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RESUMEN

En el Ecuador, en términos econdmicos, la exportacibn de camardon ha
representado durante las dos ultimas décadas un rubro importante para la
obtencién de divisas. La Camara Nacional de Acuacultura registra que en el
afo 2003 Ecuador exportd 114'765.210 libras de camardn, en diversas
presentaciones, con un valor de $278,8 millones. Se constituyd el tercer
producto de exportacion del pais. Por esta razén, se han creado muchas
empresas empacadoras que se dedican a la exportacion del crustaceo, en

diversas presentaciones.

Lamentablemente, estas industrias generan grandes cantidades de desecho
ya sea de cabezas, caparazones y otros desperdicios en general.
Aproximadamente entre el 65 — 70% corresponde a la cola del camaron, por
lo que el porcentaje de desperdicios constituye el 30 y el 35%. Dado de que
el volumen es alto es necesario adoptar una tecnologia que permita
aprovechar estos desperdicios. Existen en la actualidad diversos estudios en

los cuales se obtiene quitosano a partir de los caparazones de camaron.

El presente trabajo consiste en la obtencién de quitina y quitosano a partir de
cascaras del camardn variedad vannamei cultivado en el Ecuador. Este

estudio tiene la finalidad de caracterizar al quitosano como emulsionante.



Para obtener el quitosano se utilizara tres métodos diferentes. El primero es
un meétodo procedente de la India, de la Central Institute of Fisheries
Technology (CIFT), que consiste en trabajar con Peanaeus monodon, el tipo
de camaron mas grande encontrado en las aguas del sureste asiatico. El
segundo, corresponde a una recopilacion de diferentes métodos propuestos
y estudiados, para lo cual se utilizé el criterio de que exista semejanza con
otras técnicas y que pueda ser aplicado bajo las condiciones de nuestro
medio. Por dltimo un tercer método que se basa en el trabajo realizado por
M Sc. Juan de Dios Alvarado como parte del Proyecto CYTED XI.20,

Peliculas biodegradables para alimentos en Iberoamérica.

Una vez obtenido el quitosano se caracterizara como emulsionante en una
mezcla de aceite en agua, con el objetivo de definir cual método es el mas
adecuado. Adicionalmente, se analizara el efecto del pH, la concentracion

quitosano y la fuerza ionica en la estabilidad de la emulsion.
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INTRODUCCION

En un mundo globalizado, la conservacién del ecosistema, la produccion de
un bien apetecido en el mercado y el aprovechamiento al maximo de la
materia prima utilizada son, entre otros, objetivos en el nivel industrial.
Aunque esto es lo importante, existen ademas desperdicios en el proceso
gue deben ser considerados, de manera muy relevante, en el sector

alimenticio.

Ecuador, uno de los mas grandes exportadores de camaron del mundo,
reconocido en mercados internacionales por su calidad y frescura, tiene hoy,
gran porcentaje de “desperdicios” producto de su industrializacion.
Aprovechar estos subproductos ricos en compuestos quimicos aplicables en

la elaboracién de otros productos alimenticios es el reto que se ha trazado.

El presente trabajo de investigacion parte del estudio de desperdicios del
camaron blanco (Penaeus Vannamei), variedad existente en nuestro pais,
la caracterizacion de quitosano como emulsionante, y la aplicacion en la

estabilidad de una emulsion tipo aceite en agua.

Entre otras, la quitina, insoluble en todo sistema organico e inorganico, puede
ser encontrada en alto contenido, en el exoesqueleto de los invertebrados,

“subproductos” desechados para la exportacion del camarén. Tratada con un



alcali caliente genera un producto soluble en acidos organicos al cual se lo

denomina quitosano.

El quitosano se aplica en el campo de la quimica analitica, biomedicina,
cosmeéticos, dietéticos, tratamiento de aguas, entre otros, y en la industria
alimenticia. La utilizacion de aditivos en el procesamiento de casi todos los
productos tiene como objetivo principal mejorar condiciones de
almacenamiento, propiedades fisicas, quimicas y organolépticas. En el caso
especifico, es un aditivo que actta como espesante, preservante,

emulsionante.

Su caracteristica principal es la inocuidad a la salud humana, se lo utiliza en
el campo de alimentos y bebidas, como espesante y gelificante para lograr
mayor viscosidad y consistencia, estabilizador de emulsiones y como agente

preservante en la panificacién por su accion antifingica y antibacteriana.

