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RESUMEN

En el presente trabajo, se realiz6 un biopolimero mediante la metodologia enzimatica con papaina y
quimotripsina, por lo que realizaron varios métodos nuevos para la obtencion de quitina, por lo que se
realiz6 pruebas fisico quimicas y analisis estadisticos para comprobar cual de las ambas muestras con

las diferentes eximas es mas pura.

ABSTRACT

In the present work, a biopolymer was made by means of the enzymatic methodology with papain and
chymotrypsin, for which they carried out several new methods to obtain chitin, for which physical-
chemical tests and statistical analyzes were carried out to verify which of the two samples with the

different exemptions is purer.

PALABRAS CLAVE TEMATICAS
Quitina

Exoesqueleto de camardn

Papaina

Quimotripsina
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Capitulo 1
1.1. Introduccién

En la actualidad, la nueva economia moderna centra su esfuerzo cientifico-tecnolégico en
la obtencion de productos que deriven de los restos de organismos vivos o0 materia prima organica;
con la finalidad de sustituir a los petroproductos ademés de, favorecer la rentabilidad de una
empresa y también contribuir en la reduccion del impacto ambiental. Sin embargo, para esta
economia circular no es tan facil aprovechar el desecho o desperdicio, pero con los nuevos avances
tecnoldgicos el explotar debidamente una cosa permite la elaboracion de productos con un alto
valor econdmico-ambiental (Cadeza-Espinosa et al., 2017).

En asi que, se sabe que la produccion de camarén genera 400 kg de desperdicios por
tonelada, que tranquilamente pueden ser ocupados para la generacion de quitina, polimero de
materia biodegradable. En este sentido, el Ecuador es el pais principal exportador de camarén
blanco, mismo que genera una gran acumulacion de residuos equivalentes a 4 millones de
toneladas aproximadamente (Lemus et al., 2007). Asi, la quitina fue estudiada y aislada, por
diferentes autores, desde siglos anteriores en sus trabajos con hongos, insectos y plantas. Pero,
Gagné (1993) fue quien obtuvo por primera vez la quitina a partir de los desperdicios de camarones
con quimotripsina tipo Il y papaina, que correspondian a enzimas proteoliticas comerciales de la
época.

Por su parte, el quitosano es un polisacarido nitrogenado compuesto por enlaces p (1-4) 2-
acetoamida-2-desoxi-a-D-glucosa que se consigue mediante la desacetilacion extensiva de la
quitina. Ademas, la quitina es el segundo biopolimero méas exuberante en la naturaleza y derivado
de la glucosa, mismo que, se encuentra en la pared celular de hongos, el exoesqueleto de insectos

y en los caparazones de crustaceos industrialmente procesados (langosta, cangrejo y camaron);
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considerando tanto sus propiedades antimicrobianas, asi como su estructura biodegradable (Lemus
et al., 2007; Sastoque-Cala et al., 2007; Cisneros et al., 2019).

Por otro lado, el procedimiento normal para la obtencién de quitina a partir del
exoesqueleto de camardn implica: el uso de &cidos y alcalis fuertes durante los pasos de
desmineralizacion, desproteinizacion y despigmentacion; sin embargo, esto afecta directamente la
integridad personal y el ambiente. Es asi que, hoy en dia existen nuevos metodos alternativos como
la extraccion enzimatica misma que ofrece mayores beneficios biomédicos e incluso mantiene la
estructura de la quitina completamente intacta (Cisneros et al., 2019).

Tras conocer el trabajo con las nuevas tecnologias permite una ampliacién visionaria al
mercado Yya que puede reemplazar poco a poco los plasticos comunes por ldminas de biopolimeros
a base de residuos de camaron. Estos desechos, poseen una toxicidad baja y no afecta nocivamente
al ecosistema. Ademas, la quitina al ser un polimero que se encuentra en la naturaleza es muy
apreciado por las propiedades quimicas que encajan perfectamente con la fabricacion de estas
laminas biodegradables; resultando beneficioso para nuestro pais y generando una gran gama de
oportunidades de inversiones por el alto margen de demanda y sobre todo por ser un producto que
al consumar su ciclo de vida no genera impactos negativos con el medio ambiente (Lemus et al.,
2007).

Finalmente, al ser un tema de estudio de gran acogida cientifica y econémica que aprovecha
la alta demanda de desechos de camar6n en Ecuador, el objetivo de esta investigacion es evaluar
la eficiencia de extraccion de quitina de la cascara de camaron (Litopenaeus vannamei), obtenida

enzimaticamente con papaina y quimotripsina estableciendo su efectividad.
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1.2. El problema de investigacion
1.2.1. Planteamiento del problema

Hoy en dia, el crecimiento desmedido de las grandes industrias en materia de especies
acuaticas conjuntamente con el avance tecnoldgico, se han encargado de procesar el camarén y
variedades del mar a gran escala a nivel mundial. Sin embargo, estas empresas causan dafio en el
medio ambiente, sobre todo en la industria camaronera, ya que tras la extraccion de la parte
comestible de los crusticeos; se almacena y desecha los residuos del camarén (Chavez y Lopez,
2009). Ademas, estos residuos son apartados en basureros comunales y, en otros situaciones, en
los mares y rios de las diferentes ciudades originando un verdadero problema ambiental (Hong et
al., 2006).

Por lo tanto, debido a la inadecuada manipulacion de los residuos de camardn, varios
investigadores centran sus estudios en encontrar nuevas tecnologias y procedimientos para la
reutilizacion del exoesqueleto del camardn. Es decir, Gagné (1993) logra la obtencidn de la quitina
por medio de procesos quimicos, bioldgicos y enzimaticos. Para ello, fue necesario el
procedimiento de la desproteinizacion con quimotripsina consiguiendo un rendimiento de
proteinas de 46,4% y con papainaa un rendimiento de 48,8%; tomando en cuenta que la
metodologia enzimatica es mas factible y menos toxica con el ambiente (Cisneros et al., 2019).

Ante esta problematica se propone nuevas alternativas metodoldgicas para la elaboracion
de polimeros naturales, siendo factible el desarrollo de un pléstico biodegradable con el uso
apropiado de materia organica, como es la quitina de la cascara de camaron (Litopenaeus
vannamei); evaluando la eficiencia mediante una metodologia enzimatica con papaina y

quimotripsina.
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1.2.2. Formulacion del problema

¢ Cudl de las dos enzimas proteoliticas tiene mayor rendimiento de quitina pura a partir de
la cascara de camardn (Litopenaeus vannamei)?
1.2.3 Justificacion

En la antigliedad los polimeros fueron utilizados de varias maneras, pero principalmente
eran extraidos del petréleo (Asqui y Jarrin, 2015). Sin embargo, en los Gltimos afios se viene
investigando nuevas tecnologias con materiales renovables relacionados con biopolimeros que se
obtienen: del maiz, la yuca, del trigo y en exoesqueletos de crustaceos; los cuales se reintegran al
ciclo del carbono en la biota (Crini, 2005).

Ademas, cabe mencionar que estos recursos biodegradables son llamados biopolimeros
porque se encuentran y son extraidos de la naturaleza en diferentes formas: en la celulosa, el
almidon y precisamente en la quitina; considerando que pueden llegar a ser una alternativa a los
problemas ambiéntales que se acarrean hoy en dia en nuestro medio (Gomez, 2013, cémo se cito
en Guzman et al., 2017). En este sentido, sin tomar en cuenta el tipo de método elegido, los
tratamientos a realizar consisten en extraer los componentes presentes en la cascara de camaron
que no corresponden a la quitina, a través de la desmineralizacién y la desproteinizacién, seguida
en algunos casos, de la decoloracién (Pastor de Abram, 2004).

En la actualidad, se consigue la elaboracion de biopolimeros a partir de desechos
agroindustriales del camar6n, mediante enzimas comerciales que constituye un papel fundamental
y decisivo en la sustitucion de plasticos sintéticos; permitiendo asi, disminuir considerablemente
el problema que traen consigo los desechos plasticos y méas bien aprovechar la reutilizacion de

estos residuos (Lopez, 2014).
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1.2.4 Limitaciones

La presente investigacion se realizara en los laboratorios de Ciencias de la Vida en el area
de Quimica de la Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, durante un periodo de seis meses.
Sin embargo, la principal limitacion que existe debido a la pandemia es: la dificultad e
inaccesibilidad a los laboratorios de forma constante por lo que, la parte practica y experimental
del estudio se ve afectada.
1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la eficiencia de extraccion de quitina de la cascara de camardn (Litopenaeus
vannamei), obtenida enzimaticamente con papaina y quimotripsina estableciendo su efectividad.

1.3.2 Obijetivos especificos

Utilizar las enzimas papaina y quimotripsina en la extraccion de la quitina pura a partir del
exoesqueleto del camaron, obteniendo muestras iddneas para procesos de comparacion.

Comparar las caracteristicas quimicas de las quitinas obtenidas enzimaticamente a traves
del equipo FTIR, estableciendo los parametros de calidad idoneos.

Presentar resultados a través de andlisis estadistico de los parametros seleccionados que
permitan su utilizacion en la obtencion de un biopolimero.

Elaborar una propuesta de articulo cientifico respetando los formatos internacionales para
la posible divulgacion de los resultados obtenidos.
1.4. Hipdtesis

Si existe la diferencia significativa en la eficiencia de extraccidn de quitina con dos enzimas
como papaina y la quimiotripsina, entonces se puede utilizar la quitina con mayor pureza para la

obtencion de un biopolimero.
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Capitulo 2
2.1. Antecedentes de la investigacion

Los polimeros naturales, denominados biopolimeros, proceden de cuatro grandes fuentes:
origen animal -colageno, gelatina-, maritimo -quitina, quitosano-, agrario -lipidos, proteinas e
hidratos de carbono- y origen microbiano-sintético -&cido polilactico y polihidroxialcanoatos-
(Guerrero-Beltran y Rubio-Anaya, 2012). El biopolimero, quitina -I-quitina-, se ubican en el
exoesqueleto de artrépodos como: langostas, cangrejos, camaron e insectos; en la pared celular de
las diatomeas, algas, y hongos. Este material tiene toxicidad nula y es facil de descomponer, por
lo que su aplicacion juega a favor del ambiente (Cisneros et al., 2019).

Segun Gagné (1993) en sus investigaciones de obtencion de quitina manifiesta que se
pueden realizar pruebas de desproteinizacidn en un reactor de agitacion por termostato (300 mL)
utilizando una enzima. EI homogeneizado de desechos de camarén (15 g) se mezcla con 45 mL de
agua destilada. EI pH y la temperatura se ajustan a las condiciones éptimas para cada enzima
papaina-sustrato E/S= 0.5:100 y quimotripsina E/S= 0.7:100. De inmediato, coloca las proteinas
de los desechos de camar6n durante 3 horas con preparaciones enzimaticas que contienen 20 U/mg.
Las reacciones se detienen calentando la solucién en 90 °C durante 20 min para inactivar las
enzimas. Las mezclas son prensadas manualmente a traves de cuatro capas de gasa para separar
las fases sélidas y liquidas. En este momento, los productos desproteinizados en la fase sélida se
lavan a fondo hasta obtener un pH neutro y luego se deja secar en la noche a 50 °C.

Algunos autores realizaron una investigacion completa sobre el procedimiento de la
extraccion de proteina en muestras de exoesqueletos de crustaceos. Por lo tanto, Percot et al. (2003)
concluyeron que la utilizacion de NaOH en una concentracién 1M, a una temperatura menor a 70°

C y un tiempo reactivo de 24 horas no generan efecto alguno en cuanto al grado de acetilacién y
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el peso molecular del polimero. En este mismo sentido, un estudio realizado por Chaussard y
Domard (2004) en el que aislan el biopolimero del caparazon del calamar, quienes concuerdan con
el estudio anterior y concluyen que un tratamiento alcalino prolongado, en condiciones drasticas,
ocasiona modificaciones indeseables a las proteinas: desacetilacion y despolimerizacion.

Por su parte, un estudio realizado por Kechaou et al. (2009) incorpora la utilizacion de
varios métodos para obtener la quitina de una cualidad mas pura y sin afectar la estructura integra
de la misma. Ya que, se aplica en diferentes areas de agricultura, biomedicina, alimenticia,
cosmética, farmacéutica, de elaboracion del papel y entre otros usos que justifican enormemente
las investigaciones al respecto. Asi mismo, Dey y Dora (2011) refieren conseguir quitina méas pura
con la eliminacion de los pigmentos de la quitina en soluciones.

Asi también, una investigacion efectuada en México por Juarez (2012) centra su objetivo
en la obtencion de la quitina con enzimas comerciales. Este estudio concluye que una vez
seleccionada la proteasa se ajusta a los niveles de pH 7.5 a 40 °C con una concentracién de enzima
de 0.5% (p/p) dando como resultado hasta un 99.3% de desproteinizacién. Ademas, se recupera
quitinas bioldgicas con un 0.85 + 0.16% de contenido de proteina. Finalmente, el proceso de
desproteinizacién enzimatica de la quitina resulta un método econémico, ya que no implica altos
gastos de energia, agua y reactivos. EI mismo autor, hace énfasis en los nuevos métodos para la
obtencion de la quitina, en este caso, es una técnica de degradacion enzimatica con resultados méas
ventajosos para controlar la preparacion de oligdbmeros bioactivos. También, demuestra la
susceptibilidad del polimero de quitina al ser hidrolizado por gran nimero de enzimas entré las
que se destacan: celulasas, lisozimas, pectinasas e incluso proteasas.

