UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI
CENTRO DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE

CENTRO DE ESTUDIOS EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS

ALIMENTOS
CENTRO DE INVESTIGACION EN NUTRICION, TECNOLOGIA DE s ' i
K <=
ALIMENTOS Y SUSTENTABILIDAD WATSS

Blgo. Jaime Sanchez Moreira

“Obtencion del Quitosano a partir de exoesqueletos de camardn
Blanco Penaeus vannamei (Perez — Farfante, 1997), para la
preservacion del Pimiento verde Capsicum annuum (Kardos, 1897)

en la provincia de Manabi — Ecuador”

TESIS DE GRADO PREVIA A LA OBTENCION DEL TiTULO DBMAGISTER EN
CIENCIA'YY TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. Luis Ayala Castro Ph. D.
MANTA ECUADOR

2010



UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI
CENTRO DE ESTUDIOS DE POSTGRADO E
INVESTIGACION
MAESTRIA EN ALIMENTOS

Los honorables miembros del tribunal examinador apueban el informe de
investigacion sobre el tema:

“Obtencion del Quitosano a partir de exoesqueletode camaron
Blanco Penaeus vannamel (Perez — Farfante, 1997), para la
preservacion del Pimiento verdeCapsicum annuum (Kardos, 1897) en
la provincia de Manabi — Ecuador”

FIRMAS

PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

MIEMBRO DEL TRIBUNAL




CERTIFICACION

Como Director de la tesisObtencion del Quitosano a partir de
exoesqueletos de camaron Blandeenaeus vannamel (Perez — Farfante,
1997), para la preservacion del Pimiento verde€Capsicum annuum
(Kardos, 1897) en la provincia de Manabi — Ecuadordel Bidlogo
pesquero Jaime Sanchez Moreira.

Certifico: Haber orientado y supervisado el trabdg investigacion, el
mismo que es producto de dedicacion y perseveradelaautor, y
considero que reune los requisitos y méritos srfteis para ser sometido a
la evaluacion del jurado examinador que los miestdel Consejo de
Postgrado designen.

Manta, diciembre de 2010

Dr. Luis Ayala Castro Ph.D.
DIRECTOR DE TESIS



DECLARATORIA DE AUTORIA

Las ideas, investigaciones, analisis, conclusiomespmendaciones y
resultados expuestos en el presente trabajo dstigaeion de tesis, son de
exclusiva responsabilidad de su autor.

Blgo. Jaime Sanchez Moreira
MAESTRANTE



DECLARATORIA DE AUTORIA

Declaro que la presente tesis, cuyo temd@stencion del Quitosano a
partir de exoesqueletos de camardn Bland@enaeus vannamel (Perez —
Farfante, 1997), para la preservacion del Pimientowerde Capsicum
annuum (Kardos, 1897) en la provincia de Manabi — Ecuador’es un
trabajo investigado y desarrollado en su totaligd el Blgo. Jaime
Sanchez Moreira, bajo mi autoria.

Dejo constancia también de que una vez aprobadafa@ime final y
realizada la sustentacion de este trabajo de igaegin, doy por cumplida
mi labor como tutor de esta tesis.

Manta, diciembre de 2010

Dr. Luis Ayala Castro Ph.D.
DIRECTOR DE TESIS



RESPONSABILIDAD EN EL INFORME FINAL

Los resultados y conclusiones obtenidas en edbajtrade investigacion
son de nuestra estricta responsabilidad y tienemoa@spaldo el derecho
de los autores reconocidos en la bibliografia spaadiente.

Dr. Luis Ayala Castro Ph.D. Blo. Jaime Sanchez Moreira
DIRECTOR DE TESIS MAESTRANTE



DEDICATORIA

Le dedico el presente trabajo de investigacionioa,Dnis padres
y hermanas, a mi esposa e hijo.



AGRADECIMIENTO

Quedo muy agradecido del presente trabajo de invagtacion, a
las personas que hicieron posible que se realizaima)a
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, a todo ektuerpo
docente de la USACH de Chile, y al Dr. Luis Ayala &stro Ph.D.



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, trata sadextraccion de la quitina del
caparazon del camaron del gén&mnaeus vanamel que se cultiva en la
Provincia de Manabi — Ecuador, para su desprotaitia soluble e insoluble
y su desmineralizacion, para luego aplicar una agacion parcial y
transformarla en quitosano, y ser aplicado a sigiesfde pimientos del

géneroCapsicum annuum que es cultivado también en Manabi.

Esta investigacion, se realiz6 en la planta pratmsade camardén Gondi S.A.
ubicada en la ciudad de Manta- Manabi, quienebtéaon sus instalaciones y

laboratorios para realizar los experimentos comedigntes.

Se aplico la técnica de extraccion de quitina dekada a nivel de laboratorio
por Astudillo (1992) modificando la agitacion segda etapa de

procedimiento.

Se utilizaron en total 180 unidades de pimientade®y frescos de la especie
Capsicum annuum, de los cuales se utilizaron 30 en cada evaluacion uans
detalladas en este trabajo de investigacion queoriusumergidos en la
solucion protectora (quitosano), y 30 unidades nales las mismas

caracteristicas que no fueron sumergidos en lacisoluprotectora, para



realizar la comparacion entre estos pimientos ygloshabian sido cubiertos
con la capa protectora, y visualizar la madurez gresentaban con el pasar de los
dias, a temperatura ambiente entre 28° y 30° Cup dmgar abierto.

Los resultados obtenidos en el presente trabagopfuevaluados durante los
meses de julio, agosto y septiembre del afio 2@d7arido en consideracion
el estado de madurez, la apariencia, olor y coi@nate la parte externa de los
pimientos durante 15 dias de cada mes.

Durante la evaluacion de julio, los 30 pimientos guitosano llegaron a
presentar un estado de madurez 7, mientras que3dopimientos con
guitosano, llegaron a obtener un estado de maduntez 4 y 5, a medida que
avanzaba la respiracion celular y la consecuentkiraaion.