Por sus propiedades quimicas, el quitosano es muy versatil, capaz de
realizar modificaciones, al reaccionar con enzimas y obtener peliculas
biodegradables. Es biodegradable, inhibe el crecimiento microbiano en a
formacion de films o peliculas comestibles. Es soluble en medio acido,

aumentando asi su reactividad.



Este trabajo de investigacion considera cuatro capitulos. En el primer capitulo
se analiza la materia prima, el camaron blanco variedad Penaeus Vannamei,
la composicion quimica y las variables de deterioro. Basado en tres métodos
diferentes para la obtenciéon del quitosano, se lo caracterizara como
emulsionante en una mezcla de aceite en agua; siendo el objetivo, definir
cual método es el mas adecuado. El andlisis del efecto del pH, la
concentracion quitosano y la fuerza idnica en la estabilidad de la emulsion,

son los factores que se han considerado.

El capitulo 2 trata sobre los métodos y materiales utilizados para la
investigacion. El método Hindu, logra el mayor porcentaje de producciéon de
8.63% al tratar la muestra con NaOH al 50% durante una hora. El segundo
corresponde a una recopilacion de varios métodos de obtencion de la quitina
desarrollado por Garcia y sus colaboradores en 1996, en La Habana. El
tercer método corresponde al mas complejo de todos que fue elaborado por
Juan de Dios Alvarado de la Universidad Técnica de Ambato, como parte de

un proyecto para peliculas biodegradables.

La investigacion se centra, en este momento, en las Técnicas de Preparacion
de Emulsiones, y se procede a realizar el analisis y mediciones de los
indices de cremado en los tres tipos de quitosano obtenidos, y determinar asi

cual se comporta con mejores propiedades como emulsionante.



Experimentos posteriores incluyen la produccion de nuevas emulsiones con
variaciones en la concentracién de quitosano, cambio en el pH del medio y

por ultimo, la adicién de cloruro de sodio en el medio.

En el capitulo 3 se analizan los resultados. Partiendo de la composicién
quimica del exoesqueleto, alterada por la eliminacion de proteinas y
minerales, quedando la estructura de la quitina, el mayor desafio fue
transformar la quitina en quitosano, con las limitaciones de la tecnologia.
Luego se procedié6 a la valoracion de los métodos estudiados como
emulsionante, en funcién del tiempo de exposicion y en relacion al valor del

indice de cremado.

El andlisis continia con la determinacion estimada de la concentracion de
quitosano que una emulsion puede tener a fin de prolongar el tiempo de
estabilidad. De igual manera, el pH tiene un rol muy importante para conocer
bajo que condiciones de alcalinidad y acidez puede desarrollarse
efectivamente el emulsionante. Finalmente el cloruro de sodio se adicion6
para poder determinar en que grado la adicion de este compuesto retarda la

estabilidad de la emulsion.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1.Quitosano

En la naturaleza existen varios polimeros muy importantes, ya sea por
su abundancia, facil acceso o variedad de usos. En ella se puede
encontrar tanto a la celulosa como la quitina.

La quitina es el componente mayoritario del exoesqueleto de los
invertebrados y de las paredes celulares de los hongos, los cuales a
pesar de tener una corta vida, tienen una gran capacidad de
regeneracion, pudiendo producir grandes cantidades de biomasa.
Constituye un precursor de un sinnumero de derivados. Este
polimero esta formado por unidades de 2-acetamida-2-desoxiglucosa

unidas por medio de enlaces 1,4-beta-glucosidico. Practicamente es



insoluble en todo sistema organico e inorganico. Es el segundo
compuesto organico en abundancia en la naturaleza. Su estructura es

similar a la celulosa.

El término quitosano fue determinado por Hoppe-Seyler en 1894,
basandose en los estudios de Rouget en 1859 quien encontro que si
la quitina es tratada con un alcali caliente genera un producto soluble

en acidos organicos.

El quitosano es un polimero marino derivado de la quitina, por lo que
tiene una cadena mas corta que la de quitina original, alrededor de
25-30 unidades menos de glucosamina. Su féormula es beta(1-4)-2-
amino-2-desoxi-D-glucosa. (Fig. 1). La principal fuente de produccién
es la hidrélisis de la quitina en un medio alcalino a altas temperaturas,

generando una desacetilacién parcial de la quitina.

Quitosano GHg
CHyOH co
"0 0 NH 7.
HO -
HO
0
NHo CH90H

Unidad repetitiva del quitosano.