Un estudio realizado en Ecuador por Vanegas (2014), indica que este pais es el principal

productor y exportador de camardn blanco, cuyos desperdicios o cascaras de camardn son
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desechados de los mercados en las ciudades. Entonces, propuso como alternativa la reutilizacion
de estos desechos, ya que, segln esta investigacion este tipo de camaron tiene un alto contenido
de quitina de -16 a 32%- Yy del que también se obtiene quitosano, siendo un biopolimero cationico
con propiedades antibacteriales.

Asi mismo, una investigacion realizada en Ecuador por Cisneros et al. (2019) indica el
procedimiento para la obtencion de la quitina mediante el método normal y enzimatico, el cual
refiere que una vez limpio, seco y molido el exoesqueleto del camarédn hasta 300 um a 40 °C,
durante 3 horas; se procede a la desmineralizacion. Para ello, se realiza dicho procedimiento hasta
un 95.67% utilizando acido acético glacial al 15% a temperatura ambiente y con 3 horas de
agitacion. Ademas, manifiesta que un procedimiento con a-quimotripsina en relacién a un
tratamiento enzima-sustrato, este Ultimo, presenta mayor porcentaje de hidrélisis de proteina; sin
embargo, no existen diferencias significativas entre ambos tratamientos. También, se encontrd que
a mayor concentracién de a-quimotripsina ocurre una mayor desproteinizacion del sustrato;
porcentajes similares se alcanzé con el uso de papaina (cualquier tratamiento es aceptable). Asi
también, para el grado de desacetilacion todos los tratamientos alcanzaron un valor de 20%
aproximadamente y una masa molecular del orden 10°. Por lo tanto, este estudio demuestra la
efectividad de las enzimas proteoliticas.

2.2. Camarédn y su produccion en el ecuador

El camardn constituye un alto porcentaje de consumo en toda la poblacién a nivel mundial,
de las cuales se desechan en las plantas de procesamiento la cabeza, la cascara y porciones de la
cola del camardn. En este sentido, se estima que entre el 45 al 68% de los exoesqueletos de los

camarones se desechan durante el procesamiento del mismo (Mao et al., 2016).
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El Ecuador como principal pais exportador y productor de camarén a nivel mundial cuyas
exportaciones en el 2020 alcanzaron 137.331 toneladas; mismo que, se encuentra fresco,
congelado y en conservas. En donde, cerca del 90% de esta produccion son obtenidos de cultivos
en piscinas y el 10% restante se consiguen de manera artesanal en las costas del Oceano Pacifico.
Por lo tanto, la industria camaronera significa fuente de empleo y estabilidad econémica para el
Ecuador puesto que, en los tltimos 17 afios ha incrementado en una tasa promedio de 6.7% (Banco
Central del Ecuador, 2020). En el Ecuador se producen y exportan principalmente cuatro especies
de camardn predominantes.

Tabla 1

Especies de camarones comerciales en el Ecuador.

Género Espacio Nombre Comun % de Produccion

Litopenaeus Vannameli Blanco

Occidentales

Stylirostris Azul
Farfantepenaeus Californiensis Café
Brevirostris Rojo
Solenocera Agazzissi Carapachudo
Mutador

Nota. Tomado de obtencidn de glucosamina por hidrolisis acida a partir de Quitina Derivada de
la Céscara de Camaron.

Por su parte, el camaron blanco del género Litopenaeus y la especie vannamei son
crustaceos de la familia Penaeidae género Peneaus conformados por cefalotorax, abdomen y
torax; constituyendo una de las principales especies de cultivo en la costa ecuatoriana. Estos

camarones, crecen hasta una longitud méaxima de 230 milimetros, con un caparazon de longitud
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de 90 milimetros. Los camarones adultos pueden vivir en ambientes marinos tropicales en
profundidades de hasta 72 metros (Comité Estatal de Sanidad Acuicola e Inocuidad de Baja
California, 2015; Garcia, 2003).

Figura 1l

Camaron blanco (Litopenaeus vannamei).

Nota. Tomado de Ficha Técnica Sanitaria de Especies de Cultivo en el Estado de Baja California.

2.2.1. Los Residuos de Camaron Causan Contaminacion

La cantidad de restante sdlido formado en la produccién camaronera es alta y no se da un
tratamiento adecuado. Por lo que, los investigadores plantean el aprovechamiento de las
propiedades de estos desechos como solucion al problema de contaminacién. Es asi que, tanto las
caracteristicas fisicas como quimicas originan una fuente de materia prima renovable, lo que dan
un aporte a nivel industrial en farmacéuticas y agroindustrias. Ademas, se usa como agente
floculante para el manejo de aguas servidas, estabilizador de alimentos y también, para la

elaboracion de plasticos biodegradables (Bravo, 2003).
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2.2.2. Componentes bioactivos de los desechos del camaron

Los desechos orgéanicos del camaron constituyen una fuente potencial de proteina animal
conjuntamente con otros biomateriales como son la quitina, &cidos grasos insaturados -glicéridos,
fosfolipidos y carotenoides-, aminoacidos libres, oligoelementos y carbonato de calcio. Por su
parte, el camaron seco comprende un 18% de quitina, 43% de proteina, 29% de ceniza 'y 10 % de
grasa (Synowieckiy Al-Khateeb, 2000). En este sentido, Pastrana (2010) indica que los residuos
procesados del camaron contienen un 14 a 35% de quitina, un 30 a 40% de proteinas y un 30 a
50% de lipidos, pigmentos y depositos de calcio.
Tabla 2

Componentes del exoesqueleto del camarén.

Componentes Porcentaje de Peso (Base Seca)
Quitina 17-32%

Proteina 17-42%

Cenizas 31-46%

Pigmentos 1-4%

Nota. Adaptado de Aprovechamiento de Residuos de Camaron y Cangrejo para Obtener Quitina,
Quitosana y Proteina con fines Farmacéuticos.
2.3. Polimeros

Un polimero es una macromolécula constituida por la reproduccion de cientos de miles de
atomos, a lo largo de toda la molécula, con pesos moleculares muy elevados a los cuales se los
Ilaman monomeros. Los polimeros son de formas lineales y otras ramificadas o interconectadas
que constituyen los reticulos tridimensionales. Entonces, a la unidad que se repite regularmente a
lo largo de la molécula se le denomina unidad monomérica (L6pez Carrasquero, 2005; Seymour

y Carraher, 1995).



23

Por su parte, el grado polimerizacion (X) se determina por el nimero de unidad
monomeérica que se repiten en la cadena y el peso molecular esta dado por el peso de la unidad
repetitiva multiplicado por el grado de polimerizacion. Ademas, para que una sustancia puede
considerarse un monomero debe tener una funcionalidad > 2. En este sentido, una polimerizacion
equivalente a 2 se obtienen polimeros lineales y una funcionalidad superior a 2 se obtienen
polimeros ramificados o entrecruzados (Lépez Carrasquero, 2005).

Finalmente, los polimeros pueden ser origen natural o sintético. Los polimeros sintéticos
provenientes principalmente del petréleo tienen entre uno y tres unidades moleculares diferentes
que se repiten mientras que, los polimeros naturales o biopolimeros poseen estructuras moleculares
maés complejas -celulosa, ADN o proteinas- (Lopez Cérdova, 2019).

2.3.1. Biopolimeros o polimeros naturales

Los biopolimeros o polimeros naturales son macromoléculasque proceden
microorganismos u organismos vivos. Los biopolimeros se pueden clasificar en polimeros basados
en recursos renovables: almidon y celulosa, polimeros biodegradables: aceites vegetales y acido
lactico, y, biopolimeros sintetizados por polihidroxialcanoatos (Valero-Valdivieso et al., 2013).
Por su parte, Tharanathan (2003) clasifica a los biopolimeros provenientes de cuatro fuentes:
“origen animal -colageno/gelatina-, origen marino -quitina/quitosan-, origen agricola -lipidos y
grasas e hidrocoloides: proteinas y polisacaridos- y origen microbiano -acido polilactico-PLA y
polihidroxialcanoatos-PHA- (p. 72).

Hoy en dia, los biolpolimeros tienen gran acogida en la industria ya que, se consideran
materiales con caracteristicas favorables de biodegrabilidad, biocompativilidad y bioactividad con
el ambiente. Es asi que, el biopolimero quitina es un material innovador que representa una

alternativa del plastico derivado del petréleo; tomando en cuenta que se puede degradar con
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facilidad y juega un papel importante a favor del ambiente (Cisneros et al., 2019; Rodriguez,
2012).
2.4. Quitina

La quitina es un polimero lineal que se encuentra en diversas fuentes, asi: los exoesqueletos
de camarones, langostas, y cangrejos; en alas de insectos como cucarachas y escarabajos; o, en
paredes celulares de hongos y algas. Sin embargo, la produccion mecénica se centra en obtener la
quitina, principalmente, del tratamiento de diferentes tipos de crustaceos; ya que existe la facilidad
de acceso a este material -c&scaras o caparazones- es decir, a los desperdicios que generan las
plantas procesadoras de estas variedades (Larez, 2006).

Quimicamente, la quitina estd formada por N- Acetil glucosamina (D-GIcNAC)
distribuidos al azar y unidos a través de un enlace B-1,4-, que produce una estructura rigida no
ramificada. La quitina y su derivado el quitosano son los segundos biopolimeros méas exuberantes
en la naturaleza y se caracterizan por ser biofuncionales y renovables. Ademas, la quitina se
produce industrialmente mediante procedimientos de desacetilacién quimica o enzimatica (Felse
y Panda, 1999; Lérez, 2006; Pacheco, 2010).

Figura 2

Estructura primaria de la quitina y el quitosano.

OH
NH,
“To % o. HO
HO A & ~
TH
/C% OH
H4C o)

DA 100-DA



25

Nota. Adaptado de Extraccion biotecnolégica de quitina para la produccién de quitosanos:
caracterizacion y aplicacion.
2.4.1 Caracteristicas fisicas de la quitina

La quitina es un polisacarido nitrogenado blanco-amarillento, no se disuelve con facilidad
por lo que es insoluble en agua, alcalis-&cidos diluidos y en fluidos orgénicos, presenta poca
reactividad, dura, inelastica, sus cadenas se aglomeran formando acetamida por el grupo amino:
una red de fibrillas altamente cristalinas sumergidas en una central disforme de polisacarido. Asi
también, puede exhibirse bajo otras formas -a, - de las que alfa es la mas constante y abundante
en la naturaleza (Gacén, J.,y Gacén, 1996). Ademas, la quitina se caracteriza por su elevado peso
atémico y apariencia porosa; favoreciendo la absorcién del agua (Dutta et al., 2002).

Por otro lado, en los afios 70 se descubrié por primera vez la disolucion de la quitina en
N,N’- dimetilacetamida con un 5% de cloruro de litio. Posteriormente, se descubrieron disolventes
como el acido formico, acido metanolsulfonico, exafluorisopropanol y la mezcla de
1,2dicloroetano y &cido tricloroacético (Hirano, 1986; Pillai et al., 2009).
2.4.2 Caracteristicas quimicas de la quitina
Tabla 3

Parametros quimicos de la quitina.

Parametro Quitina

Peso molecular 203.1925 g/mol
Producto natural 106 g/mol
Producto industrial 3-5x105 g/mol
Grado de Desacetilacion 66%
Contenido de Nitrégeno 6-7%
Contenido de Humedad 2-10%

Contenido de Cenizas < 2%
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Nota. Adaptado de Quitina y Quitosano. Nuevos Materiales Textiles.
2.4.3 Propiedades fisico-quimicas de la quitina

Es muy importante conocer las propiedades fisico y quimicas de la quitina ya que, varian
de acuerdo a la fuente y método de obtencidn, intervienen directamente en su funcionalidad, son
imprescindibles para la determinacion de las caracteristicas, asi como, incidentes en las
condiciones de desacetilacion, desmineralizacion desproteinizacion, entre otros procesos que
requieren tener informacién sobre solubilidad, peso molecular, grado de acetilacion, etc.; con la
finalidad de lograr un biopolimero puro -quitina- e indicado para las futuras aplicaciones (Pacheco,
2010).

Solubilidad. La quitina es no es soluble en agua y en la generalidad de disolventes por lo
que, se requiere de solventes que inciten repulsiones entre las cadenas o a la vez inestabilicen, en
forma solida, los puentes de hidrégeno intramoleculares. Entre los disolventes que cumplen con la
aversion entre cadenas son: hexafluroacetona; N,N- dimetilacetamida -con contenido de 5 a 8% de
LiCl-; metanol saturado con cloruro de calcio dihidratado (Rutherford y Austin, 1978; Tamuraet
al., 2004).

Grado N-acetilacion. La quitina natural esta constituida por grupos amino en forma
acetilada que pueden estar fusionados a cadenas de proteina o presentarse como aminas libres. Sin
embargo, se produce la desacetilacion cuando la quitina es sometida a procesos de extraccion de
acidos y alcalis. Ademas, hay que considerar que las cantidades de quitina dependen de la fuente
y procedimiento de separacion del biopolimero. Por otro lado, los grados de acetilacion de la
obtencion de la quitina esta entre los 90 a 95%; asi también, para obtener una quitina con estructura

estable es necesaria la acetilacion selectiva de p-quitina (Kurita, 2006).
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Peso molecular. El peso molecular -My- de la quitina nativa es > a 1000 x 102 g.mol?,
pero varia de acuerdo con la quitina de inicio. Es asi que, la preparacion y obtencion de la quitina
influencia en el Mw del biopolimero resultante, por lo que, largos tiempos de reaccion, temperaturas
elevadas, altas concentraciones de acidos y lcalis desencadenan la depolimerizacionde las cadenas
(Shahidi y Abuzaytoun, 2005).

