los desechos del camardn no triturado, donde
se puede observar que una alta concentracion
de lactosuero y de sacarosa condujeron a altos
rendimientos del % DP. De forma contraria, en la
Figura 2B al estar los desechos triturados, el alto
nivel de los factores condujo a valores bajos en
% DP, obteniendo mejor rendimiento con valores
intermedios de lactosuero-sacarosa.

Resultados similares obtuvo, donde mayores %
DP se lograron con el material no triturado, po-
siblemente al no estar triturado se conserva las
condiciones anaerobicas de las bacterias lacti-
cas requeridas en el proceso de fermentacion.

Las ventajas de este proceso ante el méto-
do quimico es la posibilidad de disminuir las
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concentraciones de los reactivos quimicos y
que el liquido hidrolizado, subproducto de la
fermentacion, contiene una gran cantidad de
nutrimentos, tales como astaxantina (Armenta-
Lopez et al. 2002), retinol, a-tocoferol y coles-
terol (Lépez-Cervantes et al. 2006), aprovecha-
bles para la formulacion de alimentacion animal
(Plascencia-Jatomea et al. 2002) y otros usos
que le dan valor agregado a la cadena de pro-
duccién (Bueno-Solano et al. 2009).

Seguimiento de la fermentacion

El V prom para el suero concentrado presenta
un aumento espontaneo en la reaccion el dia 2
(Figura3), donde la maxima velocidad se obtu-
vo con valores de sacarosa maximo (15%). Esto
estaria relacionado al maximo % DP que se
menciond anteriormente, ya que hay una mayor
actividad de Lactobacillus sp. productores de
proteasas que causan la hidrolisis de protei-
nas y su reduccién a AcLac (Jung et al. 2006),



Tovar et al.

Extraccion biotecnoldgica de quitina del desecho de camaroén para la produccion de quitosano...

15 -

10 -

Vprom

-5 (mg/mL)
10 (mg/mL)
15 (mg/mL)

0

3

6

Tiempo (dias)

Figura 3. Velocidad de produccion Acido-Lactica en
sustrato No Triturado (NT) y lactosuero 100% p/v.

disolviendo a su vez los minerales de calcio del
camaron por efecto del AcLac que forma lactato
de calcio (Rao et al. 2000).

Para el tratamiento 7 se obtuvo una concentra-
cion de Ac Lac de 10 %, y con un descenso del
pH de 4,73 al iniciar la fermentacion, hasta 3,25
a las 168 h (Figura 4). La disminucion del pH en
el medio confiere a las bacterias acido lacticas
una gran ventaja competitiva, donde se inhibe
la posible presencia de algunas bacterias gram
negativa y otros microorganismos de putrefac-
cion (Hofvendahl y Hahn—Hagerdal 2000). Esto
se debe a la produccion de sustancias antimi-
crobianas de los Lactobacillus sp. y del mismo
acido lactico (Savadogo et al. 2006).

Quitina y quitosano

La caracterizacion fisico-quimica de la quitina y
quitosano se muestran en el Cuadro 6. Se ob-
serva un contenido de ceniza mayor a lo repor-
tado en otros estudios. Aunque el exoesqueleto
se desmineralice en el proceso de fermentacion
se evidencia que no todos los minerales son ex-
traidos por el método FAL. Los valores de solu-
bilidad obtenido para quitosano fueron de 98 %.
Ademas, la cantidad de proteina en el quitosano
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fue casi nula, puesto que el uso del NaOH con-
centrado (40-50%) para la desacetilacion elimina
los posibles residuos del contenido proteico de la
quitina. Respecto al grado de desacetilacion se
obtuvo un 90,16 %, similar a otros estudios con
quitina obtenida por el método de FAL (Rao y
Stevens 2005).