Figura 1. Estructura de quitosano
Fuente: Larez Cristébal, 2003



Cuando ocurre la desacetilacion parcial de quitina se generan
diferentes tipos de quitosano, con rangos de grados de desacetilacion
y diferentes pesos moleculares. El grado de desacetilacion, del
quitosano se halla en un rango aproximado de 70 — 95%, mientras
que en el caso de la quitina es alrededor del 5 — 15%. (Shuang Chi,
2004). Por otra parte Baxter, 2004, indica que el peso molecular del

quitosano tipo comercial puede variar entre 100 y 800 kDa.

1.1.1. Propiedades gquimicas del quitosano
Las propiedades del quitosano son muy similares a la celulosa,
tanto en su estructura quimica como en su actividad. Debido a
la presencia de grupos amino en la cadena polimérica, el
quitosano es un material muy versatil. Tiene la capacidad de
realizar varias modificaciones, como reaccién con enzimas y

obtencidn de peliculas biodegradables.

Debido a la presencia grupos amino libres tiene la propiedad de
protonarse y por lo tanto ser soluble en medio acido,
aumentando asi su reactividad. Su caracteristica principal es la

inocuidad a la salud humana.



Es una sustancia polimérica de origen natural y como posee la
habilidad de captar los lipidos, muy importante en el ambito de
la salud. Segun Shirai 2004, el quitosano es un polisacarido
catiénico y se une de forma electrostatica a las moléculas con
carga eléctrica negativa, formandose largos polimeros, que
desde el punto de vista de salud y para pérdida de peso, no
pueden ser atacados por los jugos gastricos y son eliminados
directamente por las heces. Como otra propiedad interesante, el

chitosan es no digerible.

Quimicamente el chitosan esta constituido por largas moléculas
de glucosamina y moléculas de N — acetil — glucosamina.

Ademas el quitosano tiene la propiedad de formar un gel y tiene
alta capacidad de adsorcion. Asimismo es biodegradable y
posee poder bacteriostatico, inhibiendo el crecimiento
microbiano con la gran importancia de poder formar films o

peliculas comestibles.

A continuacion se presenta una tabla en la que se muestra
diferentes propiedades de quitosano producido por tres casas
comerciales. SSSBiotic, Dalwoo y Peakchem se dedican a la

venta, entre otros productos, de quitosano para diferentes usos.



Tabla 1

Estudio Comparativo

de diferentes tipos de quitosano grado comercial

Parametros SSSBiotic Dalwoo Peakchem
Apariencia Blanco Polvo blanco Polvo

o amarillo amarillo
Viscosidad 5-20cps <5cps
Humedad <10 % <10% 4.52%
Ceniza <2% 0.1% 0.91%
Metales pesados <2 ppm 10 ppm 20 ppm
Mesh 80 60 80
Total Plate Count <1x10° 1000 ufc/g

ufc/g

Hongos y levaduras 100 ufc/g
Salmonella Negativo Negativo
E. Coli Negativo Negativo

Elaborado por: Luis Soro G.

1.1.2. Fuentes donde se encuentra el quitosano

Como se mencion6 anteriormente, el quitosano es un
polisacarido producto natural derivado de la hidrélisis de la
quitina. La quitina se la encuentra principalmente en las

conchas de crustaceos y formando parte del exoesqueleto de

los insectos, asi como también en las paredes celulares de
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muchos hongos, levaduras y algas. En la industria se obtiene
por desacetilacion parcial de la quitina, ya sea por métodos
quimicos o enzimaticos.

De manera particular, el quitosano se lo encuentra en el

caparazén de camarones, langostinos, cangrejos y langostas.

Aplicaciones del quitosano

El campo de utilizacion del quitosano es muy variado y
comprende: tratamiento de aguas, industria alimentaria,
medicina, biotecnologia, agricultura, cosmeética, industria
papelera, tecnologias de membrana, alimentos nutraceuticos
(debido a la caracteristica de solubilidad y posibilidad de

obtener multiples compuestos derivados) y en la industria textil.

Como interés especial, en el campo de alimentos y bebidas, el
quitosano se lo utiliza principalmente como aditivos. Ya sean
éstos espesantes (proporcionando mayor viscosidad al
producto), gelificantes (debido a que precipita a un pH superior
a 6), estabilizando emulsiones y como agente preservante
(utilizacion en productos de panificacion por su accién

antifangica y antibacteriana). Adicionalmente el quitosano se
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utiliza como recubrimiento protector de frutas y hortalizas. Las
peliculas de quitosano son resistentes, duraderas y flexibles
incidiendo directamente en la vida util del producto. De esta
manera, estas peliculas minimizan la velocidad de respiracion y

pérdida de agua de la fruta o del vegetal.