2.4.4 Obtencion de la quitina

Para la obtencion de la quitina, extraida principalmente del exoesqueleto de crustaceos, se
pueden utilizar diversos métodos sean estos quimicos, bioldgicos o enzimaticos. Por una parte, los
métodos quimicos son altamente contaminantes e implican la remocion de materia inorganica y la
hidrolisis de la proteina. Asi también, los métodos bioldgicos requieren de controles bastante
estrictos en todas las variables del procedimiento y asi evitar el fracaso del mismo. Por ultimo, los
métodos enzimaticos o enzimas aisladas actian como alternativa promisoria a favor del ambiente
y no requieren de estrictos controles de variables, pero pueden llegar a ser mas costosos (Esmieu
de Leon, 2015; Cisneros et al., 2019).

Por lo tanto, para lograr un aprovechamiento biotecnolégico es importante desarrollar
procesos que permitan la hidrolisis enzimatica del polimero. En este sentido, resulta de mayor
facilidad obtener la quitina del exoesqueleto de camarones mediante una nueva metodologia
enzimatica, que consiste en la remocion de pigmentos, sales y proteinas (Sastoque-Cala et al.,
2007).

Indistintamente, de la eleccion del método a aplicar para la obtencion de la quitina radica
en la extraccion de toda la composicion de la materia externos a la quitina. Es asi que, son
fundamentales los procedimientos de desmineralizacion y desproteinizacion, consiguientemente

la decoloracion con solventes o la oxidacion de pigmentos remanentes, en caso de ser necesario
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(Pastor de Abram, 2004). El orden de aplicacion del método dependera del origen de los desechos,
o0 de las condiciones de aislamiento. Ademas, los desechos a utilizar varian dependiendo de las
cantidades utilizables, constitucion quimica, impurezas, zona geografica de cosecha, estacion del
afio y la utilizacién empleada (Berghoff, 2011).
A continuacion, se describe los pasos generales para la obtencién de la quitina:
Acondicionamiento de la materia prima. La estructura quimica y el alto contenido de
humedad de los residuos necesitan ser sometidos a congelacion y secado, para preservacion de las
caracteristicas de la materia prima (Agull6 et al., 2004). De inmediato, se inicia el lavado con agua
de los exoesqueletos a procesar a la vez que se retira la masa que se encuentra adherida a la cascara.
A continuacion, se hace la molienda de los caparazones hasta que las particulas queden de varios
milimetros, listos y apropiados para la extraccion (Esmieu de Ledn, 2015). De inmediato se explica
cada paso en este primer tratamiento de la materia prima:
e Lavado
e Secado
e Molienda y Tamizado
e Desproteinizacion
e Desmineralizacion
e Decoloracion
2.4.5 Determinacion de las caracteristicas quimicas de la quitina
Es importante, comprender que las variadas fuentes de quitina purificada son determinantes
de caracteristicas tales como: porcentaje de quitina, y grado de acetilacion; entre otras -contenido
de humedad, ceniza y proteinas entre los principales-. Por lo que, estas caracteristicas influyen

directamente en los resultados finales y los usos de la macromolécula (Berghoff, 2011)..
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Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier —FTIR-. Esta técnica de
espectroscopia de infrarrojos es sumamente sensible y proporciona un reflejo de la composicién
quimica y estructural de la materia organica. Los espectros de absorcion se representan en bandas
constituidas por una transposicion de picos originados por la permeabilidad de proteinas,
carbohidratos, lipidos, entre otros. FTIR se utiliza en el estudio de fluidos humanos y también de
microorganismos; revelando imagenes de la composicion quimica de paredes celulares,
citoplasmas, moléculas intracelulares y biopolimeros. Finalmente, los estudios de caracterizacién
o identificacion de muestras biologicas dependen del sistema de cultivo, medio de crecimiento,
tiempos de incubacidn, pH, temperatura, entre otras variables; que al ser manejadasadecuadamente
dan resultados absolutamente confiables (Naumann, 2006).

Es asi que, durante la caracterizacion de la quitina el -FTIR- mide el grado de desacetilacion
de las muestras que se preparan para estudios, sea en forma de peliculas o en pastillas de KBr. La
técnica de infrarrojos se enfoca en: la correspondencia de absorbancias entre dos bandas de
absorcién fijas y el tanto por ciento de acetilacién de la quitina. Para la seleccién de las bandas de
absorcién depende de la sefial que emite el N-grado de acetilacion -banda amida- y otra que
procede como referencia interna para increpar diferencias de espesor de las peliculas o la
concentracion del KBr. El espectro se obtiene en un intervalo de nimero de onda entre 450 y 4000
cm™ con una valor de 4 cm™ (Araya y Meneses, 2010; Escobar et al., 2013).

A una muestra seca de quitina se aflade KBr completamente seco con una relacion 1/100 y se
homogeniza en un mortero de cuarzo. Después, se toma una pequefia cantidad de la mezcla en una
prensa manual para formar una pastilla traslicida. Finalmente, se coloca la pastilla en el
espectrémetro y se corre el programa para obtener el espectro de la muestra 1 y comparar con la

muestra 2 (Escobar et al., 2013, p. 36).
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Baxter et al., (1992) refiere su método para calcular la N-acetilacion de la quitina por
espectros FT-IR, considerando las bandas peculiares de la amida | y como referencia la banda de
los grupos hidroxilos, para la correlacion lineal ofertada para la quitina.

2.5. Enzimas

El primer proceso industrial catalizado por enzimas fue desarrollado en 1960. Desde ahi,
el cliente global de biocatalizadores se ha difundido de modo exponencial a efectos de su gradual
consumacién en numerosos procesos industriales. Actualmente, las industrias modernas se
prolongan averiguando las ventajas de los catalizadores bioldgicos; incorporandolas activamente
en sus procesos productivos con el propdésito de disminuir costos, aumentar la velocidad de los
métodos, optimar la calidad de los productos, desarrollar su funciéon en un medio compatible con
la vida -agua y membranas lipidicas- y principalmente, reducir significativamente el impacto
ambiental. (Illanes, 2008).

La enzima es una proteina, una sucesién de aminoacidos muy sensibles a &acidos y
temperaturas extremas por lo que es necesario el uso de métodos que estabilicen los catalizadores,
permitiéndoles mantenerse en su forma activa. Asi también, hay que tener en cuenta las
condiciones a las que se va a enfrentar la enzima para decidir si requiere de inmovilizacién o no.
Un tratamiento natural para la aplicacion de enzimas, sin purificarlas o inmovilizarlas, es utilizar
las mismas células que la producen; es decir, estas células pueden estar o no paralizadas en otro
tipo de polimero que beneficie su viabilidad (Montiel y Bustos, 2014).

Referente al concepto de enzimas, Malek et al., (2016) manifiesta que: son los
biocatalizadores mas importantes y altamente efectivos ya que advierten en un gran nimero de
procesos metabdlicos, aumentando la velocidad de las reacciones quimicas. Hoy en dia, retozan

un papel importante en el desarrollo de las manufacturas en general: biorrefineria, textil, madera,
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industrias de detergentes, alimentos, farmacéutica y médica. Ademas, la produccion industrial de
las enzimas se lleva a cabo utilizando células microbianas que proporcionan un alto rendimiento
en menos tiempo, a diferencia de otros organismos superiores -células de plantas, insectos y
mamiferos-. Sin embargo, en los organismos superiores se hacen muchos intentos por construir los
genes responsables de produccién enzimas y, exitosamente, expresada en diferentes organismos.
2.5.1 Funcion de las Enzimas

En concordancia, con lo descrito anteriormente, la enzima es una sucesion de aminoacidos
distintos, mismos que pueden unirse en combinaciones variadas dando origen a las cadenas. La
enzima adquiere una estructura tridimensional concreta en base a la serie de aminoécidos que
contenga, determinando a que metabolitos puede unirse. Por lo tanto, las enzimas tienen una zona
de union diferente -region de pocos aminoacidos con afinidad a una molécula concreta- que
contiene el sustrato de la reaccion bioquimica estimulada. Una vez captado a la zona de union,
dentro del sitio activo, la enzima modifica su estructura tridimensional para acoger adecuadamente
el sustrato en el interior conformando un complejo enzima/sustrato (Beltran, 2021).

En este sentido, la enzima da lugar a su accion catalitica, donde, cambian las propiedades
quimicas del metabolito que se ha unido; obteniendo una molécula distinta a la de inicio —sustrato-
y formandose el complejo enzima/productos. El producto resultante carece de las mismas
propiedades y no tienen la misma afinidad por la zona de unién de la enzima, lo que provoca que
los productos sean expulsados de la encima; es decir, estan listo para su ejecutar su funcion celular
0 para actuar como sustrato de otra enzima (Beltran, 2021).

Figura 3

Funcionamiento y Proceso Enzimatico para Obtencidn de Productos.
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La enzima cambia su forma
Sustrato cuando se une el sustrato

Sitio activo

‘L2

‘Productos‘
x [

M

= = =

El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
al sitio activo del enzima  enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo

Nota. Adaptado de Los 6 tipos de enzimas -clasificacién, funciones y caracteristicas-
Fuente: Mark, 2007
2.5.2 Ventajas de las Enzimas

Las enzimas tienen alta eficacia, puesto que logran activar la ligereza de los tratamientos y
actlian a muy bajas concentraciones. Asi como también, no son nocivas para el ambiente, dado que
se es consciente que son moléculas que llanamente constituyen fragmento de las células de los
entidades vivientes También, son crecidamente selectivas, por lo que no aplacan resistencias
accesorias no deseadas, logrando distinguir entre moléculas quirales y grupos funcionales
(Barrera-Rivera et al., 2014).
2.5.3 Caracteristicas de Accion Enzimatica

Las caracteristicas de las enzimas con eminente especificidad son: especificador el sustrato,
es la molécula sobre la que el catalizador despliega su labor catalitica y el especificador de accion,

cada reaccion es enzimatizada por un catalizador en especifico (Newsholme y Leech, 1986).

2.5.4 Unidad Enzimética
La unidad de la enzima se define como la cuantia de enzima que cataliza la transformacion

de Iumol de la sustancia en productos en un minuto de reaccion, bajo situaciones preliminarmente
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determinadas -U-. Para la actividad o concentracion enzimatica, refiere unidades de enzima por
mL de solucién -U/mL-. Por su parte, la actividad especifica indica la actividad enzimética /
concentracion de proteinas de la solucion -U/mg-. Finalmente, el katal es la cuantia de enzima que
enzimaética la transformacién de 1 mol de sustrato en productos en un segundo katal/kg de proteina
(Cétedra Bioquimica, s.f., p.1).

2.5.5 Clasificacion de las Enzimas

Incluyen diferentes grupos de enzimas como las amilasas, proteasas, lipasas, acilasas,
oxidasas, transferasas, entre las mas conocidas. Sin embargo, las amilasas, proteasas y las lipasas
son las que mayor acogida tienes en el mercado de las enzimas, ya que existen mas de 75 mil
enzimas diferentes y cada una es Unica en afinidad y funcion(Malek et al., 2016).

Oxidorreductasas. Estas enzimas catalizan la trasmisidn de hidrogeno o electrones de un
compuesto a un distinto, reacciones de oxidacién y reduccion. Se pueden obtener enzimas como:
polifenol, poli anilinas, polimeros vinilicos (Martinez, 2014).

Transferasas. Estas enzimas catalizan el traspaso de un grupo quimico entre moléculas,
de un compuesto a otro. En este caso, transfieren cualquier grupo quimico a excepcién del
hidrogeno y se pueden obtener: polisacéridos, oligosacaridos ciclicos, poliésteres (Beltran, 2021;
Martinez, 2014).

Ligasas. Estas enzimas catalizan la alianza de dos sustancias con hidrolisis coetanea de un
nucledtido trifosfato -comparten electrones-, la reaccion es endergdnica y requiere de ruptura de
moléculas de energia -ATP-. Por lo tanto, llegan a ser uniones muy resistentes y el pegamento mas

fuerte de la biologia, por ejemplo: piruvato carboxilasa (Beltran, 2021; Martinez, 2014).
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Hidrolasas. Estas enzimas tienen la funcion de romper enlaces entre moléculas mediante
hidrolisis -interviene el agua-. Se puede obtener polisacaridos, poliésteres, policarbonatos,
poliamidas, polifosfatos, politioésteres (Beltran, 2021).

Liasas. Son enzimas capaces de romper y formar enlaces quimicos entre moléculas, en
ausencia de agua. Ademas, son enzimas que estimulan reacciones quimicas reversibles, es decir,
enzimas que agregan o sustraen grupos quimicos a dobles ligaduras (Beltran, 2021; Martinez,
2014).

Isomerasas. Estas se enzimas se encargan de transformar un compuesto en alguno de sus
isbmeros. Son enzimas que no rompen ni forman enlaces y mucho menos estimulan la
transferencia de grupos quimicos entre moléculas. Por lo tanto, son proteinas cuyo efecto
metabolico se centra en alterar la estructura quimica de un sustrato (Beltran, 2021).