En agosto, los 30 pimientos sin quitosano llegar@nesentar un estado de madurez
entre 6 y 7, mientras que los 30 pimientos conogaito, llegaron a obtener un
estado de madurez entre 4y 5.

En septiembre, los 30 pimientos que se utilizanongsitosano llegaron a
presentar un estado de madurez 7, mientras que3dopimientos con
guitosano, llegaron a obtener un estado de maeutez 4 y 5.

Estos monitoreos se realizaron a una temperatunaeata entre 29 a 30° C.



ABSTRACT

The present investigation work, tries on the exipbacof the quitina of the
shell of the shrimp of the gender Penaeus vanamagiis cultivated in the
County of Manabi - Ecuador, for its soluble andolnble desproteinizacion
and its desmineralizacion, stops then to apply ragbalesacetilacion and to
transform it in quitosano, and to be applied tofemes of peppers of the
gender Capsicum annuum that is also cultivatedanabi.

This investigation, was carried out in the plantimp procesadora Gondi
CORP. located in the city of Blanket - Manabi whoilitated its facilities and
laboratories to carry out the corresponding expenis

The technique of quitina extraction was appliedeligyed at laboratory level
by Astudillo (1992) modifying the agitation accardito the procedure stage.
100 units of green and fresh peppers of the spé&tagsicum annuum was
used, which were submerged in the solution protctoquitosano), and 100
units more than the same characteristics that wetesubmerged in the

solution protector, to carry out the comparison agthese peppers and those



that had been covered with the layer protectorisaalize the maturity that
you/they presented with spending of the days, tbianh temperature and in
an open place.

The results obtained work presently, they werewatad during the months of
July and August of the 2007, taking in consideratize state of maturity, the
appearance, scent and coloration of the extermabpthe peppers.

During the evaluation of July, the peppers withauitosano ended up
presenting a state of maturity 7, while the peppéts quitosano, ended up
obtaining a state of maturity 4, as it advanceddbléular breathing and the
consequent maturation.

In August, the peppers without quitosano ended rtgsgmting a state of
maturity between 4 and 5, while the peppers witlitogano, ended up
obtaining a state of maturity between 6 and 7.

In September, the peppers that were used withoutbsguno ended up
presenting a state of maturity 4, while the peppéte quitosano, ended up

obtaining a state of maturity between 6 and 7.
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1. INTRODUCCION.-

La quitina es un biopolimero tipo polisacarido, siderado a menudo como un
derivado de la celulosa, la diferencia se encuentral grupo hidroxilo del carbono 2,
el cual en la quitina ha sido sustituido por elpgracetamida y cuyo monémero es: 2 —
acetamida- 2 deoxiB-Dglucosa; la quitina es blanca, dura e inelastta&uitosano es
el derivado N-desacetilado de la quitina, por Iotda el quitosano es una amina
primaria y su monémero es 2-amino-2-defd-glucosa. La quitina y el quitosano
son comercialmente importantes debido a su altdeo@o de nitrogeno (6,89 %).
Ademas son recomendados como probables sustitgydatéos polimeros sintéticos
debido a que éstos tienen excelentes propiedades tamo biocompatibilidad,
biodegradabilidad, toxicidad nula, etc.

La quitina @(1-4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa), es obtenidaegalmente por un
tratamiento quimico de exoesqueletos de macro&ess, entre ellos el camaroén,
(también se encuentra en insectos, moluscos y Bdngbquitosanofj(1-4)-2-amino-
2-deoxi-D-glucosa), se obtiene por modificacidnngoa de la quitina, la cual es
tratada con una solucion alcalina concentrada igrital el polimero que se obtiene,
posee un comportamiento marcadamente basico debidoupo amino libre en su
estructura, lo cual ademas le proporciona ciemaacteristicas fisicoquimicas de gran

interés industrial.



La quitina es facil de obtener del exoesqueletoatearones o cangrejos, para ello se
requiere un tratamiento quimico con el fin de reemdes pigmentos, las sales, tales
como el carbonato de calcio y las proteinas quenseentran asociadas con ella.

La obtencion de quitosano se realiza por medio detratamiento con alcali
concentrado y caliente, con el fin de retirar layanacantidad de unidades acetilo de la
estructura del polimero.

La produccion industrial de quitina y quitosano,realiza por lo general a partir de
exoesqueletos de cangrejo y camardn, desechaddasdadustrias pesqueras y
alimentarias.

Para producir 1 kg de quitosano con grado de dtlsao@n del 70% se requiere 6,3 kg
de HCI, 1,8 kg de NaOH, 0,5 toneladas de agua deecpo y 0,9 toneladas de agua
para enfriamiento. La quitina y el quitosano somdpcidos comercialmente en
diversos paises como se detallan en la Tabla 1.1.

En este trabajo se presentan los resultados obterstl caracterizar el quitosano
obtenido por modificacion de la quitina extraidaek®esqueletos de camarén, para
crear un film que se utilizé6 en las superficiespil@iento verde para su proteccién
antimicotico y su correspondiente preservacion. lessiltados obtenidos indican que
el quitosano producido cumple con los estandaregatio de desacetilacién aceptados

para la aplicabilidad industrial de dicho material.



Continente Pais

Compafia

América EE.UU.

Chitogenica, Ltd.

Biopolymer Technologies Inc.

Biopolymer Engineering, Inc.

Carbomer, Inc.

DVC, Inc.

Amerchol. Inc.

Vanson Haloresource, Inc.

V-labs, Inc.

Frro Pfanstiehl Labs, Inc.

Biosytech

Synthecon, Inc.

EE.UU. y Canadg

AIDP, Inc.

Chile

Biotex S.A.

Bioagro Ltd.

Europa Islandia

Pimex ehf.

Bélgica

KitoZyme

Alemania

Kraeber Gmbh

Suecia

Carmeda AB

Asia Japén

NipponSuisan Co. Ltd.

Lion Coporation Inc.

Katakura Dhikkarin, Ltd.

Katokichi Co. Ltd.

Kyowa Technos Co. Ltd.