Cuando se elaboran alimentos minimamente procesados la
accion del quitosano es importante como agente preservante
frente a microorganismo como bacterias, levaduras y hongos.
El uso de concentraciones mayores al 0.02% protegen al
alimento frente a una posible contaminacion por Escherichia
coli. La acciéon antimicrobiana se realizan privando a los
microorganismos de iones vitales como el cobre, bloqueando o
destruyendo la membrana, filtrando constituyentes
intracelulares, y formando complejos polielectroliticos con
polimeros acidos vy células de superficie. La accidn
antimicrobiana del quitosano es influenciada por factores
intrinsecos tales como tipo de quitosano, el grado de
polimerizacién, la composicidn quimica y las condiciones

ambientales. (Baxter, 2004).
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En el caso de la elaboracion de alimentacion animal, se utiliza el
quitosano en la recuperacion de proteina de desechos de

ovoproductos.

1.2.Definicidon de la materia prima
La materia prima que se utiliza para la obtencion del quitosano es la
cascara o0 caparazéon del camardn. Este estudio utiliza la variedad
Penaeus Vannamei, conocida también como camarén blanco,
encontrado frecuentemente desde las costas de Sonora en México
hasta el norte de Peru. En el Ecuador el P. vannamei es el que

comunmente se cultiva en nuestras camaroneras.

1.2.1. Morfologia del camaron
El camaron es el nombre comun de diferentes crustaceos
decapodos pertenecientes a la familia de los peneidos
(Penaeidae). Posee un cuerpo alargado y cilindrico, aplanado
en los lados, mas ancho en la parte superior que en la inferior.
Como se puede observar en la Figura 2, un camarén pendido
no tiene esqueleto pero si un recubrimiento quitinoso, delgado y

flexible en todo el cuerpo (caparazoén) dividido en tres partes:
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cefalotérax, abdomen y cola, con cabeza y ojos salientes de
gran tamano. Su color es de un gris claro cuando esta crudo

que cambia a naranja a la coccion.

Figura 2. Morfologia del Camarén. A: antena; Ab: abdomen; Cf:
cefalotérax; Ma: maxilipedio; Pl: pleépodos; T: telson; Ur: urépodos
Fuente: FAO/SIDP Species ldentification Sheets

La especie de cria en grandes estanques de por lo menos un
metro de profundidad. Son fertilizados con urea o se afiaden
directamente concentrados suplementarios, pero con frecuencia

se utilizan ambas técnicas.

La materia prima ha ser utilizada es el exoesqueleto del
camarén, la cual constituye actualmente un desecho para
algunas empresas camaroneras. Esto representa la porcion no

comestible del mismo y no exportable, dependiendo el mercado
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a donde se dirija. Existen mercados que prefieren el camardn
entero, otros sin cabeza, pelado y desvenado, o una mejor
presentacion que significa un valor agregado como brochetas y
mariposas.

En el Libro Blanco del Camaron, edicion 1989, se establece que
de cada 100 libras de camaron, se obtienen entre 65 y 70 libras
de cola. Es decir que el porcentaje de desperdicios constituye

el 30 y el 35%.

Composicién quimica de la materia prima

El caparazon o materia prima esta constituido por: quitina,
proteina, pigmentos y cenizas con un alto porcentaje de calcio,
seguido de magnesio y fésforo. En la Tabla 2 se muestra el

porcentaje de los componentes basicos del caparazon.
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Tabla 2

Composicién gquimica del exoesqueleto

Componente Porcentaje
Quitina 17 -32
Proteina 17 - 42

Pigmentos 1-14
Cenizas 41 - 46

Fuente: Shari Rene Baxter, 2004.
Elaborado por: Luis Soro G

1.2.3. Variables de deterioro de la materia prima
Debido a que es un producto perecible, sufre cambios que se
acentuan con el pasar del tiempo. Estos se los puede clasificar
en tres tipos: fisicos, quimicos y microbiolégicos y dependen de
la presentacién del camarén. Si el camardn se encuentra fresco
es importantisimo verificar el olor, color, textura blanda,
consistencia firme al tacto. Debe ser libre de olores y colores
caracteristicos de descomposicién, entre ellas verdosa,
amarillenta, puntos negros o decoloraciones. Cuando el color
amarillo se encuentra en la superficie, es un indicio que el mal
manipuleo origino una leve deshidratacion del producto. Con

respecto a la textura debe estar libre de sustancias extrafas,
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estructura pastosa o blanda del musculo, desprendimiento de

sustancias viscosas asi como 0jos manchados y opacos.