Proteasas. Estas enzimas también son conocidas como peptidasas, proteinasas o enzimas
proteoliticas, representan unos de los tres grupos mas grandes de enzimas a nivel mundial.
Ademas, se caracterizan por hidrolizar enlaces péptidos de otras proteinas lo que origina la
obtencion de aminodcidos libres (ruptura selectiva de proteinas) y cuentan con varias funciones
como procesos de digestion, division celular, degradacion de proteinas y aminoacidos (Barahona,
1983; Vigueras-Morales et al., 2019).

Hidrdlisis Enzimatica de Proteasas. Las proteasas son el grupo méas importante de las
enzimas a nivel comercial y, ademas, se usa como opcién al procedimiento quimico en la
extraccion de proteinas de desechos de los crustaceos. La hidrolisis enzimatica de proteinas hasta
péptidos o aminoacidos, potencian diversas caracteristicas funcionales: viscosidad, dispersion,
agitacion y el grado de hidrolisis final depende de otras condiciones: concentracion de sustrato,

relacion enzima/sustrato, tiempo de incubacion, pH y temperatura. Por lo tanto, el sustrato se
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diluye o suspende en agua hasta estabilizar la temperatura y el pH; de inmediato, se afiade la
proteasa dando lugar a la hidrdlisis. Luego, se ocasiona una disminucion del pH debido al
rompimiento de enlaces peptidicos. Por otro lado, la hidrolisis enzimatica puede ser inactivada con
calor o disminucion del pH, o puede ser retirada del ambiente por precipitacion de la proteina.
Finalmente, si bien la hidrolisis enzimatica no remueve el 100% de proteinas, el contenido puede
ser quitado durante la obtencidn de quitina (Benitez et al., 2008; Pacheco, 2010).

2.5.6 Enzima Papaina

La papaina es clasificada como hidrolasa o una proteasa endolitica de la clase cisteinicas,
aislada del latex que se encuentra debajo de la cascara verde del Papayo, del cual se extrae un
liquido claro que se vuelve opaco al ser expuesto al aire. Esta enzima, tiene un amplio intervalo de

especificidad, entre las enzimas proteoliticas siendo térmicamente estable. Ademas, es
basicamente una mezcla de proteasas: la papaina y la quimopapaina, esta Gltima, se la reconoce
por la adicién a la lactosa o solventes liquidos preparados con glicerol o sorbitol (Barahona. 1983).
La funcion general de la papaina es ayudar en la descomposicion de las proteinas en
fragmentos de proteinas mas pequefios, conocidos como los péptidos y aminoacidos. Es muy
importante en la industria de la cerveza, fabricacion de quesos, coagulacion de la leche,
panificacién, laboratorios bacterioldgicos, investigacion de proteinas, protedlisis de soya y
pescado, entre otros usos y aplicaciones (Mundo y Serrano, 2012).

Estructura Quimica de la Papaina. La papaina, es una proteina simple que esta formada
por aminoacidos, 16.1% de nitrogeno, 1.2% de azufre y carece de carbohidratos. Su estructura es
cristalina de dos tipos: una ortorrombica y otra monoclinica, misma que estan determinadas por
difraccion de rayos X, cuya dimension celular es 65.7 x 50.7 x 31.5 Amstrongs (Bermudez y Lipe,

2005).



36

Figura 4

Estructura de la Papaina.

Nota. Estructura de la enzima papaina
Fuente: Mark, 2007

Propiedades Fisicas-Quimicas de la Papaina. Por su parte, la papaina se especifica por
ser un polvo disforme, rugoso de color blanco, grisdceo o parduzco; tenuemente absorbente y no
soluble en agua y en la mayor parte de solventes organicos (Azarkan et al., 2003). Sin embargo,
los nuevos avances permiten obtener una papaina pura, estéril, pulverizada, con posibilidad de
formar una solucion clara para una adecuada actividad bioldgica (Bermudez y Lipe, 2005).

Entre sus propiedades fisico-quimicas se presenta con olor &cido pungente y agresivo,
solucion moderada en agua y glicerol, no soluble en disolventes organicos. Ademas, la papaina
tiene un mejor desempefio a temperatura de 40 a 65 °C -temperaturas superiores generan
inactivacion irreversible-, un rango de pH adecuado entre 3 a 9 -rangos inferiores o superiores se
produce inactivacién-, su punto isoeléctrico es de 9.6 y su peso molecular es de 23.4 kD. Asi
también, tiene estabilidad en composiciones secas, carencia de humedad, agentes oxidantes o
metales pesados (Casiano, 2003; Bermudez y Lipe, 2005; Banchon, 2015).

Finalmente, la papaina tiene una vida relativamente corta por lo que se debe conservar en

espacio seco y frio -no en congelacion acuosa- por lo que reduce su actividad enzimatica a menos



37

el 1% pasado los 6 meses de almacenarla a temperatura ambiente (Bermudez y Lipe, 2005;
Banchon, 2015).

Sitio Activo de la Papaina. La papaina puede ser activada por diferentes compuestos como
cisteina y el glutation, asi también por agentes reductores que actian como quelantes (combinarse
con iones positivos bivalentes o trivalente formando complejos estables). Por lo tanto, la
interaccion enzima-sustrato tiene zona en la superficie de la molécula de papaina, en la excavacion
ubicado entre las dos partes de la molécula (Bermudez y Lipe, 2005).

La cadena lateral de cisteina 25 se encuentra en el surco, pero si el SH de la cisteina, no se

encuentra libre por un bloqueo de metales pesados, debido a agentes alquilantes o por

formacion disulfitica, la actividad de la enzima desaparece completamente. Cercano al
grupo sulfhidrico se encuentra el anillo imidazolico de la histidina 159, el cual se encuentra

unido a su vez, a través de puentes de hidrdgeno, con la caden alateral de Asparagina 175,

dando lugar a la triada catalitica que forma el sitio activo de la papaina. La ausencia de

adicion de activadores, existe una correlacion lineal entre actividad catalitica de la papaina

y contenido tiélico. (Royhaila et al., 2015, p. 207)

Figura b

Triada Catalitica de la Enzima Papaina.
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Nota. Tomado de Extraccion de la Enzima Papaina del Latex de Papayo Cultivado en el Pais y
su Aplicacion en Cicatrices Tipo Queloide y Verrugas.
2.5.7 Enzima Quimotripsina

Las quimotripsinas son endopeptidasas del prototipo de las serinproteinasas, es decir, son
proteasas que hidrolizan enlaces peptidicos de aminoacidos en posiciones “internas” de otras
proteinas; aunque también, estudios demuestran que pueden hidrolizar ésteres, amidas y
acrilamidas, pero con menor selectividad (Gagné, 1993). La quimotripsina es una enzima secretada
en el pancreas hacia el intestino delgado, que se produce como zimédgeno en células acinares de
este 6rgano en forma de quimotripsinégeno -precursor inactivo-, con activacion proteolitica en la
luz intestinal se convierte en quimotripsina activa -participa en la degradacion de proteinas de los
alimentos del intestino-. (Battaner, 2013).

Ademas, estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar enlaces peptidicos entre
aminoacidos presentes en proteinas de tamafio mayor como: tirosina, fenilalanina, triptéfano,
metionina y la leucina (Gonzalez, 2021).

Estructura Quimica. La quimotripsina es una proteina de 245 aminoacidos y cinco
disulfuros, también, esta formada por tres quimotripsinégenos —zimaégenos- responsables de la
produccién de quimotripsina A, By C. La quimotripsina A se forma de tres cadenas polipeptidicas
unidas por enlaces covalentes mediante puentes disulfuro entre residuos de cisteina; formando una
estructura elipsoide o0 en ocasiones monomérica. En este sentido, grupos con cargas
electromagnéticas se sitlan hacia la superficie, menos los aminoacidos que son participes de
funciones cataliticas (Battaner, 2013; Gonzélez, 2021).

Propiedades Fisico-Quimicas de la Quimotripsina. El tipo de quimotripsina empleado es el

de pancreas bovino, con peso molecular aproximado de 25 kDa y una actividad especifica de 48
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unidades/mg de solido y 50 unidades/mg de proteina; siendo la cantidad de proteina necesaria para
hidrolizar 1umol de éster etilico de la N-benzoil-L-tirosina por minuto. Por lo general, estas
enzimas tienen un pH &cido por lo que se estabiliza con un pH de 7.8 a 11 y una temperatura
promedio de 25 °C. La quimotripsina permanece en estado de polvo liofilizado a -15 °C (Torres,
C., 1997).

Sitio Activo de la Quimotripsina. El centro activo de la quimotripsina se encuentra
conformado por la triada catalitica: grupo carboxilo lateral de serina -195-, el anillo de imidazol
de histidina -57- y un grupo carboxilo lateral de aspartato -102-; lo que le vuelve sensible a
inhibidores organofosforicos. La serina -195- dentro del sitio activo -Gly-Asp-Ser-Gly-Glu-Ala-
Val- se considera el residuo mas esencial para el funcionamiento (Gonzalez, 2021).

Primero, en el mecanismo de accion la quimotripsina se encuentra libre de sustrato, por lo
tanto, el sustrato esta con le enzima y se unen conformando un complejo reversible enzima-sustrato
para facilitar el acometido nucleofilico de la triada catalitica, cuando se activa el grupo hidroxilo
del residuo de serina. En este punto, se da la formacién de un enlace parcial producto de la
polarizacion del grupo hidroxilo, necesario para activar la reaccion. Después, del ataque
nucleofilico el grupo carboxilo se transforma en intermediario oxianion tetraédrico -pliegue o
bolsillo en el sitio activo-, mismo que es estabilizado por dos puentes de hidrégeno desarrollados
por grupos N y H del residuo Gly 193 y Ser 195. A continuacién, una molécula de agua entra al
sitio activo originando un nuevo ataque nucleofilico, formandose un segundo intermediario
tetraédrico -se estabiliza con puentes de hidrégeno-. Finalmente, la reaccion finaliza cuando el
segundo intermediario se reajusta y da lugar a la formacion del complejo micaeliano enzima-
sustrato, aqui el sitio activo de la enzima lo ocupa el producto que tiene el grupo carboxilo

(Gonzalez, 2021).
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2.5.8 Reguladores de las Enzimas Papaina y Quimotripsina

Tris Base. Su nombre cientifico corresponde a Hidroximetil amino metano. Es un tampdn
0 componente organico, altamente soluble en agua, su funcidn es conservar el pH de la solucion
constante entre un pH 7.0 a pH 9.0. Su peso molecular corresponde a 121.14 g/gmol. Ademas, Tris
Base mezclado con HCI evita sobrepasar el rango de pH requerido y no hay necesidad de trabajar
con &cidos o bases fuertes (Velasco, 2005).

Cloruro de Calcio. Es un componente inorganico también llamado cloruro célcico, soluble
en agua Yy su funcidn es conservar el pH de la solucion constante entre un pH 4.0 a pH 7.0. Su peso

molecular corresponde a 110.986 g/gmol (Gonzélez, 2021).
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Capitulo 3

3.1. Marco Metodoldgico
3.1.1 Nivel de investigacion

Este trabajo de investigacion posee un nivel de tipo exploratorio y descriptivo, debido a
que realizo una interpretacion de datos numéricos, a partir de las diferentes variables propuestas
para determinar la pureza de la quitina mediante la metodologia enzimatica.

Exploratorio. Se aplicd nuevas alternativas y sistematicas en beneficio del ambiente, para
la obtencion de quitina a partir de la cascara de camaron, mediante una metodologia enzimatica.

Descriptivo. Se caracterizd a la quitina pura obtenida a través de la metodologia enzimatica
con la evaluacion del porcentaje de pureza.
3.1.2 Disefio de investigacion

La presente investigacion correspondio a un disefio experimental ya que se delimitaron las
variables y medidas de toda la investigacion: quitina, c&scara de camardn, papaina, quimotripsina
y otras variables como peso molecular, grado de acetilacién, pureza de la quitina. Ademas, se
procedi6 a realizar un disefio de analisis de documentos y revistas cientificas para el empleo de
variables de comparacion y relaciones con investigaciones ya realizadas en base al mismo tema y
los resultados de la presente investigacion, con la finalidad de obtener nuevos resultados o
corroborar resultados previos obtenidos.
3.1.3 Poblacién y muestra

Poblacion: Las cascaras de camardn (Litopenaeus vannamei) se tomaron de la marisqueria
Don Raul de la Ciudad de Cuenca-Ecuador, tomando en cuenta que el restaurante genera los

desperdicios suficientes para la toma de muestra, siendo el lugar mas accesible para su recoleccion.
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Muestra. Se tomé como muestra la cantidad representativa de 5 kg de cascara de camaron
(Litopenaeus vannamei) con el fin de mantener el espécimen en un solo lote y asi evitar la
contaminacion de la misma durante el proceso de desarrollo de la investigacion.

3.1.4 Variables

Dependientes. Estas variables se midieron una vez que se consiguié la quitina, para
conocer la calidad del producto obtenido: desproteinizacion, desmineralizacion, grado de pureza
de la quitina, grado de acetilacion, peso molecular.

Independientes. Correspondid a los tipos de enzimas: papaina y quimotripsina obtenidas
del Laboratorio LABOMERSA (Quito-Ecuador), de la marca SIGMA ALDRICH.