Anishiseika Colour and Chemical Manufactuing Co.

China

Zhongshi Intl. Inc.

Weiai Intl. Technical Coop. Shandong

Fuzhou Corona Science and Technology Developr
Co. Ltd.

nent

Jinan Haidebei Marine

Wanglog Chemicals

Qingdao Jiaonan Bright Moon Seaweed Industrial
Ltd.

Co.

Tailandia

Aqua Premier Co. Ltd

Rusia

Vostok-Bor Company

Corea

Jakwang Co. Ltd.

Dalwoo-Chito san

Tabla. 1.1.- Principales empresas productoras o comercializgdate quitina,

guitosano o sus derivados.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.-

2. 1. Breve resefia historica sobre el quitosano.-

Por su amplia distribucién en la naturaleza laigaites el segundo polisacarido en
abundancia, después de la celulosa. Fue descupmrtBraconnot en 1811 cuando
estudiaba las sustancias derivadas del hofgaricus volvaceus. Posteriormente
Odier, en un articulo sobre insectos reportd queahancontrado en algunos insectos
la misma sustancia que forma la estructura de lEsgs, llamandola “quitina” (del
griego tunic, envoltura). Payen, en 1943, inici0 una contragerpue durd varias
decenas de afios sobre las diferencias entre iaajyifla celulosa, en parte porque se
pensaba que la presencia de nitrdgeno reportadlyenas investigaciones, se debia a
residuos de proteinas que no podian ser completaraiminados de las muestras.

El nombre quimico de la quitina €% (1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. Se
encuentra principalmente en los exoesqueletos dstaceos e insectos, asi como
también en las paredes celulares de muchos holeyasluras y algas. La quitina es
completamente insoluble en agua o en medio acilg&mico. Su estructura quimica

es la siguiente:



Figura 2.1.- Unidad repetitiva de la quitina correspondienteacanémeros de glucosaminas y
acetilglucosaminas.
Fuente: Revista Iberoamericana de polimeros.

Por su parte, el quitosano es también un poliséeépiie se encuentra en estado natural
en las paredes celulares de algunos hongos; simrgmbsu principal fuente de
produccién es la hidrdlisis de la quitina en mealmalino, usualmente en hidréxido de
sodio o de potasio, a altas temperaturas. El quitogue descubierto por Rouget en
1859, quien encontré que al tratar quitina con swlacion caliente de hidroxido de
potasio se obtiene un producto soluble en acidgdnicos. Esta “quitina modificada”,
como él la llamag, se tornaba de color violeta dncones diluidas de yoduro y acido,
mientras la quitina era verde. Mas tarde, en 18%94,estudiada por Hoppe-Seyler
quién la denominé “quitosano” (también se conoga@quitosana en algunos lugares,
chitosan en inglés). En el siguiente esquema se aprecgpdeos elementales en la

obtencién del quitosano:



Diesacetilacion
total N\ Outtano
s
Exo-esqueleto 1) Desproteinanion Ouitn
) uiting | =
de crustaceos 2) Descaleificacién
s | Quitosano
Desacetilacién ¢
parcial

Figura 2.2.- Esquema elemental de la produccion de los dersvddda quitina.

Fuente: Revista Iberoamericana de polimeros.

La desacetilacion completa de la quitina producematerial totalmente soluble en
medio acido conocido como quitano; sin embargo,ndaala desacetilacion del
material de partida es incompleta se crea una meiicadenas que tienen distintas
proporciones de unidad@gl-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-glucos$il-4)-2-amino-2-
desoxi-D-glucosa, cuya relacion depende de las icongs de reaccién y que,
obviamente, genera materiales con distintas pradiesldenominados quitosanos. La
diferencia en las propiedades de estos materiakedepllegar a ser notable, como por
ejemplo, la distinta solubilidad en medio acuos® quede llegar a tener. Las

estructuras quimicas del quitano y el quitosanmgestran a continuacion:



Figura 2.3.- Unidad repetitiva, denominada glucosamina, de la
poliglucosamina, llamada comidnmente quitano.
Fuente: Revista Iberoamericana de polimeros.

CHq
CHoOH ¢o
- |
-0 0 NH 7~ .
HO .
HO
0
NH 0
2 CHoOH

Figura 2.4.- Unidad repetitiva del quitosano.

Fuente: Revista Iberoamericana de polimeros.

La presencia de grupos aminas en la cadena patianéa hecho del quitosano uno de
los materiales mas versatiles que se estudian destke ya mucho tiempo, por la
posibilidad de realizar una amplia variedad de mationes, tales como las
reacciones de anclaje de enzimas, reacciones eetoinjobtencion de peliculas
entrecruzadas, etc., de las cuales se obtienerriahedecon propiedades adecuadas

para aplicaciones inmediatas y futuras en biot@gial biomedicina, agricultura, etc.



Para finalizar esta breve resefia histérica es itapter recalcar la febril actividad que
se desarrolla en torno a estos materiales, lo gugasraducido en la realizacién de
congresos, simposios, conferencias, etc., dedicadatusivamente a ellos. Su
importancia adquirié matiz internacional como mates poliméricos de primer orden,
especialmente por su biodegradabilidad. Ya desdefitmles de los afios setenta,
cuando se publicé el libro deChitin” de R.A. Muzarelli, en 197% se realiz0 la

Primera Conferencia Internacional sobre Quitina yit@@ano en 1978. También en
Iberoamérica se ha venido trabajando con el quitbgaen el 2000 se celebrd en La
Habana (Cuba) el Primer Simposium Latinoamericam®ditina y Quitosano, en el

marco del XI Simposio Latinoamericano de Polimg&isAP).

2.2. Aplicaciones del quitosano.-
Dado el gran numero de trabajos que existen sabeeversatil material es conveniente
realizar una clasificacion por area sobre las apimmes que se le han ido dando. A

continuacion se presentan algunas de ellas:

2.2.1. Quimica analitica aplicaciones cromatograficas, intercambiadoresodes,
absorcion de iones de metales pesados y absoreidoidos, fabricacion de electrodos

especificos para metales, etc.