Desde el punto de vista microbiolégico es muy importante que
el producto esté libre de bacterias coliformes, y de putrefaccion
como pseudomonas. El efecto de la temperatura de
almacenamiento es un factor muy importante, en el rango de O
a 25°C, la actividad microbiana es relativamente mas
importante, y los cambios en la temperatura tienen mayor
impacto en el crecimiento microbiano que en la actividad

enzimatica. (Fig. 3)

N
1. 4l [
i I &ﬁ
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% i |#1 18
g SlEL |8
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A7 18—
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e not il e - %
40 + 20 o 20 40 B0 =C
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—»—»— Enzimas wrameeers Bacterias mesdfilas
— — — — Mohos —ari=e Bactorias termofilas
Bacterias psicroflias

Figura 3: Actividad enzimatica relativa y velocidad de crecimiento bacteriano
en funcién a la temperatura
Fuente: http://www.fao.org
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La actividad microbiana es responsable por el deterioro de la
mayoria de los productos pesqueros frescos. Por lo tanto, la
duracion en almacén de los alimentos se extiende
marcadamente cuando los productos son almacenados a bajas
temperaturas. En paises industrializados es una practica comun
almacenar el pescado fresco y mariscos en general, en hielo (a

0 °C).

A los crustaceos casi siempre se le da una precoccion y
algunas veces se acidifican, se tratan con salmuera, se
blanquean, o bien se les aplica alguna combinacion de estos
procesos. Debido a la mala manipulacién del crustaceo en el
momento de cosecha, procesamiento y empaque, se generan
productos de baja calidad. Es por esto que la importancia de
higiene en la manipulacion debe mantenerse en un area de

trabajo de completa asepsia.

1.3.Emulsiones
Cuando un sistema contiene dos liquidos inmiscibles, uno disperso en
el otro, se lo conoce como emulsiones. Aquella fase que contiene

pequenas gotas se la conoce como dispersa, mientras que las gotas
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disueltas representan la fase continua. La emulsién se caracteriza
por ser un sistema termodinamicamente inestable que ocurre por la
fragmentacion de las gotas de una fase en otra que poseen entre 0.1
y 50 ym. La clasificacion basica de las emulsiones es la siguiente:

e Aceite en agua (o/w)

e Agua en aceite (w/0)

En el caso de la elaboracion de alimentos, un sistema aceite en agua
se presenta en mayonesas, leches, cremas, sopas, salsas y aderezos.
En el caso contrario, emulsiones del tipo agua en aceite se encuentran
margarina y mantequilla. (McClements, 1999).

Ademas existen sistemas denominados como multiples emulsiones,
que se caracterizan por ser del tipo (w/o/w) y (o/w/0). Un ejemplo de
una emulsién tipo agua en aceite en agua consiste en gotas de agua
dispersas dentro de grandes gotas de aceite, que a su vez estan

dispersas en una fase continua acuosa.

Debido a la gran cantidad de energia libre que existe en la interfase de
ambos liquidos, las emulsiones tienden a desestabilizarse ya sean por
diferentes procesos fisico — quimicos, que incluyen separacion
gravitacional, (volumen de cremado y sedimentacién), floculacién y

coalescencia. (Fig. 4).
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Einetically
Seahle
Frmulsive

T 9

Creaming  Sedimemmtionn Floocalalion  Cealescence

Figura 4: Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones
Fuente: McClements, 1999.

La separacién gravitacional consiste en que por medio de la fuerza de
gravedad se realiza la separacion de las fases. La sedimentacion
ocurre mediante un movimiento descendente de las gotas que posean
una mayor densidad con respecto al liquido en el cual estan inmersas.
El volumen de cremado, o cremado simplemente, se caracteriza por la
migracion de las gotas hacia la superficie debido a la menor densidad

en relacion al liquido.

La floculacion como mecanismo de desestabilizacion de emulsiones,
consiste en que los glébulos de grasa realizan un movimiento como un
conjunto y no de manera individual. La floculacién no implica la
ruptura de la pelicula interfacial que rodea a las gotas, por

consiguiente no implica una variacion en el tamafo original. EI motivo
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principal por cual se genera la floculacion es porque existe una carga
electrostatica inadecuada de la superficie del glébulo.

Por ultimo la coalescencia consiste en el rompimiento total de la
interfase de tal manera que se genera un reordenamiento de las gotas

y el area interfacial se ve completamente reducida. (Fenema, 1996).