En este sentido, el peso molecular del quitosa-
no obtenido fue de 157,68 Kg.mol"', muy similar
a lo reportado en la literatura (Rao y Stevens
2005), el quitosano obtenido de especies como
cangrejo reportan pesos moleculares mayores,
entre los 500 a 800 Kg.mol' (Colina et al. 2014,
No et al. 2003). Es importante sefialar que las
propiedades de biopolimero difieren dependien-
do de las especies de crustaceos y métodos de
preparacion. Ademas, se debe considerar que
los métodos biotecnolégicos de obtencidon de
quitina pueden disminuir la depolimerizacion del
material, al disminuir el uso de reactivos quimi-
cos seria posible la conservacion del peso mole-
cular y producir biopolimeros con caracteristicas
diferentes que a los obtenidos por via quimica
(Pacheco et al. 2011).

La estabilidad térmica de quitosano se determi-
né mediante analisis TGA-DSC en atmésfera de
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Cuadro 6. Caracterizacion fisicoquimica de la quitina y el quitosano

que se obtuvo.

Quitina Quitosano
Analisis
Exp. Rep. Exp. Rep.
Proteina 1,2% <1,05% <1% <0,95
Ceniza 7,5% 0,08 <1% 0,07
Solubilidad - - >08 >08
Desacetilacion - - 90,16 86,10

Exp: Experimental. Rep: Reportado (Rao y Stevens 2005).

Peso (%)

10+
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“-\-\.\_\_\_\_\_H\
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0 24 48 72 9% 120
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Figura 4. Comportamiento del acido lactico (a) y pH (b)

para el tratamiento 7 (A:NT; B: 100; C:15).
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Figura 5. Curvas de analisis térmico del quitosano experimental.
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aire, como se muestra en la Figura 5. EI cambio
del TGA es a los 54 °C, representando una pér-
dida de peso de 14 % que es correspondiente a
la evaporacion de agua absorbida fisicamente o
conectado por enlace débil de hidrogeno para
las cadenas de quitosano. La segunda transi-
cion del TGA se torna a los 286 °C, este corres-
ponde a la degradacion térmica de quitosano,
que se acompafa de una despolimerizacion de
las cadenas de quitosano, la descomposiciéon de
anillos de piranosa a través de la deshidratacion,
la desaminacion y finalmente la reaccion de
apertura de anillo (Zawadzki y Kaczmarek 2010).
Finalmente, a los 570 °C sugiere una descom-
posicion oxidativa de los residuos, como conse-
cuencia del efecto de la atmosfera de oxigeno
en la que se realiz6 el analisis (Peniche-Covas
et al. 1993). Un residuo final de 1,44 % indica
la presencia de fase inorganica en el quitosano
experimental.

La quitina y el quitosano se caracterizaron me-
diante FTIR (Figura 6), para la quitina se obser-
van las senales tipicas de vibracion —OH a 3.448
cm~'y —NH a 3.267cm-', se observan las ban-
das de la amida | a 1.660 y 1.625 cm~"y amida Il

Transmitancia (%)

a 1.559, propias de la quitina (Goodrich y Winter
2007). Para el quitosano se denota la ausencia
de la banda amidas secundarias, evidenciando-
se la aparicién de la banda del grupo amida pri-
maria del quitosano a 1.592cm-~"' debido al pro-
ceso de desacetilacion (Bricefio et al. 2017).

Pruebas de germinacién

El porcentaje de germinacion aumentoé en rela-
cion al control cuando se aplico el bioestimulante
de quitosano (Cuadro 7). Esto es un efecto que
puede estar determinado por la estimulacion de
algunas enzimas en la semilla que facilitan su
metabolismo secundario inicial (Rodriguez et al.
2004). La aplicacién en semillas de arroz estimu-
la el crecimiento de la planta bajo estrés salino,
aumentando la actividad de catalasas, peroxida-
sas Y la biomasa del cultivo (Martinez-Gonzalez
et al. 2015). Sin embargo, el uso de quitosano
puede disminuir la emergencia de la semilla
cuando este es gelificado en NaOH (Pefia-Datoli
et al. 2016).

El efecto de la germinacién se ve influencia-
do por el tipo de bioestimulante utilizado y la
desinfeccion de semillas. Se observan bajos %

T T
4000 3000

T T y
2000 1000 0

Longitud de onda (cm™)
Figura 6. Espectro infrarrojo de la quitina (a) y quitosano (b).
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Cuadro 7. Efecto del quitosano sobre la germinacion de

condiciones.