2.2.2. Biomedicina membranas de hemodidlisis, suturas biodegradahlestuyentes
artificiales de la piel, agente cicatrizante en myaduras, sistemas liberadores de
farmacos, liberacion de insulina, transporte dentipeanticancerigenos, tratamiento de

tumores (leucemia), control del virus del SIDA,.etc

2.2.3. Agricultura y ganaderia recubrimiento de semillas para su conservacion
durante el almacenamiento, sistemas liberadordertiizantes, aditivo para alimento

de animales, en formulacion de pesticidas, etc.

2.2.4. CosméticasEspumas de afeitar, cremas para la piel y elpcuer

2.2.5. Dietéticos Adelgazantes (existe una amplia variedad de mtoducomerciales

gue ofrecen quitosano como atrapador de grasdsestvenago).

2.2.6. Industria: del papel, textil, alimentaria (soporte para inipacion de enzimas
en la produccion de maltosa, espesante en alimeageste de oxidacion controlada,

agente preservante).
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Figura 2.5.- Algunos productos del quitosano de uso dietéticogmético que
se encuentran en el mercado.
Fuente: Revista Iberoamericana de polimeros.

2.2.7. Tratamiento de aguaagente floculante, agente coagulante, tratanmsed&
flotacion para la remocién de aceite de pescadagm, agentes filtrantes para

piscinas, remocion de metales, remocion de surfeegaetc.

2.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL QUITOSANO.-

2.3.1. Determinacion del grado de desacetilaciondg): normalmente los estudios de
caracterizacion del quitosano se centran en larrdetacion de su grado de
desacetilacion.

En ese sentido hay una serie de métodos que yarsédtho rutinarios para éste

propésito, uno de los mas utilizados es la valoraditulométrica de los grupos
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aminos, para lo cual se pueden utilizar distintasns de determinacién del punto

final. En la Figura 2.6 se puede observar unaatiidh conductimétrica tipica para

distintas cantidades de quitosano disuelto en HCI.

Conductividad (uS)

L

h

W

1.5

1.0

Yalumen de MaOH (mil)

(a)

"'""Ill|llllir1'r

F. Conductividad (m3)
L ]

iia saal o vwnyyyy

: w Ay

- ) e ¥

s L]

."'-‘ .,i

o * ot

)

C b L * -:-"i 1

C 4 Lo HCI 00907 W ]

F rt' "'.ﬂ:lxl {al -

F {b) Quitosane.

Lo | 1 " | L :

.0 0.5 1.0 1.% 2.0
Volumen de NaOH 0, 2407 M [ml} (b)

Figura 2.6.- (a) Titulacién conductimétrica de quitosano parseisas cantidades
iniciales del biopolimero (b) detalle de la titufat de una muestra

particular.

2.4. CARACTERISTICAS DEL PIMIENTO VERDE.-

El pimiento, aji, chile, o morronCéapsicum annuum) ,cuyo nombre original es el de

"Chile", que proviene del nahuatl; es una espeelegdneroCapsicum, muestra una

piel de diferentes colores: rojo, verde, amarilfmjrpura, etc. Es originario de

Sudameérica y cultivado mundialmente. A pesar daisarsola especie, € annuum



12

tiene varias formas, con una variedad de nomhnekiso dentro de un mismo idioma.
Sus caracteristicas son variadas, de tamafos pejaajrandes, y de dulces a agrios.

El pimiento verde tiene poco (0 muy escaso) codtean capsaicina.

Figura 2.7.- Fotografia del Pimiento verde cultivado en Ecug@apsi cum annuum).

Fuente: Autor de tesis

2.4.1. CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL PIMIENTO  VERDE.-

Agua 94%

Hidratos de carbono 3, 7%
Lipidos 0, 2%

Proteinas 0, 9%

Sodio 0, 5 mg/100 g
Calcio 12 mg/100 g

Hierro 0, 5 mg/100 g
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Potasio 186 mg/100 g

Fésforo 26 mg/100 g

Acido ascorbico (Vit. C) 131 mg/100 g
Retinol (Vit. A) 94 mg/100 g

Tiamina (Vit. B) 0, 05 mg/100 g
Riboflavina (Vit. B) 0, 04 mg/100 g

Acido folico (Vit. Bg) 11 microgramos/100 g

2.4.2. INFLUENCIA DEL ETILENO Y EL AMBIENTE.-

2.4.2.1. Maduracion.-

La vida de un fruto como el pimiento, empieza @feltilizacion de los évulos de una
flor, después de la fertilizacion pasa a un pericaldo de division celular la cual es
seguida por un rapido periodo de crecimiento. Diarémetapa final de crecimiento y
desarrollo las frutas alcanzan su tamafio compleesde la fertilizacion hasta el
desarrollo requiere de 45 a 55 dias dependienddipgtelde cultivo y los factores
climaticos. Durante el periodo de crecimiento yadeslo, hay muchos cambios fisicos
y quimicos que tienen un impacto en la calidadadieuta y manejo de la maduracion
después de ser cosechada. La maduracion es elipalstel proceso, cuando la fruta
cambia el color y desarrolla el sabor, textura gna que hace lo que nosotros

definimos como calidad 6ptima de consumo. El agémigico llamado etileno, el
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cual es producido naturalmente inicia este prodesmaduracion después que la fruta
esta completamente desarrollada. Esta hormona plaéa fue descrita y entendida
hace mas de 40 afios. Mientras existen otros factareueltos en la estimulacion del
proceso de maduracién usando etileno, esto esiakeente una hormona universal de
maduracion. Cuando esta interna concentracion deupcion natural de etileno
aumenta alrededor de 0,1 — 1,0 ppm, el proceso ddumacion es iniciado
irreversiblemente. El etileno puede promover la macdén de los pimientos, una
indicacion clara que la accion del etileno es gangrextendida entre un nimero de
frutas. Es claro que el etileno es una hormonahgee posible la maduracion, una
sustancia quimica producida por algunas frutaset@specifico fendmeno biologico
de acelerar el proceso de maduracion de la fretavgjecimiento.