3.1.5 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

Las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos se realizaron a través de la revision
bibliogréafica y el andlisis de contenidos en diferentes documentos como: el uso de pdf, fichas
nemotécnicas y subrayado de texto; mismos que, son respaldados por evidencia cientifica de
acuerdo a la literatura de varias revistas, repositorios institucionales y bases de datos como:
Springer, Google Escolar, Scielo, Scopus, Elsevier, Dialnet, Web of Science, Redalyc, PubMed,
etc. Ademas, para citas y referencias de APA 72 edicion se utiliz6 el programa Mendeley. Por
ultimo, para el analisis de observacion no estructurada se usé una camara fotogréafica y un cuaderno
de registros, mientras que, para la observacion estructurada se utilizé listas de verificacion como
instrumentos para el levantamiento de datos y recoleccion de resultados.

3.1.6 Técnicas de Procesamiento y Analisis de Resultados

En el desarrollo experimental y el procedimiento de obtencidn de la quitina se revisé en

distintas fuentes bibliogréaficas, obteniendo las referencias para determinar los parametros de

control como: temperatura, tiempo, concentracion, reactivos, entre otras; para asi definir los
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mejores factores para la obtencion de quitina mediante una metodologia enzimatica. Asi también,
para el analisis de los resultados se utilizo estadistica diferencial, Minetaf, con el propdsito de
valorar el grado de importancia uno o mas factores al comparar las medias de la variable de
respuesta. Ademas, se empled la estadistica descriptiva en el programa Excel para la realizacion
de los graficos y tablas de porcentajes.
3.1.7 Equipos, Reactivos y Materiales

Equipos. Para la produccion de la quitina a partir del exosqueleto de camarén (Litopenaeus
vannamei) se usaron diferentes equipos, los cuales se encuentran en los laboratorios de ciencias de

la vida pertenecientes a la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de los Recursos Naturales de la

Universidad Politécnica Salesiana.

Tabla 4

Equipos Usados para el Proceso de Obtencion de la Quitina con Metodologia Enzimatica.

Equipo Marca Modelo
Molino Kinematica Polymix Px MFC90
Estufa Memmert SN8-400

Balanza hal6gena

Mufla

Céamara de flujo laminar
Potenciométrico
Espectrofotometro UV

FTIR
Agitador Magnético

Equipo de Proteina

Tamizador

Metller Toledo
Thermo scientific
Biobase

Mettler Toledo
Thermo scientific

Thermo scientific
Metller Toledo

Biobase

Biobase

HB43-C Halogeno
14810
IH1800(P)

Seven Compact DUO

Nicolet Is10

Nota. Fuente: Elaboracion propia.
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Reactivos. En la parte experimental, para la obtencion de quitina mediante una
metodologia enzimética, se emplearon los siguientes reactivos en diferentes concentraciones:
Acido acético glacial; Hidroxido de Sodio; Acido clorhidrico; Enzima Papaina; Enzima
Quimotripsina; Etanol 97%; Agua des ionizada; Agua destilada.

Materiales. Para la obtencion de quitina mediante una metodologia enzimatica se utilizé
los siguientes materiales: Agitador magnético; Equipo de filtrado a vacio; Crisol; Varillas; Pinza;
Equipo para titulacion; Papel filtro; Papel aluminio; Erlenmeyer; Vaso de -500mL, 1000mL-; Luna
de reloj; Pipeta; Probeta y Malla #50.

3.2. Procedimiento
3.2.1 Fase 1: Preparacion de la Muestra

Seleccién de Enzimas. Se adquiere las enzimas para la metodologia enzimatica que se va
a realizar, como son: la papaina y la quimotripsina
Figura 6 Figura 7

Contenido de la Enzima Papaina Contenido de la Enzima Quimotripsina.

Nota. La figura 6 corresponde a la enzima papaina (EC 3.4.21.1) y la figura 7 corresponde a la

enzima quimotripsina (EC 3.4.22.2). Fuente: Elaboracion propia.
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Recoleccion de la Cascara de Camaron (Litopenaeus vannamei). Se obtuvo la cantidad
de 5 kg de céscara de camardn de la marisqueria Don Raul de la provincia Azuay-Cuenca.

Seleccion y lavado de la cascara de camaron (Litopenaeus vannamei). Después del
proceso de recoleccion, los desechos se deben conservar en congelacion, para luego descongelarlos
de 3 a4 horas. Luego se procedi6 a retirar los residuos carnosos adheridos al caparazon lavandolos
con agua destilada, tres veces continuas hasta quedar libre de impurezas.

Secado, molienda y tamizado de la particula. Para el tratamiento de secado de la cascara
de camardn (Litopenaeus vannamei) se utilizé una estufa de 90 °C por 5 horas hasta alcanzar a un
peso inmutable. Este procedimiento se realiz6 por duplicado, una vez seco el material (Figura 8),
se procedi6 a la reduccién de tamafio en el molino Poliymix -PX-MFC 90D- hasta conseguir una
dimension de particula de 300 micrémetros a 3175 revoluciones por minuto (Figura 9).
Finalmente, se llevé la muestra a un tamizador con una malla de #50 por 20 minutos para obtener
un polvo mas fino (Figura 10).

Figura 8

Estufa con Céascaras de Camarén Seco.

Nota. En la figura se observa las céscaras de camaron secadas en una estufa a 90 °C. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura9

Molino Poliymix (PX-MFC 90D).

Nota. En la figura se observa el molino que permite la reduccion de la céscara de camarén a
particulas. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 10

Tamizador con Malla # 50.

Nota. En la figura se observa el polvo de la cascara de camar6n pasado por un tamizador para

obtener una harina mas fina. Fuente: Elaboracién propia.
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3.2.2 Fase 2: Obtencion de la Quitina

Desmineralizacion. El contenido mineral de los camarones fluctda entre un 30% y 55%,
primariamente, por carbonato de calcio y en un 10% de fosfato de calcio. Por lo tanto, para su
remocion se utilizé acido acético de grado glacial a una concentracion de 15% a temperatura
ambiente, por lo que colocamos 15 mL de &cido acético y aforamos a 100 mL con agua destilada.
Después, se procedid a pesar 5g de la muestra (Figura 11) con una agitacién constante a 10 rpm y
el tiempo de reaccidn se realizé en 3 horas (Figura 12). Posteriormente, se hizo filtrado al vacio
(Figura 13). A continuacion, la solucién se lavé con agua desionizada por tres ocasiones y se llevo
la muestra a la estufa a 60°C durante 6 horas.
Figura 11

Balanza Analitica.

Nota. En esta figura se observa la muestra pesada, 5g de la cascara de camaron en polvo. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 12

Agitador Magnético.

Nota. En esta figura se observa la agitacién constante de la muestra a 10 rpm durante 3 horas para
su reaccion. Fuente: Elaboracion propia.
Figura 13

Equipo de Filtracion al Vacio.

Nota. En esta figura se observa la separacion minerales de la muestra. Fuente: Elaboracion

propia.
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Desproteinizacion. ElI material desmineralizado fue desproteinizado con las enzimas
proteoliticas papaina y quimotripsina. A continuacion, se midid el pH inicial de cada muestra de
2,5¢ indicando que tiene un pH inicial de 3,61 (Figura 14), por lo que se utiliz6 reguladores de pH
para su actuacion como: Tris-base 0,05M -pH 10,63- y CaCl2 a0,1M -pH 6,8-. La funcion de estos
reguladores es mantener el pH de la solucion constante. Entonces, se ajusto en el equipo orbital el
pH para cada enzima: la papaina con un pH de 8,7 y la quimotripsina con un pH 8 (Figura 15-16).
Figura 14

Potenciémetro.

Nota. En esta figura se observa el pH inicial de la muestra en 3.61. Fuente: Elaboracién propia.
Figura 15

Potencidometro con Regulador para Quimotripsina.

Nota. En esta figura se observa pH de la quimotripsina en 8 regulado con Tris-Base. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 16

Equipo Orbital (Thermo).

Nota. En esta figura se observa el pH de la papaina (8.7) y la quimotripsina (8) estan siendo
estabilizados. Fuente: Elaboracion propia.

La actuacion eficiente de las enzimas dependi6 de la temperatura y su nivel de pH inicial;
por esta razon, la desproteinizacion se hizo en matraces Erlenmeyer colocando para la papaina
E/S: 0,5:100 y la quimotripsina E/S: 0,7:100, con agitacion constante de 140 rpm por tres horas, a
40 °C. Posteriormente, la mezcla se separé manualmente a través de cuatro capas de gasas para
retirar la fase solida y liquida. Por su parte, la fase sélida se lavd con agua desionizada tres veces
hasta obtener un pH neutro, para luego las muestras llevarlas a una estufa a 60 °C durante 6 horas.
Como indica Gagné (1993) El grado de desproteinizacion —-DDP- se expresa en porcentaje y se
debe calcular mediante la siguiente ecuacion 1 —desproteinizacion-.

Ecuacion 1

Ecuacion para Determinar el Contenido de Humedad de la Quitina

[(PO x 0) — (Pr X R)] y

DDP(%) = 550
(o]

100
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Donde PO Y PR son las concentraciones de proteina (%) antes de la hidrdlisis; mientras
que O, y R representan la masa (g) de la muestra original y el residuo hidrolizado sobre la base del
peso, respectivo.

Figura 17

Muestras Desproteinizadas con Método Enzimatico.

Nota. En esta figura se observa que las muestras de camardn desproteinizada mediante el
tratamiento enzimatica con papaina y quimotripsina. Fuente: Elaboracion propia.
Despigmentacion. La tercera etapa se realizd la despigmentacion con la aplicacion de
etanol al 96% en una relacion 1:20 con agitacion incesante y abluciones con agua desionizada.
Después, la muestra se coloco en el equipo espectrofotdmetro UV-visible para medir la
absorbancia de la muestra con enzima papaina 0.2783A y de 0.3612 A para la quimotripsina a una
longitud de onda de 470 nm.
Figura 18

Despigmentacion de la Muestra.
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Nota. En esta figura se observa la muestra A, antes de la despigmentacion y la muestra B, después
de la despigmentacion. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 19

Muestras Despigmentadas.

Nota. Fuente: Elaboracion propia.
3.2.3 Pruebas de Caracterizacion de la Muestra
Las pruebas de caracterizacion se realizaron en cada una de las muestras despigmentadas
que se observan en la Figura 19.
3.2.4 Determinacion del Porcentaje de Proteina. Este procedimiento se realizé en el Laboratorio

MSV ubicado en la ciudad de Cuenca, mediante el método de Kjeldahl.
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Digestion. En el proceso de digestion se pes6d 0.15g de la muestra para la papaina y
quimotripsina, colocando en el baldn del digestor (Figura 20). A continuacion, se afiadié 1.7g de
K2S04 y 0.2g CuSO4 al mismo tiempo se afiadié 2.5 mL de H2SO4 concentrado y finalmente
Ilevamos a la estufa a 250°C por 30 minutos.

Figura 20

Balon Digestor.

Nota. En esta figura se observa el montaje experimental para la determinacion de proteinas por
método Kjeldahl: Digestion. Fuente: Elaboracion propia.

Destilacion. En este procedimiento se afiadié 7 mL de H20 destilada y se traspasoé al balén
Kjeldahl con 5 mL H20. A continuacion, se coloc6 10 mL de NaOH 40% -Calculos-. En un
Erlenmeyer se adiciond 10 mL de &cido borico mas siete gotas de indicador Tashiro -2mL rojo de
metilo 0,1% y 1 mL azul de metilo-. Posteriormente, se inici6 la destilacion, la manguera debe
estar sumergida en el acido borico y destilar por 5 minutos hasta que la solucién tenga color verde

claro.
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Figura 21

Equipo Destilador Automatico Kjeldahl (marca Biobase).

Nota. En esta figura se observa el montaje experimental para la determinacion de proteinas por
método Kjeldahl: Destilacion. Fuente: Elaboracion propia.

Titulacion. En este proceso se realizé con HCI 0.1 hasta obtener un color del indicador de
Tashiro; es decir de color morado. Determinacion del porcentaje de proteina en las muestras
mediante la siguiente ecuacion.

Ecuacion 2

_ (14.01)(N) (V) (100) (F)
- m(1000)

Proo

Donde VT= volumen de la titulacién; F= 6.25 (Valor asignado para proteinas en general);
N=normalidad del HCI; (14.01) = Peso atomico del nitrégeno; m= masa de muestra en gramos.
3.2.5 Determinacién del Porcentaje de Humedad. Para este proceso se peso 2g de cada muestra
como materia prima, seca pulverizada y tamizada. Luego se llevé al equipo llamado Balanza
Hal6gena MB45, determinando el porcentaje de humedad a una temperatura entre 50 a 70 °C y un

tiempo estimado entre 7 a 20 minutos; dependiendo de la caracteristica de la muestra.
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Ecuacion 3
Ecuacion para determinar el contenido de humedad de la quitina.

(Peso charola con muestra sin humedad — peso charola)
*100] — 100

0, =
%H = [ Peso de la muestra

Nota. Tomado de Official Methods of Analysis.
Figura 22

Materia Prima.