Una excelente manera de alcanzar una estabilizacion de la emulsidn
es mediante la fijacién por adsorcion de las moléculas en la interfaz
entre la fase dispersa y la continua. Esto se logra con los
emulsionantes o también llamados emulgentes que mediante una
disminucién de la tension superficial, las el contacto entre las dos

fases se hace mas estrecho y estable. (McClements, 2005).

De acuerdo con el libro de aditivos alimentarios de Multon, una
clasificacion sencilla de los emulsionantes es la siguiente:
A. Naturales
I6nicos
Sales biliares
Fosfolipidos
Proteinas
Gomas

No idnicos
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Colesterol
Saponinas
Gomas
B. Sintéticos

16nicos
Sales de acidos grasos
Estearoil — 2 — lactilato de sodio

No ionicos
Esteres de glicerol
Esteres de poliglicerol
Esteres de propilenglicol
Esteres de la sacarosa

Esteres de acidos grasos de sorbitana

Las interacciones electrostaticas ocurren cuando existen sustancias
que tengan cargas eléctricas, ya sea iones y moléculas dipolares.

McClements, 1999 indica que las interacciones electrostaticas poseen
un papel muy importante en la determinacion de la estructura
molecular de algunos polimeros. En el caso de las proteinas, los
aminoacidos tienen la capacidad de ionizarse algunos con cargas
positivas y otros con cargas negativas. Ejemplos de aminoacidos

cargados positivamente son arginina, lisina, prolina, histidina y los del



22

grupo amino. Caso contrario corresponde al acido glutamico y
aspartico y aquellos aminoacidos pertenecientes al grupo carboxilico
(acidos).

Por su parte algunos los polisacaridos, también poseen grupos

ionizables en su estructura, como sulfatos y fosfatos.

Cuando se trabaja con polimeros, las interacciones electrostaticas se
vuelven muy sensibles con respecto al pH del medio acuoso y de la
concentracion.

Cuando un biopolimero contiene grupos que contengan la misma
carga, éste tiende a adoptar una configuracion extendida ocasionando
un distanciamiento entre las cargas y disminuye la repulsion
electrostatica. Caso contrario, cuando el biopolimero contiene cargas
opuestas, tanto positivas como negativas, opta por replegarse y formar
una estructura muy compacta de tal manera que maximiza la atraccion

entre las cargas. (McClements, 1999).

1.3.1. Estabilidad de las emulsiones
Un papel muy importante en las emulsiones de grado alimenticio es el
que protagonizan las proteinas y los polisacaridos debido a que

ayudan a la estabilidad de la emulsién. Estos biopolimeros pueden
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actuar ya sea por separado o mezcladas entre si. Las interacciones
entre proteinas y polisacaridos son afectadas por fuerzas de atraccion
y repulsion, que varian de acuerdo a la estructura del biopolimero y
condiciones ambientales. En el caso de emulsiones aceite en agua,
las proteinas, como caseina o suero de leche, ejercen su poder de
emulsiéon debido a la formacibn de una capa interfacial con
propiedades elasticas y por medio de una repulsidon estérica, se evita

la floculacion y coalescencia. (Turgeon, 2004)

Al trabajar con polisacaridos como emulsionantes, en el caso del
quitosano, la estabilidad se genera por medio de un efecto de
gelatinizacion o aumento de viscosidad en la fase continua. Es
importante destacar que los polisacaridos son generalmente anionicos,
es decir estan cargados negativamente. Ejemplos de polisacaridos
que actuen mediante el efecto de gelatinizacién son diferentes gomas
como xanthan, carragenina, alginato, carboximetilcelulosa, pectina,
entre otros. Otro mecanismo por el cual se estabilizan las emulsiones
es mediante una adsorcion interfacial como lo realiza la goma guar y

arabiga. (Turgeon, 2004).

McClements, 2005 indica que muchas investigaciones han

demostrado una técnica que crea una membrana interfacial alrededor
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de las gotas de aceite compuesta por muchas capas del

emulsionantes o de los polielectrolitos.

El quitosano como emulsionante es un polisacarido catidénico que
posee zonas hidrofilicas ricas en glucosamina y zonas hidrofébicas
ricas en N — acetil — glucosamina. (Turgeon, 2004). EIl quitosano
puede actuar en una combinacibn ya sea con proteinas o
polisacaridos. El estudio de Laplante, et al 2004, revela que por la
naturaleza cationica del quitosano, opuesta a la anionica de algunos
polisacaridos, favorecen a la interaccion entre proteinas vy
polisacaridos y estabiliza la coadsorcion con el suero de leche. En el
presente estudio se analizara el quitosano como emulsionante en un

sistema aceite en agua, sin la necesidad e combinarse con proteinas.