Muchas frutas producen grandes cantidades de @tieresulta en una maduracion
uniforme cuando es expuesta a una fuente exterretildao. La adicion externa de
etileno en forma gaseosa para acelerar el proasoadluracion es una practica muy
usada. El proceso normal de la maduracién del pimies| cual incluye el cambio de
pigmento, la pérdida de la clorofila verde y cosu@n a pigmentos rojos puede ser
acelerado y dar resultados mas rapidos si se agfiilemo externamente, pero este es
un proceso normal. Realmente se benefician algomogonentes de calidad nutritiva,
como la vitamina C, ya que la fruta sera consumidarto tiempo después que fue

cosechada debido al tratamiento de etileno, y posiguiente, el nivel inicial no
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tomara tanto tiempo. El etileno es usado comereiaten solo en algunas cosechas,
incluyendo bananas, mangos, pifias y pimientos.

Mientras que el etileno es invaluable debido a sbilidad para iniciar el
procesamiento de maduracion, en muchas frutaspestde también ser muy dafiino
para muchas otras, vegetales, flores, ya que aceleproceso de envejecimiento,
disminuyendo asi la calidad del producto y duraciEingrado de dafio depende de la
concentracion de etileno, tiempo que ha sido expuetemperatura del producto. Uno
de los siguientes métodos, debe ser usado pararasege los productos sensitivos al
etileno no sean expuestos al mismo, frutas queugoach etiieno como manzanas,
bananas, etc. Deberan estar situados separadatecio®eque son sensibles al etileno,

ademas etileno es emitido también por motores gae propano, diesel y gasolina.

2.4.2.2. Fisiologia de los productos frescos despude la cosecha.-

Las plantas verdes en crecimiento utilizan la d€aedg la luz solar que reciben sus
hojas para fabricar azicares combinando el diéggl@arbono del aire con el agua
absorbida del suelo a través de las raices. Eeteegm se conoce con el nombre de
fotosintesis. La planta almacena esos azUcaredadorarlos o combina las unidades
de azlcar en largas cadenas para formar almid@atacares y almidones, llamados
hidratos de carbono, se almacenan en diversasspddela planta, a la que
proporcionan posteriormente la energia que necesita seguir desarrollandose y

reproducirse. Las raices y tubérculos almacenarféladas durante el periodo de
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inactividad para poder aportar, al término de éfegnergia necesaria para la
reanudacién del crecimiento. En ambos casos lgjenpara el crecimiento se libera a
través del proceso de respiracion, que tiene lagdas plantas, antes y después de la
cosecha. Antes se hizo referencia al deteriorolfigico como una de las causas de
pérdidas de productos frescos después de la cos€atendo se recolectan los
productos frescos los procesos vitales continuamgwe en forma modificada.
Teniendo en cuenta que una vez cosechados ya rerpueponer las sustancias
nutritivas ni el agua, los productos han de utilizas reservas almacenadas, y cuando
éstas se agotan se inicia un proceso de envejetimigque conduce a la
descomposicion y a la putrefaccion. Aunque no tague los organismos causantes de
la putrefaccion, ese proceso natural de deteriermiba haciéndolos inaceptables
como alimentos. Los principales procesos fisioldgicnormales que conducen al

envejecimiento son la respiracion y la transpinacio

2.4.2.3. Respiracion.-

La respiracion es el proceso por el que las platiasrben oxigeno y desprenden.CO
El O. descompone los hidratos de carbono de la plantiéeido de carbono y agua.

Esa reaccion produce energia en forma de calor.

La respiracion es una reaccion basica de toda tarmasegetal, tanto en los campos

como después de la cosecha. En la planta en cesttoniel proceso se prolonga sin
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interrupcién mientras las hojas sigan fabricanddratos de carbono, y no puede
detenerse sin dafiar la planta o al producto codecha

Los productos frescos no pueden seguir reponiesglbitiratos de carbono ni el agua
una vez recolectados, por lo que la respiraciétizatiel almidén o el azlcar
almacenado y se detiene cuando se agotan las assg@evesas sustancias; se inicia
entonces un proceso de envejecimiento que condigenaerte y la putrefaccion del

producto.

2.4.2.4. Influencia del dioxido de carbono en la spiracion.-

Cuando, por disminuir la disponibilidad de aire pebducto no esta suficientemente
ventilado, se acumula a su alrededor el dioxidocdebono. EI aumento de la
concentracion de ese gas en la atmdésfera hastevalomprendidos entre el 1 y el 5%
estropea rapidamente el producto, causando sableszgyradables, descomposicion
interna, detencién del proceso de maduracion ysotrandiciones fisioldgicas

anormales. La ventilacion adecuada del productoetipues, una importancia

fundamental.

2.4.2.5. Transpiracion o pérdida de agua.-
La mayoria de los productos frescos contienen enoehento de la cosecha del 65 al

95% de agua. Dentro de las plantas en crecimieasteeun flujo continuo de agua.
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Esta se absorbe del suelo por las raices, sudegptailos y se desprende por las partes
aéreas, sobre todo por las hojas como vapor de agua

El paso del agua a través de las plantas, propigma la presion existente en el
interior de éstas, se denomina corriente de treaxspn, y contribuye a mantener el
contenido de agua de la planta. La falta de agoa bae las plantas se deshidraten, y
puede provocar la muerte.

La superficie de todas las plantas esta cubiertam capa cerosa o suberosa de piel o
cascara que limita la pérdida de agua. La pérdidaral de agua de la planta solo se
produce a través de unos poros minusculos que asmomerosos en las hojas. Los
poros de la superficie de la planta pueden abyirserrarse en funcion de los cambios
de las condiciones atmosféricas a fin de contdalgrérdida de agua y de mantener
firmes las partes en crecimiento.