Nota. En esta figura se observa la materia prima lista para determinacién del porcentaje de
humedad. Fuente: Elaboracion propia.
Figura 23

Muestra Pulverizada y Desmineralizada.
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Nota. En esta figura se observa la muestra pulverizada, secada y tamizada (A) y la muestra
desmineralizada (B), para determinar el porcentaje de humedad. Fuente: Elaboracién propia.
Figura 24

Metro Metter Toledo HB

Nota. En la figura A se observa en la balanza de humedad el peso de materia prima y en la figura

B se observa el peso de la muestra desmineralizada, para la determinacion del contenido de

humedad. Fuente: Elaboracion propia.

3.2.6 Determinacion del Porcentaje de Cenizas. Para determinar cenizas se siguié el

procedimiento del Instituto Nacional Ecuatoriano de Normalizacion.
En primer lugar, se deseco el crisol de porcelana por 10 minutos y luego se peso el crisol
vacio. Después, el crisol se calentd en la mufla ajustada a 550 + 15 °C, durante 30 minutos.
Una vez alcanzada la temperatura ambiente, y se pesé en el crisol 5 g de la muestra.
Posteriormente, se coloco el crisol con la muestra cerca de la puerta de la mufla abierta y
se mantuvo alli durante pocos minutos. De ahi, se introdujo el crisol en la mufla a 550+ 15
°C hasta que se obtuvo cenizas de un color gris claro. Finalmente, se saco de la mufla el
crisol con la muestra, dejandose enfriar en el desecador y se peso tan pronto como alcanzo

la temperatura ambiente. (p. 1)
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Ecuacién 4

Ecuacion para determinar porcentaje de ceniza

(Peso con ceniza — peso crisol)
= X

C% = 100

peso muestra

Nota. Tomado de Official Methods of Analysis.

Figura 25

Equipo Mufla. (Thermo)

Nota. En esta figura se observa el equipo mufla para la determinacién de cenizas a 550+ 15 °C.
Fuente: Elaboracién propia.
Figura 26

Desecador. (Thermo)



59

Nota. En esta figura se observa las muestras de crisol desecandose durante alrededor de 60
minutos Fuente: Elaboracién propia.
3.3 Determinacion de las caracteristicas quimicas de la quitina

Determinacion del porcentaje de quitina obtenida. El porcentaje de pureza de la quitina
se determin6 mediante el método de Black y Schwartz. Primero, se coloc6 5 g de muestra de quitina
en un matraz, se agregd 100 mL de HCI al 3 %, se puso a reflujo por 60 minutos y se lavohasta
alcanzar pH 7 (Figura 27). La muestra se volvio a colocar en el matraz y se agregd 100 mL de
NaOH al 5 % vy se reflujo por 60 minutos mas, luego se lavo hasta eliminar el NaOH. Ademaés,se
peso la muestra secada a 110 °C por 15 minutos y se vuelve a pesar. Por Gltimo, se incinerd enla
mufla a 700 °C por 30 minutos y se peso.

Ecuacion 5

Ecuacion para determinar el porcentaje de quitina.

Wms — Wmi

%Quitina = ( T ) * 100

Donde Wms= masa de muestra seca(g), Wmi= masa de la muestra incinerada(g), Wm=
masa de la muestra inicial (g)
Figura 27

Equipo de Reflujo.
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Nota. En esta figura se observa la muestra en reflujo (una hora). Fuente: Elaboracion propia.
Figura 28

Muestra Lavada.

Nota. En esta figura se observa la muestra lavada con pH 7. Fuente: Elaboracion propia.
Determinacion del grado de acetilacion. Se determinG mediante la valoracion
potenciométrica, para ello, se disolvi6 0.16 g de quitina con la enzima papaina en 6.4 mL de HCL
0,3M y para la enzima quimotripsina se disolvi6 0.13 g en 5.2mL de HCL 0.3 M. Asi también, se
titul6 con una solucion NaOH 0,1M. La valoracién se realizé midiendo el cambio de pH cada 2mL
de la base afiadida, hasta alcanzar un valor de pH aproximadamente 11. El grado de acetilacién se

determind con los puntos de inflexién -V1 y V2- que representan la cantidad de acido necesario
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para protonar los grupos amino de la quitina. Tras el andlisis de las muestras, con las diferentes
enzimas, se trabajo con pardmetros de concentracién de NaOH 0.1 y volumen de 2 mL.

Ecuacion 6

Ecuacion para determinar el grado de desacetilacion (DD) y el grado de acetilacion (DA).
%DD = 16,1(V1 —V2)f/w
%DA = 100 — DD
Donde: %DD= Grado de desacetilacion, V1 y V2= volumenes de NAOH 0,1 M,
Correspondientes a los puntos de inflexién (mL), W= masa de la muestra (g), f=molaridad de la
solucién de NaOH (0,1M), %DA= Grado acetilacion
Tabla 5

Datos para la curva de titulaciéon potenciométrica de Quitina con Enzima Papaina.

V NaOH, mL pH
1mL 0.84
2mL 0.85
3mL 0.89
4 mL 0.96
6 mL 1.04
8 mL 1.13
10 mL 1.24
12 mL 1.4
14 mL 1.67

14,2 mL 1.72
14,4 mL 1.77
14,6 mL 1.79
14,8 mL 1.89
16 mL 2.27
17 mL 3.86
17,5 mL 9.6

17,9 mL 111




Nota. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 6
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Datos para la curva de titulacién potenciométrica de Quitina con Enzima Quimotripsina.

V NaOH, mL pH
2mL 0.86
4 mL 0.94
6 mL 1.04
8 mL 1.17
10 mL 1.34
12 mL 1.67
14 mL 2.29
15 mL 9.03

153 mL 10.55
15.4 mL 10.91
15.5mL 11.04

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

Una vez determinado los dos puntos de inflexion,

correspondiente para hallar el grado de des acetilacion.

Ecuaciéon 7

Ecuacidn para determinar grado de acetilacion.

16,1(V1-V2)f

w

%DD=

%DA-100 DD

se aplico

la ecuacion

En donde %DD= Grado de desacetilacion, V1 'y V2 = volimenes de NaOH (0,1M)

correspondientes a los puntos de inflexién (mL), f= molaridad de la solucion de NaOH ( 0,1 M) ,

W=masa de la muestra (g), %DA= Grado de acetilacion.
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Capitulo 4

4.1. Resultados y Discusion
4.1.1 Tamafio de Particulas

El tamafio de particula con la que se trabaj6 fue de 250 um. Asi mismo, en un estudio
realizado por Cisneros et al. (2019) en exoesqueletos del camardn se evidencia un tamafio de
particula similar, despueés de la preparacion de la materia prima, con aproximadamente 300um.
4.1.2 Desmineralizacion

Una vez molida, tamizada y seca la materia se considerd 5g de muestra y se procedio a la
desmineralizacion con acido acético, se uso la concentracion que obtuvo mejores resultados que
fue del 15% durante 3 horas, por lo que resulté ser el porcentaje y tiempo adecuado para la
eliminacion de minerales de la cascara de camaron (Litopenaeus vannamei); consiguiendo un
99% de desmineralizacion. En este sentido, Gagné (1993) en su investigacion realiz6 4
tratamientos con diferentes concentraciones por lo que sometio la cascara de camaron molida y
seca al proceso de desmineralizacion utilizando, de igual manera, la concentracion que obtuvo
mejores resultados como es la de 15% de &cido acético durante 3 horas obteniendo un grado de
desmineralizacion del 95.67 %.
4.1.3 Desproteinizacion

En el proceso de desproteinizacion se determind el porcentaje de proteina obtenida de la
relacion enzima-sustrato: E/S. En primer lugar, se realizo el tratamiento con la enzima papaina en
una relacion 0.5/100, obteniendo 15.33 % de proteina y una desproteinizacion de 33.85 %. Por
otro lado, se encontr6 que el tratamiento con enzima quimotripsina en una relacién 0.7/100, resulto
ser mejor que con la papaina. Por lo tanto, se obtuvo un tanto por ciento de proteinas de 11.40%,

lo que significa, que mediante el tratamiento con quimotripsina por lo que alcanzé a una
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desproteinizacién de 83.5%. En este sentido, no se encontré una diferencia estadistica significativa
entre ambos tratamientos, tomando en cuenta que con el tratamiento de quimotripsina obtuvo una
mejor desproteinizacion en relacion al sustrato, siendo mas favorable que con el tratamiento de la
papaina. Es asi que, los resultados expuestos por Gagné (1993) y Cisneros et al. (2019) quienes
se refieren en sus investigaciones, tras varios ensayos, las relaciones que se ajustan a las
condiciones Optimas para cada enzima papaina-sustrato E/S= 0.5/100 y la enzima quimotripsina
E/S=0.7/100. Asi también, Cisneros et al. (2019) refiere en su estudio un porcentaje de hidrolisis
de proteina con quimotripsina equivalente a 73.48 % y para el tratamiento con papaina un
porcentaje de eliminacion de proteinas de 65.43 %. Por lo tanto, ambos estudios, también,
concluyeron que la muestra con el tratamiento enzima quimotripsina en relacién al sustrato elimina
mayor porcentaje de proteina que con el tratamiento con enzima papaina; sin embargo, no son
estadisticamente significativos, porgue las relaciones Enzima/Sustrato son muy cercanas.

Ademads, para ambas muestras de papaina y quimotripsina, segun las relaciones
correspondientes, se utilizaron los mismos parametros de temperatura a 40 °C, tiempo de 3 horas
y una agitacién hasta 140 rpm. Por su parte, Cisneros et al. (2019) indica el procedimiento para la
obtencion de la quitina mediante el método normal y enzimatico, el cual refiere que una vez limpio,
seco y molido el exoesqueleto del camardn requiere una agitacion de hasta 300 um a 40 ° C, de
igual manera durante 3 horas.

Célculos para preparar tampon bioldgico:

CaCl2.

147,01g 1mol

100mL X
1 mol 1000mL

= 14,701y

14,701g CaCl2
0,1M x

= 1,47gCaCl2
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Tris-Base.

121,14g 1mol
1mol 1000mL

100mL X

=12114g¢g

12,114g

0,05M X = 0,607g

Célculos de desproteinizacion de los dos tratamientos.

Enzima/Sustrato: Papaina.

0,5
2,59 Muestra X m =0,0125mL x 1000 = 12,5U1

Enzima/Sustrato: Quimotripsina.

0,7
2,5g Muestra x m = 0,0175mL x 1000 = 17,5g

Se realiz6 un analisis para los resultados por medio del método ANOVA. Con un nivel de

significancia del 95% como se puede observar en la (Tabla 7)

Tabla 7: Andlisis de la varianza de los tratamientos.

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 0,05226 0,05226 0,38 0,602
Error 2 0,27707 0,13854

Total 3 0,32933

Nota. GL = Los de libertad total, MC Ajust= miden que tanta variacion explica un término o un
modelo, SC Ajust= Es la diferencia entre la suma total de los cuadrados y la suma de los cuadrados
del error, Valor F= determina si cualquier termino en el modelo esta asociado con la respuesta,
Valor p=valor de significancia. Hipdtesis alterna= no todas las medias son iguales Hipotesis nula=

todas las medias son iguales, a= nivel de significancia (0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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El valor p obtenido es mayor a 0,05 por lo tanto se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipotesis
alterna, en donde se comprobé que no existe una diferencia significativa entre los dos tratamientos

en el proceso de hidrolisis de proteina, corroborando en la (Tabla 8).

Tabla 8: Comparacion en comparacion de dos tratamientos, mediante el método de Tukey

Nota. *p= Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Factor N Media Agrupacion
Tratamiento 2 2 0,474 A
Tratamiento 1 2 0,2459 A

Elaboracion propia

4.1.4 Caracteristicas fisico-quimicas de la quitina obtenida mediante tratamiento enzimatico
Las caracteristicas fisico-quimicas de la quitina se obtuvieron mediante una metodologia
enzimatica con papaina y quimotripsina. En los resultados se da a conocer por medio del método
estadistico de ANOVA a través el método de Tukey, que entre la muestra 1 -enzima papaina- y la
muestra 2 (enzima quimotripsina), existen diferencias significativas en los porcentajes de las
caracteristicas quimicas referentes a la proteina, mientras tanto, para las caracteristicas de la ceniza
y la humedad, no se observan diferencias con el uso del método enzimatico. Por lo tanto, el valor

p obtenido en la caracterizacion de la proteina es menor a 0.05 lo que rechaza la hipoétesis nula.

Entonces, con la aplicacién del método enzimatico (papaina y quimotripsina) se encuentra
no hay una diferencia significativa en la proteina presente en la quitina a un nivel de confianza
aceptable por lo que en las muestras obtenidas con quitina con papaina y guimotripsina son de
15,33% y11, 40% y en el porcentaje de ceniza son de 1,96% y 1,8%, y humedad de 2,50% y
1.65%.Estos resultados con corroborados por un estudio realizado por Cisneros et al. (2019), quien
a traves de un analisis proximal del exoesqueleto del camardn con quitina bioldgica a partir de la
quimotripsina -muestra 1- y papaina -muestra 2-, se encontraron resultados de 17.23 %y 11.13 %,

respectivamente. Asi mismo, para determinar el porcentaje de ceniza -0.74 % - 0.21 %- y humedad
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-3.57 % - 4.08 %-, por lo que en ambos casos no se encontrd diferencia significativa, como
podemos ver en la tabla 9 y tabla 10.

Tabla 9

Analisis de varianza en correlacion a las caracteristicas quimicas entre la enzima papaina y la

enzima quimotripsina.