In vitro

semillas de melén en diferentes

suelo

Tratamiento

% Germinacién  1G % Germinacién IG
TO 33,33 1 88,88 3
Control T 22,22 2 77,77 3
T2 22,22 1,6 88,88 2,6
T3 33,33 2 50 3,3
TO 55,55 3,3 66,66 3,6
Comercial T 11,1 2 66,66 3,6
T2 27,77 3,3 44 4 3,6
T3 44,44 2,6 61,11 3
TO 100 1,3 100 1
o1 T 66,6 2 88,88 2
T2 50 2 88,88 2
T3 100 1,6 100 1,3
T0 77,77 2,3 100 2
a2 T 66,66 2,6 94,44 2,6
T2 38,88 2,3 100 2,6
T3 88,88 2 100 2,3

IG: Indice de Germinacion: TO: Semillas seleccionadas (testigo); T1: semillas desinfectadas;
T2: semillas desinfectadas + escarificadas; T3: semillas escarificadas; Q1: soluciéon de quitosano

al 0,75 %; Q2: solucién de quitosano al 1 %.

germinacion al realizar desinfeccién de las se-
millas con NaClO,. Ademas, estudios anteriores
han demostrado la eficiencia antifungica y anti-
bacterial del quitosano, en tanto la desinfeccion
quimica de la semilla puede ser sustituida por la
aplicacién del quitosano (Li et al. 2009).

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre Q1 y Q2 (P>0,05); sin em-
bargo, si hay diferencias cuando se germina
directamente en el suelo y cuando se hace el
germinado in vitro (P<0.05). En general, se ob-
servo un alto % de germinacién en el suelo y
con la aplicacion del bioestimulante de quitosa-
no formulado. El quitosano en el suelo puede
estimular la actividad de las quitinasas (Algam
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et al. 2010) y estas a su vez la de otras enzimas
que mejoran la interaccién de las raices de la
planta con la micorriza (Pozo et al. 1998). Incluso,
el quitosano desplaza la abundancia de agentes
de control bioldgico residentes e inoculados en
la rizosfera para suprimir agentes patégenos del
cultivo (Mwaheb et al. 2017). En este sentido, se
observa que al utilizar el bioestimulante comer-
cial la germinacion disminuye significativamente
respecto a Q1 y Q2 (P<0.05).

Algunas formulaciones que incluyen quitosano
con diferentes pesos moleculares y grosor de
recubrimiento (humero de capas de revestimien-
to) aumentaron en todos los casos el crecimien-
to de plantas de alcachofa y disminuyeron la
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actividad fungica (Ziani et al. 2010). Otros auto-
res (Larez et al. 2012), también reportan efectos
de bioestimulacion con la aplicacion de capas
de quitosano en semillas de Cucurbita pepo. En
este trabajo se demostro la eficiencia de la apli-
cacion de quitosano como bioestimulante para
semillas de melodn, sustituyendo el uso de pretra-
tamientos quimicos y mecanicos en la semilla,
tales como la desinfeccion y la escarificacion, lo
que aporta un beneficio en la rentabilidad agri-
cola del cultivo.

CONCLUSIONES

La extraccidon de quitina por fermentacion acido
lactica se optimizd sin triturar los desechos del
camardn y con una concentracion alta de sa-
carosa (15 %) y lactosuero (100 %), obteniendo
hasta un 95 % DP en la recuperacion de quitina.
Asimismo, se reporta la eficiencia de las bacte-
rias endémicas, del cefalotérax del L. schmitti y
los Lactobacillus sp. del lactosuero, en la des-
proteinizacion y extraccion de quitina de los de-
sechos de camarodn.

El quitosano obtenido por desacetilacion quimi-
ca tiene caracteristicas acordes a lo reportados
en otros trabajos. El empleo del quitosano expe-
rimental en el tratamiento de semillas de melén
fue mejor que el tratamiento control ya que me-
jord la velocidad de germinacion.
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