Los productos frescos siguen perdiendo agua desjguss cosecha, pero a diferencia
de las plantas en crecimiento, ya no pueden repragyua a partir de la tierra, y tiene
gue recurrir al contenido de agua que tuvieranlenoenento de la recoleccion. Esta
pérdida de agua de los productos frescos, desmués cbsecha constituye un serio
problema, que da lugar a mermas y a pérdidas ae Gesando el producto recolectado
pierde de 5 a 10% de su peso original, empiez&ars®ey pronto resulta inutilizable.
Para prolongar la vida atil del producto, el nidel pérdida de agua debe ser lo mas

bajo posible.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA.-

Se procedi6 a realizar pruebas con exoesqueletogadearon BlancoPenaeus
vannamel criado en la provincia de Manabi, clase 120 a 160/d@ g (120 a 150
unidades/kg). Las experiencias se realizaron daberatorio de la empresa GONDI
S.A., quienes facilitaron los equipos y reactivBs. obtuvieron resultados parecidos

gue se describiran en la parte de la metodologia.

3.1. MATERIA PRIMA, MATERIALES.-

- Exoesqueletos de camardn Blancdo del géRemaeus vannamei.
- Balanza gramera de 2,5 KG +/- 0,05 GR.

- Plato calentador con agitador magnético.

- Termdémetro digital -10 a 200° C.

- Vasos de precipitacion de 250, 500 y 1000 ml.
- Matraces aforados de 250 ml.

- Embudos plasticos.

- Papel filtro # 8.

- Probetas de 100 ml.

- Pipetas de 5y 10 ml.

- Tirillas de papel pH con escala de 0 a 14.

- Estufa de 0° a 100° C.

- Espatulas.
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3.2. REACTIVOS.-
- Hidroxido de sodio (Q.P.) en escamas con 98%udeza.
- Acido clorhidrico 1 y 2 Normal.

- Agua destilada.

3.3. METODOLOGIA.-

El método que se utilizo en el presente trabaja patraer la quitina de exoesqueletos
de camaron blanco, fue el de Rubilar (1994) y A#tu@1992) en su tesis sobre la
optimizacién de variables para la obtencion deimpiy quitosano a partir de desechos

de krill antartico Euphausia superba) y la caracterizacion de los productos finales.

4. OBTENCION DE LA QUITINA EN EL LABORATORIO.-
4.1. PREPARACION DE REACTIVOS.-
Hidroxido de sodio al 0,5% Se pesé 0,5 g de NaOH vy se llevé a un volumehOde

ml con agua destilada.

Acido clorhidrico 1 N: Se tomé de una ampolla estandarizada de 1N deyHsgl

enraso hasta 1 litro con agua destilada.
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Acido clorhidrico 2 N: se tom6 de una ampolla estandarizada de 2N de Hsel y

enraso hasta 1 litro con agua destilada.

4.2. DETERMINACION DE LA HUMEDAD.-
Se procedid a determinar la humedad de la muestraxdesqueletos de camarén
blanco utilizando el método de la estufa a 105° d€ 4 horas obteniéndose los

siguientes resultados:

Humedad de muestra molida: 75,38%
Humedad de muestra sin moler: 76,12%

(Anexo 1)

4.3. OBTENCION DE LA QUITINA.-

4.3.1. EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES.-

La obtencion de la quitina se realiz6 en un reci@ de 200 ml de capacidad
operacional, calentado con vapor/agua, dependidetiproceso. La temperatura fue
controlada con un termometro digital. El peso dmlgstra de exoesqueletos fue de 80
gramos iniciales, que fueron lavados por tres oocasi y secados en estufa a una

temperatura de 90° C, luego se molieron.
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Se empled el protocolo desarrollado a nivel de riiboio por Astudillo 1992,

modificando la agitacion solamente para obteneimdises sefialados en la Tabla 4.1.

PARAMETROS VORES
TEMPERATURA DE OPERACION AMBIENTE
pH DE OPERACION (**) 10,5
TIEMPO DE OPERACION 0,5 [h]
RAZON SOLIDO / LIQUIDO 1/25[p/p]
AGITACION 350 [rpm]

** = Ajustado con NaOH técnico.

Tabla 4.1.-Parametros de proceso optimizado para la extrac&®roteinas solubles

a nivel piloto.

Luego de haber extraido las proteinas solubles ademliestra, se realizé una
decantacion para desechar el liquido y trabajartsilido restante del cual se obtuvo

un peso de 58 g. Luego se procedié a la extradgdas sales minerales.
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4.3.2. EXTRACCION DE SALES MINERALES.-

Se emplearon las condiciones establecidas previanmor Astudillo 1992. (Tabla

4.2).

PARAMETROS VARES
TEMPERATURA DE OPERACION  AMBIENTE
CONCENTRACION DE HCI 2,0 [N]
TIEMPO DE REACCION 0,5 [h]
RAZON SOLIDO / LIQUIDO 1/25[p/p]
AGITACION 350 [rpm]

Tabla 4.2.-Parametros de proceso optimizado para la desrtizzaian a nivel piloto.

Luego del proceso de desmineralizacion, se dedantiuestra resultante para separar
el liquido y trabajar con el solido, del cual s¢ueb un peso de 55 g. luego de este
proceso se procedid a realizar la extraccion diejpras insolubles de la muestra.

4.3.3. EXTRACCION DE PROTEINAS INSOLUBLES.-

Se emplearon las condiciones establecidas prewime@or Astudillo 1992,

incorporando antiespumante. Los parametros seandio la Tabla 4.3.

PARAMETROS /ARES
TEMPERATURA DE OPERACION 95-98[0C]
CONCENTRACION DE NaOH 4,0%][p/p]
TIEMPO DE REACCION 2,9[h
RAZON SOLIDO / LIQUIDO 1/25[p/p]

Tabla 4.3.- Parametros de proceso optimizado para la extnacd@® proteinas
insolubles a nivel piloto.
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Luego de haber extraido las proteinas insoluble$a @stufa con una temperatura de
98° C durante 2,5 horas, se procedié a retirardastna y se dejo enfriar durante 15

minutos y se realizé el lavado de la Quitina.