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 172.938 86.469 32.04 0.009
Error 3 8.097 2.699

Total 5 181.035

Nota. GL = Los de libertad total, MC Ajust= miden que tanta variacién explica un término o un
modelo, SC Ajust= Es la diferencia entre la suma total de los cuadrados y la suma de los cuadrados
del error, Valor F= determina si cualquier termino en el modelo esta asociado con la respuesta,
Valor p= valor de significancia. Hipotesis alterna= no todas las medias son iguales Hipdtesis nula=

todas las medias son iguales, a= nivel de significancia (0.05). Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 10

Analisis de medias entre los métodos enzimaticos para cada caracteristica quimica de la quitina.

Factor N c X IC de 95 % Agrupacion
Proteina 2 0.00601 13.37 (-0.01622; 0.05772) A
Humedad 2 0.001131 2.075 (-0.018169; B
0.055769)

Ceniza 2 0.0278 1.8800 (0.0967; 0.1706) B
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Nota. *N = numero de variables comparadas; ¢ = desviacion estandar; x = media; IC = nivel de
confianza. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

En este grafico determina los rangos de probabilidad de las diferencias y evalla las diferencias, en
el primer tratamiento de 0- 0,5% encontramos un intervalo de -16.42; 21.97-, mientras que en el
segundo tratamiento de 0-0,7% intervalo de -12.4; 25.9- y entre los dos tratamientos existe un
intervalo de -21.6; 29.5-, por lo que en la linea no contiene cero, las medias son significativamente
diferentes. (Figura 30)

1.5.Figura 29

Diagrama de cajas mediante el método de tukey para las comparaciones de las caracteristicas

fisicas (ceniza, humedad y proteina) de las dos muestras obtenidas.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para Humedad; Ceniza; ...

Ceniza - Humeadad

Proteina - Hurmedad

[ ]

Proteina - Ceniza

-0,10 -0,05 0,00 0,05 010 015 0,20

5i wn intervalo no contiene cera. (as medios covrespondientes son significativamente
diferentes.

Nota. ICs simultaneos de 95% de Tukey para los tratamientos de quitina. Fuente: Elaboracién Propia

Determinacion del Porcentaje de Humedad con Papaina y Quimotripsina. Se
determind en la balanza halégena, la de humedad de la materia prima, por lo que sé coloco en un
intervalo de peso -hierbas secas- 1.7g a 2.3g- a una temperatura de 51°C en 20 min, porque tenia

una similitud con la materia prima, luego procedemos a colocar la materia prima (céscara de
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camaron) en el equipo, por lo que se obtuvo un alto contenido de humedad correspondiente al
35.87%. Mientras que, con enzima papaina y quimotripsina el contenido de humedad disminuyd
a 2.50% y 1.65%, respectivamente. Concluyendo que el tratamiento quimotripsina, obtuvo un
menor porcentaje de humedad de la muestra, (Tabla 11). Mientras tanto Cisneros et al. (2019),
determino el contenido de humedad, utilizando el método de la gravimetria, que requiere de 24
horas a una temperatura muy elevada de 105 °C para determinar dicho porcentaje obteniendo como
resultado en la materia prima un porcentaje de 57,81% y en los tratamientos quimotripsina de
3,57% y papaina de 4,08%.

Tabla 7

Determinacion del porcentaje de humedad en diferentes procesos.

Muestra Temperatura Tiempo % de humedad
Materia Bruta 51°C 20:46 min 9.05 %
Materia prima 54°C 7:20 min 35.87 %

desmineralizada
Quitina E. Papaina 51°C 20 min 2.50 %
Quitina E. Quimotripsina 51°C 20 min 1.65 %

Nota. El porcentaje de humedad en la materia bruta es de 9,05% a 51°C en 20 min, mientras que
en la materia prima desmineralizada paso por varios procesos como secado, pulverizado ytamizado
se obtuvo un 35,87% a 54°C en 8 min, y con los dos tratamientos con enzimas se obtuvopara
papaina 2.50 % y quimotripsina a 51°C en 20 min. Fuente: Elaboracion propia.

Determinacion del porcentaje de cenizas. Con la aplicacion de las normativas INEN 520:2013,
se encontrd que la materia prima en base seca esta constituida por 19.39 % de cenizas,
observandose un deterioro en el tratamiento con papaina de 1.96 % y con quimotripsina del 1.8
%. Se mantuvo en la mufla durante 6 hora aproximadamente y media a una temperatura de 650 °

C. En este sentido, Es asi que Gagné (1993), realzo con el método de analisis de la AOAC
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(1990) que es por gravimetria en una mufla a 650 °C, durante 6 horas, hasta llegar a un peso
constante, obteniendo como resultado con la quimotripsina de un 0,74% y papaina 0,21% de
ceniza.

Calculos:

Porcentaje de ceniza de enzima quimotripsina.

_ (67,8232 — 67,7858)

x 100 = 1,8%
’ 2,0231 ’
Porcentaje de ceniza de enzima papaina.
62,5893—-62,5498
c% = ( ) %100= 1,96%

(2,0152)

Efecto del porcentaje de ceniza sobre la concentracién de cada enzima. Indica que no
hay diferencia significativa entre las medias de dos determinaciones dando un valor de p = 0,861,
indicando que se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipotesis alternativa entre las dos
muestras (Figura 31).
Figura 30

Determinacion del contenido de cenizas con papaina y quimotripsina.



71

Porcentaje de ceniza

2,00%
1,95%
1,90%
1,85%
1,80%
1,75%

1,70%
Muestra Papaina Muestra Quimotripsina

Nota. Porcentaje de ceniza de dos tratamientos, con papaina y quimotripsina. Fuente:
Elaboracion propia.
4.1.6 Determinacion de Grado de Acetilacion

Se determino que la quitina presentd mayor grado de acetilacion con en el tratamiento
enzimatico de papaina en una relacion 0.7/100 (98,72 %). Mientras que, la quitina que presenta
bajos resultados fue en el tratamiento enzimatico con quimotripsina en una relacion 0.5/100
(98,39%). Por lo tanto, el tratamiento con la enzima papaina tiene mas grado de acetilacion. En
este mismo sentido, Cisneros et al. (2019) indica que el mayor grado de acetilacion fue la
obtenida mediante el tratamiento enzimatico con papaina en una relacion enzima-sustrato
0.7:100; mientras tanto, el tratamiento que presenta bajo contenido de acetilacion fue con
quimotripsina en una relacion enzima sustrato 0.5:100.

Calculos:

Porcentaje de Grado de Acetilacion con Papaina.
%DD=16,1(V1-V2) = 16,1(17,9mL-17,5mL)0,1M0,5g = 1, 28

%DA=98,72
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Porcentaje de Grado de Acetilacion con Quimotripsina.
%DD= 16,1(V1-V2) = 16,1(15,5mL-15mL)0,1M0,5¢g = 1, 61
%DA= 98,39
Tratamiento Estadistico del Grado de Acetilacion para la muestra papaina. -Mediante la prueba
de normalidad de Anderson Darling-, lo que nos indica que significa que hay diferencia
significativa (<0,05). (Tabla 12).

Tabla 8

Prueba de Normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 2,52

Valor p <0,005

Media 2,5867

Desv.Est. 3,2516

Varianza 10,5730

Asimetria 2,19837

Curtosis 3,85935

N 15

Minimo 0,0000

ler cuartil 0,9600

Mediana 1,4000

3er cuartil 2,2700

Méaximo 11,1000

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
Intervalo de confianza de 95% para la media
0,7860 4,3874

Intervalo de confianza de 95% para la mediana
0,9899 2,0459

Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
2,3806 5,1281
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Nota. Prueba de normalidad, para determinar si hay diferencia significativa en el grado de
acetilacion. Mediante el método de Anderson-Darling. Fuente: Elaboracion Propia

Se realiz6 la curva de titulacion para determinar las zonas tampones bioldgicos, observando los
puntos de inflexion para la muestra de papaina a un pH de 9,6 con un volumen de 17.5 (Figura
32).

El pH fue estabilizado con Tris Base mezclado con HCI para evitar sobrepasar el rango de
pH requerido y sin necesidad de trabajar con &cidos o bases, pH entre 7.0 a 9.0. Mientras que con
cloruro de calcio para un pH entre 4.0 a 7.0 tal como propone Velasco (2005). Por lo que se trabajo6
con un pH de 8,7.

Figura 31
Curva de Titulacion de la muestra de Quitina con la Enzima Papaina.

Gréfica de intervalos de PH vs. V
95% IC para la media

0 20 30 40 60 80 100 120 140 142 144 146 148 160 170 17.5 179
v

Nota. Grafico de intervalos del volumen vs pH, del tratamiento con enzima papaina. Fuente:
Elaboracion propia.

Tratamiento Estadistico del Grado de Acetilacion para la muestra quimotripsina. -Mediante la
prueba de normalidad de Anderson Darling-, lo que nos indica que significa que hay diferencia

significativa -<0,05-. (Figura 33)



Figura 32

Curva de intervalos de pH vs V de la muestra quitina con la enzima quimotripsina.
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A-cuadrado 2,55

Valor p <0,005

Media 1,9587

Desv.Est. 3,3783

Varianza 11,4128

Asimetria 2,25215

Curtosis 4,15614

N 15

Minimo 0,0000

ler cuartil 0,0000

Mediana 0,9400

3er cuartil 1,6700

Méaximo 11,0400

Intervalo de confianza de 95% para la media
0,0878 3,8295

Intervalo de confianza de 95% para la mediana
0,0000 1,5467

Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
2,47335,3279

Nota. Prueba de normalidad, para determinar si hay diferencia significativa en el grado de
aceltilizacion. Mediante el método de Anderson-Darling. Fuente: Elaboracién Propia
Grafica de caja de curva de Intervalos de pH vs V de la muestra Quitina con la Enzima

Quimotripsina.
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Figura 33: Curva de titulacion de la muestra de quitina con la enzima quimotripsina

Nota. Grafico de intervalos del volumen vs pH, del tratamiento con enzima papaina. Fuente:
Elaboracion propia.

Grupos amino libres. Se realiz6 mediante el método de volumetria potenciométrica
determina los valores de pH y volumen de NaOH que son importantes para contrarrestar los acidos
libres e instaurar la cantidad de acido que protona los grupos aminos de la quitina. Se encontré el
peso de la quitina equivalente a 45.29 g. En la tabla 12 se puede observar los volumenes utilizados
para alcanzar el punto final de la titulacién dando como resultado un porcentaje de grupo de amino
en el tratamiento de quitina con papaina con un 14.29% vy para el tratamiento con quimotripsina
de 17.43% equivalentes al grado de acetilacion de 66.04% y 61% encontrandose dentro del rango
de la quitina comercial. Segun Cisneros et al. (2019), para el grado de acetilacion todos los
tratamientos -quimotripsina y papaina- alcanzaron un valor de 80% aproximadamente y una masa
molecular del orden 10°. Por lo tanto, este estudio demuestra la garantia de la combinacion de
procedimientos con acidos débiles y enzimas proteoliticas.

Tabla 13

Porciones de grupos amina en la muestra con tratamiento enzimatico de papaina y quimotripsina.
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(Y-X)-

Muestra Y(mL) X(mL) mL NH2 % Grado acetilaciéon
M.Quitina Papaina 17.5 17 0.5 14.29% 98,39%
M.Q.Quimotripsina 15 145 0.5 17.43% 98,72%
Quitina Estandar 78.45 56.71 21.74 259 % 74.98%

Nota. X= punto de inflexion mayor; Y= punto de inflexion menor; F= es la molaridad de la
solucion NaOH; W= peso en gramos de cada muestra. Fuente: Elaboracién propia.

4.1.7 Determinacion de porcentaje de quitina de la muestra con la enzima papaina y con

la enzima quimotripsina.

Se realiz6 un analisis para los resultados por medio del método ANOVA con un disefio
completamente al azar para el porcentaje de las muestras con la enzima papaina y quimotripsina.
Con un nivel de significancia del 95%. En tanto, el valor p obtenido es menor a 0.05 por lo tanto
concluimos que hay diferencia significativa entre las dos muestras obtenidas mediante una
metodologia enzimaética. Es decir, se obtiene mayor porcentaje de quitina con la enzima
quimotripsina en una relacion 0.7/100 (92.51 %) (Tablal3). Mientras que, en el estudio de Cisneros
et al. (2019) no existe diferencia significativa en la obtencion de la quitina mediante losmétodos
enzimaticos con papaina (78.31 %) y quimotripsina (70. 01 %); sin embargo, la quimotripsina en

una relacion 0.5/100 muestra porcentajes de quitina mas bajos que otrosprocedimientos (66.24 %).
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Calculos:
Porcentaje de Quitina con Papaina.
%Quiting = (B9 «100  =5472%
5,8689g
Porcentaje de Quitina con Quimotripsina.
%Quitina = (“F289=20229) %100 = 92 51%
5,0840g
Tabla 14

Porcentaje de Quitina Obtenida mediante Método Enzimatico.

Muestra Peso de la muestra ~ Concentracion % Quitina
M.QuitinaPapaina 5.0429 0.5/100 54,72%
M.Quitina Quimotripsina 5.0434 0.7/100 92,51%

Nota. *M. Quitina Papaina = Muestra de Quitina con Papaina. *GL = Los grados de libertad total;
SC Ajust. = Es la diferencia entre la suma total de los cuadrados y la suma de los cuadrados del
error; MC Ajust = miden qué tanta variacién explica un término o un modelo; Valor F = determina
si cualquier término en el modelo esta asociado con la respuesta; Valor p = valor de significancia.
Hipdtesis nula = todas las medias son iguales; Valor p = valor de significancia.