Otros estudios que indican que el quitosano puede actuar como un util
emulsionante en un sistema multiple w/o/w. En este caso, la emulsion
se realiza por medio de un proceso doble. En la emulsidon primaria
w/o, se utiliza un emulsionante hidrofébico, mientras que para la
segunda emulsién o/w, se requiere de un emulsionante hidrofilico.

(Agullo, 2001).
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El quitosano es un material versatil que puede generar este tipo de
emulsiones sin afadir ningun surfactante. El motivo por el cual el
quitosano se lo puede utilizar en ambos sistemas de emulsion es por
la composicién quimica, en la cual presenta moléculas con diferente
grado de desacetilacion. Cuando las moléculas presentan un alto
grado de desacetilacion corresponde a emulsiones del tipo aceite en
agua (o/w). Por el contrario, aquellas moléculas en las que el grado
de desacetilacion es mucho menor son mas favorables para

emulsiones tipo agua en aceite (w/o).
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos empleados para esta investigacion se
describen a continuacion:

El exoesqueleto del camarén P. vannamei fue proporcionado por la
Compaiiia DUNCI S.A., ubicada en la provincia del Guayas, Km. 10.5 via
a Daule, Urbanizacién Inmacosa, Calle Eucaliptos.

El hidroxido de sodio (NaOH) de marca Mallinckrodt Baker S.A. fue
adquirido por medio de la distribuidora INTERLAB Cia. Ltda.

El &cido clorhidrico (HCI) corresponde igualmente a la casa comercial
Mallinckrodt Baker S.A., comprado en la distribuidora INTERLAB Cia.
Ltda.

El aceite de girasol fue comprado en un supermercado local.

Agua destilada fue utilizada para todas las preparaciones.
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Con respecto a los equipos utilizados se utilizé lo siguiente:

Para secar el producto final se utilizé6 una estufa Memmert del laboratorio
de Microbiologia.

Luego del secado final, se procedio a triturar el quitosano en un molino
manual marca Corona, utilizado en la Planta Piloto de PROTAL — ESPOL.
Para realizar la emulsion del acido clorhidrico con el aceite se utilizé una

licuadora casera marca Osterizer “Super Deluxe”.

Las distintas pruebas para obtencion de quitosano y estabilidad de
emulsién fueron realizadas en el Laboratorio de Microbiologia y

Laboratorio de Quimica de la FIMCP — ESPOL.

2.1.Métodos de obtencion de quitosano

2.1.1. Método Hindu
La extraccion de quitosano a partir del exoesqueleto del
camaron para este primer método es una adaptacion de la
Central Institute of Fisheries Technology (CIFT) de la India.
Aqui se procede primero a lavar la materia prima para remover

impurezas. Se escurre y la muestra deseada pasa a un proceso
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de extraccion por media hora en NaOH al 0.5% a ebullicion.

(Gréf. 1).

Gréfica 1. Extraccion con hidroxido de sodio 0.5%.

Luego se filtra 'y se desecha el &lcali. A continuacion se hierven
los caparazones con NaOH al 3% por un tiempo de 90 minutos.
Con estos pasos se elimina la mayor cantidad de proteinas.

Seguido se procede a un lavado de los caparazones y por
medio de HCl 1.25N por una hora a temperatura ambiente,
aproximadamente 28°C, se realiza una desmineralizacion.

(Gréf. 2).
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Gréfica 2. Extraccion con acido clorhidrico 1.25 N.

A pesar de que la técnica establece que hasta este punto se ha
obtenido quitosano, de acuerdo con la CIFT, el mayor
porcentaje de produccién de quitosano fue de 8.63% cuando la
muestra fue tratada con NaOH al 50% durante una hora a

100°C, previo un lavado para remover todo el &cido. (Graf. 3).

Finalmente se realiz6 un secado en estufa a 60°C con un

tiempo de 2.5 horas.
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Gréfica 3. Extraccion con hidroxido de sodio 50%.

2.1.2. Método Propuesto
El segundo método corresponde a una recopilaciéon de
diferentes métodos de obtencién de la quitina. Se realiz6 una
evaluacion de los mismos para determinar el método que mejor
se adapta a las condiciones de trabajo en el laboratorio.
Primero se lava los caparazones para eliminar impurezas y se

pesa la cantidad deseada.