4.3.4. LAVADO DE LA QUITINA'Y DE LOS PRODUCTOS OBTE NIDOS EN

LAS ETAPAS INTERMEDIAS.-

Los productos provenientes de las etapas inteawede recuperan por filtracion a
través de una malla plastica de 0,5 mm de apestusa lavan tres veces con un

volumen de agua equivalente a 25 veces el pesalsetada producto.

4.3.5. DESACETILACION DE LA QUITINA.-

La quitina obtenida se desacetil6 con NaOH al 5020@ C en bafio de aceite, luego
el liquido sobrenadante se descarta y se trabajeekcsdlido remanente, luego este

sélido se lava con abundante agua destilada parmat el acetato de sodio producido

por la desacetilacion de la quitina y la posiblespncia de trazas de hidréxido de sodio

gue no hubieran reaccionado con la quitina.

4.4. OBTENCION DEL QUITOSANO.-
Luego de la desacetilacion de la quitina, el sétidtenido (quitosano) se seca a 50° C

durante 6 horas, después de este proceso estadrstger utilizado.
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Una vez obtenido el quitosano, se procedié a distaven acido acético al 2%, para
crear una solucion que se utilizé en el recubritoiele los pimientos utilizados en el
presente trabajo, con la finalidad de formar ur@aqgarotectora y asi poder determinar

el grado de eficacia en el retardo de la maduradgdios mismos.

5. RESULTADOS.-

5.1. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO Y SU IMPORTANCIA COMO
PELICULA PROTECTORA.-

Para realizar la caracterizacidon del quitosano ritite se utilizd el método
potenciométrico descrito en el trabajo realizadoRerada (2004), el cual se comparé

con 500 mg de quitosano de grado comercial.

5.2. Valoracién potenciométrica.-

Las mediciones se realizaron con potenciometro an@&KTON modelo 35686. Para
mediciones precisas fue necesario calibrar esteatmpalas soluciones tampones
utilizadas en el calibrado tenian los siguientderea de pH: 7.01, 4.01, y 10.1., para
la determinacién del contenido de grupos aminoadedbs muestras de quitosano (la
muestra 1 corresponde al producto comercial y lastna 2 corresponde al producto
obtenido en este trabajo) se procedid a la dismude 0,59 de cada uno de ellos por

separado en 20 ml de HCL 0,3 M.
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A continuacion se titula con una solucion de NaQH M, la cual ha sido valorada

previamente por biftalato de potasio como patr@maio.

La valoracion se lleva a cabo midiendo el cambipldecada 2 ml de base afiadida, la
adicion se realiz6 de forma lenta y con agitaci@mtioua para homogenizar la
solucion y evitar errores debidos a la posible ipiexion del biopolimero. Las

medidas se realizaron dos veces para cada muestra.

5.3. Andlisis potenciométrico.-

El contenido de grupos amino en las muestras desguio se determind por titulacion
potenciométrica. Para ello se disolvié el polimenoacido clorhidrico y se valoré la
mezcla con hidroxido de sodio, tal y como se dbgtpreviamente. Los resultados de
la valoraciébn se muestran en los graficos de lgsrdis 5.1 y 5.2, para la muestra
comercial y la obtenida en laboratorio respectivameEn ambos casos se produjo una
curva de titulacidon con dos puntos de inflexiénjasuvalores se determinaron segun el

criterio de la primera derivada.
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Figura 5.1.- Curva de titulacion para el quitosano comercials Imaximos
corresponden a los puntos de inflexién.
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Figura 5.2.- Curva de titulacion para el quitosano obtenids,n@éximos corresponden
a los puntos de inflexion.
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La diferencia entre los dos puntos de inflexibraeaurva de titulacion, corresponde a
la cantidad de acido requerido para protonar lagpa@g amino del quitosano, la

concentracion de éstos se determina utilizandgdeesion:

16,1 (v—x) p

W

% NH 2=

Dondey es el punto de inflexion mayax,corresponde al punto de inflexion menor,
ambos expresados como volumerfess la molaridad de la solucion de hidréxido de
sodio,w es el peso de la muestra en gramos y 16,1 eslanrgacionado con el peso
equivalente del quitosano.

El andlisis se realiz6 por duplicado, habiéndoseeroflo los resultados que se
presentan en la tabla 5.1., donde la proporciorgrdgos amino es mayor en el
quitosano obtenido que en la muestra comerciaues indicativo de que el método

de sintesis utilizado permite la obtencién de wipcto altamente desacetilado.

Muestra y X y-X | NH2
Quitosano comercial| (ml) | (ml) | (ml) | (%)
76 |52 |21 |77,28

Quitosano obtenido 150 122 25 90/16

Tabla 5.1.-Porcentajes de desacetilacion del Quitosano.
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5.4. Caracteristicas fisico — quimicas del quitosarobtenido.-

Se procedié a realizar la caracterizacion fisicoaiga del quitosano obtenido
demostrando los siguientes resultados:

Nitrogeno (Kjeldahl) 7,32 %

Humedad (infrarrojo a 105° C) 3,50 %

Cenizas (Mufla a 550° C) 0,10 %

5.5. COBERTURA DE QUITOSANO EN PIMIENTOS.-

Se utilizaron en total 180 unidades de pimientosle® y frescos de la especie
Capsicum annuum, de los cuales 30 fueron utilizados en cada evaluaménsual
detalladas en este trabajo de investigacién, geeofusumergidos en la solucién
protectora (quitosano), y 30 unidades mas de lamas caracteristicas que no fueron
sumergidos en la solucidn protectora, para reallaarcomparaciéon entre estos
pimientos y los que habian sido cubiertos con lpacparotectora, y visualizar la
madurez que presentaban con el pasar de los diesparatura ambiente entre 28° y