Tabla 15

Anélisis de varianza en el porcentaje de quitina obtenida de la muestra 1 (Enzima papaina) y

muestra 2 (Enzima quimotripsina), corroborando (Figura 35) y (Figura36)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 1 360.8 360.8 0.13 0.000
Error 2 5684.4 2842.2

Total 3 6045.3

Nota.*GL =Los grados de libertad total; SC Ajust. = Es la diferencia entre la suma total de los

cuadrados y la suma de los cuadrados del error; MC Ajust = miden qué tanta variacion explica un
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término o un modelo; Valor F = determina si cualquier término en el modelo est4 asociado con la
respuesta; Valor p = valor de significancia. Hipotesis nula = todas las medias son iguales; Hipotesis
alterna = no todas las medias son iguales; a = nivel de significancia (0.05).

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 16

Comparacion de dos muestras utilizando el método de Tukey y una confianza de 95 %.

Factor N Media Agrupacion
%Q.Quimotripsina 2 5475 A
%Q.Papaina 2 0.734 B

Nota. Las medias que comparten una letra son significativamente diferentes. Fuente: Elaboracidn
propia.
Figura 34

Diagrama de Cajas.

Grafica de caja de Q.E.Papaina; Q.E. Quimotr
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Nota. *IC = nivel de confianza simultdneos de 95% de Tukey para la muestra Quitina Papaina y
Quitina Quimotripsina. En la figura se muestra el porcentaje de quitina obtenida en las diferentes
muestras. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 35

Intervalos de Concentracion.

Grafica de intervalos de Q.E.Papaina; Q.E. Quimotr

95% IC para la media

os

Jat

Q.E.Papaina Q.E. Quimotripsina

Nota. Intervalos de concentracic’)n- de quitir{;"p.).ara I.ammuestra 1(Enzima papaina) y muestra
2(Enzima quimotripsina). Fuente: Elaboracion propia.
4.1.8 Espectroscopia de Infrarrojos por Transformacién de Fourier (FT-IR): Espectro
Quitina
Bandas de evaluacion del espectro infrarrojo de quitina por metodologia E. Papaina.
Observamos el espectro infrarrojo de la quitina con el tratamiento enzimatico de papaina en
absorbancia. Por lo que, en la region de 3600 cm-1 a 3500 cm-1, se visualiza una banda de tensién
con intensidad en 3263.40 cm-1 correspondientes a los grupos NH y OH debido al estiramiento

asimétrico de NH caracteristico del grupo amida. En las bandas de 2961.97 cm-1 a 2932.13 cm-1



80

se presenta dos sefiales debido a los estiramientos simétricos y asimétricos a los CH del anillo y
del CH3.

En las bandas 1546.12 cm-1y 1620.70 cm-1, se observa grupos amida | y amida I, por lo
que se hay dos picos de C-O-C y C=0 debido a la presencia de enlaces de hidrégeno en los que
participa el grupo carbonilo y grupo amida, caracteristico de la quitina.

En las bandas 1378.50 cm-1y 1310.46 cm-1 se observa el estiramiento asimetrico y
simétrico de grupos carbonilo como el éster.

Entre la region 1300 cm-1 y 800 cm-1 se observa tres sefiales correspondientes a
estiramientos del CO a 1153.99 cm-1 -1070.97 cm-1 -1026.06 cm-1dando una intensidad de la
banda 1153.99 cm-1 debido al estiramiento asimétrico de CO del puente de oxigeno.

En la regidn de las bandas. 1070.97 cm-1 y 1026.06 cm-1 se observan cuatro sefiales que
se atribuye al CO del anillo COH de los grupos COC y CH20H.Finalmente, la banda 550.15 cm-
1 no esta claramente asignada es relativamente débil.

Figura 36
Espectro infrarrojo absorbancia de la quitina mediante metodologia enzimatica con papaina:

bandas de referencia.
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Nota. Regidn entre 4000 cm™ a 400 cm™ de la quitina con papaina y quitina con quimotripsina.
Fuente: Elaboracion propia.

Bandas de evaluacion espectro infrarrojo de quitina mediante metodologia
Enziméatica Quimotripsina.Se observo el espectro infrarrojo de la quitina con el tratamiento
enzimatico de quimotripsina en absorbancia y transmitancia. Por lo que en la region de 3600 cm-
1- 3500 cm-1. Se visualiza una banda de tensién con intensidad en 3257.56 cm-1 correspondientes
a los grupos NH y OH debido al estiramiento asimétrico de NH caracteristico del grupo amida.
Mientras que en las bandas de 2958.75 cm-1 a 2932.13 cm-1. Se encontrd dos sefiales por los
estiramientos simétrico y asimétrico a los CH del anillo y del CH3.

En las bandas 1552.58 cm-1 y 1620.41 cm-1. se observa grupos amida | y amida Il. por lo
que se visualizan picos de enlaces C-O-C y C=0 debido a la presencia de enlaces de hidrdégeno
en los que participa el grupo carbonilo y grupo amida que es caracteristico de la quitina.

En las bandas 1376.94 cm-1 y 1309.22 cm-1 se observa el estiramiento asimétrico y

simétrico de grupos carbonilo como el éster.
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Entre la region de 1300 cm-1 y 800 cm-1 se observa tres sefiales correspondiente
estiramientos del CO dando una intensidad en 1153.31 cm-1 -1113.40. Por lo tanto, la banda
1153.31 cm-1 se da por el estiramiento asimétrico de CO del puente de oxigeno

En la region de las bandas. 1070.48 cm-1 y 1025.06 cm-1 se observo cuatro sefiales que se
atribuye al CO del anillo COH de los grupos COC y CH20H.

En las bandas de 960 cm-1 y 875 cm-1 se observa una sefial de 952.44 cm-1 debido a la
torsion fuera del plano del dimero del carboxilo y finalmente en la banda 550.15 cm-1 no esté
claramente asignada relativamente débil.

Figura 37
Bandas de referencia espectro infrarrojo en absorbancia de la quitina mediante metodologia

enzimatica con quimotripsina.
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Nota. Region entre 4000 cm™ a 400 cm™ de la quitina con papaina y quitina con quimotripsina.
Fuente: Elaboracion propia

Al observar los FTIR de las dos muestras es evidente las pequefias diferencias en el

desplazamientos de algunas bandas, en su intensidad y la aparicion de nuevas bandas que puede
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darse porque en cada tratamiento se realizé con diferentes enzimas, u otro factor es la existencia

de impurezas en las muestras:

Muestra Papaina: OH= 3263.4 CH=2961.97 Amida I= 1620.70Amida Il =1546,1

Muestra Quimotripsina: OH=3257.5 CH=2958.75 Amida I= 1620.4 Amida Il =1552.58

Al comparar con el espectro de quitina pura (Sigma Chitin, Co), se puede observar las principales
bandas y comprobamos que el tratamiento con metodologia enzimatica no afecta a la estructura de

la quitina.
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Capitulo 5
5.1. Conclusiones y Recomendaciones
5.1.1 Conclusiones

En primer lugar, se llevé a cabo la obtencidn de quitina de la cascara del camarén mediante
una metodologia enzimatica, comparando dos enzimas como papaina y quimotripsina, con la
finalidad de obtener quitina pura, por lo que se concluye que el tratamiento con la enzima
quimotripsina se obtiene quitina mas pura, no obstante, también se puede obtener un alto
porcentaje de quitina pura con la papaina.

Ademas, se comprob0O el uso eficaz de enzimas proteoliticas para la obtencion del
biopolimero quitina evitando el uso de acidos y élcalis, por lo que se concluye que estos
procedimientos, al igual que los tradicionales, disminuye drésticamente la cantidad de cenizas,
humedad y proteinas; obteniendo una quitina libre de impurezas.

Por otro lado, para obtener la estabilidad de una enzima y conseguir una mejor accion
proteolitica, en cuanto a las condiciones pH, temperatura y concentracion de enzima, se concluye
que la enzima quimotripsina tiene la mayor actividad proteolitica posible, con un pH 8, siendo el
mas aceptado para la actividad de la quimotripsina, se requiere una temperatura de 40°C y una
concentracion de enzima de 0.7/100. Ademas, con la quimotripsina en base seca bajo las
condiciones adecuadas se logré6 un porcentaje de proteinas de 11.40%, alcanzando una
desproteinizacién de 83.5%. N, después de los procesos de obtencion de la quitina, hay diferencia

significativa entre la papaina y la quimotripsina
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En la valoracion potenciométrica en la muestra de quitina con papaina y quimotripsina, se
puede instituir que las gréficas obtenidas, para ambas situaciones, tienen un comportamiento
similar, simbolizado en una curva sigmoidea.

La caracterizacion de quitina con papaina y quimotripsina, se realizé por el método de
espectroscopia infrarrojo que se fundamenta bésicamente en la comparacion de los espectros
relacionados con la presencia o ausencia del grupo carbonilo y radical acetilo. La quitina con
papaina presenta un espectro con las bandas de absorcién correspondiente al grupo amino a
3257.56 cm~1, mientras que, en la quitina con quimotripsina se observa una banda un poco mas
clara de grupo amida de 3263.40 cm~—1 debido al proceso de desproteinizacion al que las muestras
fueron sometidas; comprobando que no hay diferencia entre las bandas de los dos tratamientos,
por lo que comparamos con quitina pura, y tampoco hubo diferencia.

Finalmente, para la divulgacion o generalizacion de los resultados se elabor6 un borrador
de articulo cientifico con el fin de promulgar resultados y desarrollar otras propuestas de

investigacién en base a la presente investigacion o en la misma linea de investigacion.

5.1.2 Recomendaciones

Se recomienda que la Universidad promueva las investigaciones realizadas por los
estudiantes en diferentes empresas o industrias interesadas en el tema de investigacion, para su
aplicacion, y a la vez replicacion de resultados. Asi también, generar fuentes de trabajo para
quienes hacemos una investigacion de calidad y en beneficio del ambiente, con reutilizacion de

materia de desechos.
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Para futuras investigaciones, mas complejas, se insta trabajar con esta misma investigacion
de base mediante el método enzimatico -papaina y quimotripsina- para la obtencién del
biopolimero quitosano y, a su vez, lograr y desarrollar la produccién del pléstico biodegradable.

Se recomienda realizar investigaciones para la obtencién de la quitina mediante el método
enzimatico a través de otras materias primas: pared celular de ciertas plantas, exoesqueletos de
insectos u otros crustaceos, diferentes al camaron, para comparar el porcentaje de pureza de la

quitina de cada uno de estos y encontrar el mas idéneo para elaborar este biopolimero.
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Anexos

5.2 Aspectos Administrativos

5.2.1 Recursos: materiales. reactivos y econémicos
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RUBROS UPS COFINANCIADORES
ACTIVOS DEL | MATERIAPRIMA |0 $20.00
PROYECTO REACTIVOS 0 $900.00
SERVICIOS DE | TRANSPORTE 0 $40.00
FUNCIONAMIENTO | IMPREVISTO 0 $50.00
TRANSFERENCIA | INFORME FINAL |0 $50.00
DE RESULTADOS | EXPOSICION 0 $60.00

DERECHOS 0 $200.00

ENZIMAS 0 $200.00
TOTAL

$1520.00

5.2.2

5.2.3 Cronograma de actividades o Diagrama de Gantt
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

N°1 | Actividad desarrollada | Recursos/materiales/ | Fecha Horas requeridas
conocimientos
requeridos
N°2 | Revision bibliografia -Repositorios Web 01-01- 40h
UPS 2021/ 25-
12-2021
-Computadora
N°3 | Recoleccion de -Céscara de 12-01-21 | 60h
muestras camaron(Litopaneus | /05-03-
Vannamei) 2021
-Enzima papaina y
quimotripsina
-Etanol
-Acido acético
N°4 | Preparacion de -Equipos del 07-03- 15h
materiales y equipos laboratorio de 2021
quimica de la UPS.
-Reactivos
N°5 | Preparacion de la -Lavado y seleccion | 08-08- 30h
materia de la materia prima | 2021/09-
08-2021

-Secado (Estufas)

-Trituradora
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-Tamizado (Malla
#50)

-Balanzas

N°6

Obtencion de quitina

-Agitador magnético
- Vasos de 100mL

-Equipo de filtrado

al vacio.

-Papel filtro
-Estufas

-Lunas de reloj
-Crisol

-Papel aluminio
-Varillas
-Reguladores de Ph
-Potenciémetro
-Equipo
-Orbital(Thermo)
“-Enzima papaina

-Enzima

guimotripsina

-Vasos Enlemeyer

04-04-
21/11-04-
2021

200h
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N°7 | Realizar pruebas -Equipo de Kjeldahl | 24-04- 80h
quimicas ) 2021/28-
-Equipo de FTIR
04-2021
-Equipo de titulacion
-Mufla
-Crisoles
-Desecador
-Balanza de
humedad
-Equipo de reflujo
-Papel filtro
-Agua destilada
N°8 | Presentar los resultados | -Computadora 03-05- 20h
a través del analisis . 2021/07-
) -Minitab
estadisticos 05-2021
N°9 | Informes de resultados | -Computadora 10-05- 40h
2021/14-
-Resultados
05-2021
-Articulo cientifico
10-12-
-Base de datos 2021
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