30° C y en un lugar abierto.
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5.5.1. GRADO DE MADUREZ EN LOS PIMIENTOS VERDES.-
Para medir el grado de madurez se tomaron losmesrde las diferentes etapas de
maduracion utilizadas por el departamento de atwieude los EEUU, estandares de

coloracién aprobados desde el afio 1991 que detesuiapariencia externa, tabla 5.2

Etapas de Madurez Apariencia Externa

1 - Verde No hay cambios externos de color

2 - Rompimiento (breaker) No hay mas del 10 % de cambio de color

3 - Cambio de color (turning Mas del 10% de cambio de color, pero no mas del

4 - Rosado Més del 30% de cambio de color, pero no ma$a#s
5 - Rojo claro Més del 60% de cambio de color, pero no mas del
6 - Rojo Méas del 90% de cambio de color

7 - Rojo intenso Maduracion completa

Tabla 5.2.-Estandares de coloracién para pimientos segurapa €e madurez.
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Los resultados obtenidos en el presente trabagopfuevaluados durante los meses
de julio y agosto del 2007, tomando en consideraeilbestado de madurez, la
apariencia, olor y coloracion de la parte extermdod pimientos durante 15 dias de

cada mes. Los resultados se resumen en las figLgas.4, y 5.5:

O Pimientos con
guitosano

Estado de
madurez

@ Pimientos sin
guitosano

OI—‘I\JOO-‘bU'ICD\I

1 2 3 4

SEMANAS DE JULIO

Figura 5.3.- Estado de madurez de pimientos verdes en el medade 2007.

Durante la evaluacion en este mes, los pimientogusiosano llegaron a presentar
un estado de madurez 7, mientras que los pimiecgasquitosano, llegaron a
obtener un estado de madurez 4, a medida que dal&aespiracion celular y la
consecuente maduracion.
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Estado de 41
madurez 3-

SEMANAS DE AGOSTO

@ Pimientos con

quitosano
B Pimientos sin

quitosano

Figura 5.4.- Estado de madurez de pimientoapsicum annuum durante el mes

de Agosto de 2007.

Durante la evaluacion en este mes, los pimientoguiosano llegaron a presentar

un estado de madurez entre 4 y 5, mientras queilogentos con quitosano,

llegaron a obtener un estado de madurez entre ,6aynfedida que avanzaba la

respiracion celular y la consecuente maduracion.
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@ Pimientos con
guitosano

Estado de
madurez

@ Pimientos sin
guitosano

Ol—‘l\.)w-l}U'ICD\l

1 2 3 4
SEMANAS DE SEPTIEMBRE

Figura 5.5.- Estado de madurez de pimient@apsicum annuum durante el mes
de septiembre de 2007.

Durante la evaluacion en este mes, los pimientoguiosano llegaron a presentar
un estado de madurez 4, mientras que los pimierdasquitosano, llegaron a
obtener un estado de madurez entre 6 y 7, a medielaavanzaba la respiracion
celular y la consecuente maduracion.
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6. CONCLUSIONES.-

La utilizacion del quitosano como barrera contraleterioro temprano de los
alimentos perecibles a corto plazo es muy efecfivée debe considerar la

alternativa de extender su uso, siempre que segercamente viable.

Como se demuestra en este trabajo, los Pimientaeysin la cobertura de
quitosano alcanzaron el estado de madurez masorapid los tratados con
guitosano, este retardo de la maduracion es eltadsude la proteccién que
ofrece la cobertura del quitosano al Pimiento veteleoxigeno y otros gases
volatiles como el etileno, que son los responsatiieda maduracion de los

frutos.

El quitosano obtenido experimentalmente, ofrecia barrera protectora contra
el deterioro rapido de los pimientos indistintaneedé su concentracion en la
pelicula, su efectividad se ve determinada poralilg de desacetilizacion que

debe ser mayor a 60%.

El monitoreo en el intercambio de gases, partiowdgate el oxigeno y la
humedad del aire, permite un mejor control en lalurecion de las frutas o
reduce significativamente la oxidacion de los potds por el efecto de la

disminucion de la respiracion y transpiracion.
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7. RECOMENDACIONES.-

Seria importante para la conservacion prolongati®idd@ento verde cultivado
en nuestro pais, que se utilice como pelicula prata el quitosano, y asi poder
obtener un producto de mayor calidad, tanto enrgalautritivos, apariencia y

textura.

Se deberian realizar pruebas con quitosano obtenpdotir de exoesqueletos de
camaron blanco, para retardar la maduracion de @ntos tales como tomates
y otros, que también son cultivados en la ProvideiéManabi, y asi obtener una

mejor calidad y obtener una mejor rentabilidadeeveinta de los mismos.

Podria obtenerse quitosano a partir de la extraa#&quitina de otras fuentes
como cangrejos, especies abundantes en nuesteaemugttoriana, y evaluar su

efectividad en otras frutas producidas en nuestis. p
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9. ANEXOS.-

DEPARTAMENTO DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD
GONDI S.A.

DETERMINACION DE HUMEDAD

Producto: Camaron

Fecha: julio 04 del 2007
Método: Estufa 4 horas a 105°C
Peso de Peso de
% %
muestra muestra
Humedad Humedad
gramos gramos
29 73.76 59 76.13
Muestras
Muestras 29 74.79 59 | 76.45
no
trituradas 59 75.68 _ 10g | 76.49
trituradas
59 75.29 10 g 75.42
10g 76.30
109 76.46

Tabla 7.1.-Determinacion de humedad en muestras de exoesagidietamaron
Blanco.
Fuente: GONDI S.A., 2007
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Fotografia 7.1.- Camarones blancofenaeus vanamei).Talla media 7,7 g

Fotografia 7.2.- Exoesqueletos de camarodn blancodfalotorax) listos para
procesar.



Fotografia 7.3. Extraccion de astaxantina (pigmentoatural) y
proteinas solubles de exoesqueletos de camarén
blanco (Pennaeus vanamei). Talla media 7,7 g

Foto 7.4.- Astaxantina y Quitosano obtenidos de egsqueletos de
camaron blanco.
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Quitosano

Foto 7.5.- Separacion de quitosano (color blancog) cual se
encuentra precipitado por ser insoluble a pH
neutro.

Foto 7.6.- Quitosano seco, obtenido de la quitinaetexoesqueleto del camaron
blanco.