La primera parte del experimento corresponde a la adicion de
HCI 2N en relacién solido:liqguido del:10 a temperatura
ambiente por dos horas. Esto genera desprendimiento de

voliumenes de CO.. (Gréf. 4).
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Gréfica 4. Extracciéon con acido clorhidrico 2 N.

Luego se procede a lavar con abundante agua y se realiza una
desproteinizacion mediante una inmersion de los caparazones
en NaOH al 2% bajo una relacion 1:5, igualmente sélido:liquido,
entre 30 y 60 minutos con agitacion a una temperatura entre 70

y 80°C. (Gréf. 5).

-

Gréfica 5. Extraccion con hidréxido de sodio 2%.
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Esta técnica fue desarrollada por Garcia y sus colaboradores en
1996, en La Habana para la obtencibn de quitina. Es
importante destacar que entre cada etapa del proceso fue
necesario hacer un lavado para remover las sustancias, tanto el

acido como el alcali.

La obtencion del quitosano es un solo paso que consiste en la
inmersion de los caparazones en NaOH al 50% por 60 minutos
a 80 — 90°C. El secado final fue a 100°C por un tiempo de 2

horas.

2.1.3. Método Universidad Técnica de Ambato
El tercer método corresponde al mas complejo de todos que fue
elaborado por Juan de Dios Alvarado de la Universidad Técnica
de Ambato, como parte de un proyecto para peliculas

biodegradables.
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El primer paso es un lavado minucioso de la materia prima.

(Gréf. 6).

Gréafica 6. Materia prima, caparazones de camaron

Posteriormente se realiza un secado de los caparazones para
facilitar la manipulacion. Las condiciones de secado fueron por
5 horas a 90°C. Seguido de esto se procede a sumergir la
muestra en NaOH al 0.5% por 30 minutos a una temperatura de
80°C. A continuacion se realiza una segunda extraccion con
NaOH con una concentracion diferente, al 3% a la misma

temperatura pero con un tiempo de 10 minutos.

Se realiza un lavado minucioso hasta obtener un pH proximo a
la neutralidad y luego a la extraccién con HCI 2N en relacion 1:3
a temperatura ambiente por una hora. Nuevamente se realiza

un lavado y se procede a secar en estufa a 50°C por 6 horas.
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Luego la quitina se somete a un proceso de desacetilacion por
medio de NaOH al 50% en una relacion 1:7 a 100°C por una

hora. (Graf. 7).

Gréfica 7. Extraccion con hidréxido de sodio 50%.

Se procede a un lavado y secado final por 6 horas a 50°C.
Para todos los métodos se adicioné la etapa de molienda del
quitosano con el objetivo de disminuir el tamafio de las

particulas para facilitar la emulsion.

Todos los métodos son aparentemente similares y siguen un
procedimiento general, basandose en una secuencia de
extracciones con alcalis y &cidos. Si bien es cierto el segundo
método alterna el procedimiento lo relevante y mas importante
es la adiciébn de soluciones acidas y alcalinas, ya que éstas

actian directamente sobre compuestos quimicos. El uso de
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hidroxido de sodio a bajas concentraciones hace que las
proteinas que se encuentran en el caparazén de camaron se
eliminen debido a una desnaturalizacion. El resultado de la
desnaturalizaciéon de las proteinas es la pérdida de muchas
propiedades biolégicas de la misma, y esto se puede suscitar
de diversas formas. Estas pueden se por coagulacion o

agregacion y por hidrélisis.

Por otro lado, el acido clorhidrico genera una descalcificacion
debido a que el exoesqueleto presenta grandes cantidades de
calcio en su estructura. Posee también otros minerales como el
magnesio, pero este se encuentra en menor proporcion que el
calcio. Como el quitosano es un compuesto versatil, que puede
ser utilizado segun el grado de desacetilacion, el hidroxido de
sodio a una concentracion alta (50%) produce la remocion del

grupo acetilo de la estructura de la quitina.

Es muy importante tomar en cuenta los cambios que iba
sufriendo la materia prima al pasar las diferentes etapas. En el
método propuesto por la CIFT después que los caparazones se
sumergieron en hidroxido de sodio a bajas concentraciones su

textura seguia consistente. Posteriormente, se fue ablandando
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a medida que la concentracion aumentaba. Luego del &cido
clorhidrico la textura era muy blanda y habia perdido
considerablemente su volumen. El color vario
considerablemente desde su color original hasta un color melén

con apariencia cristalina.

Los cambios suscitados en el método propuesto fueron que en
la extraccion acida el color de los caparazones se intensificd a
naranja por la liberacibn del compuesto carotenoide
astaxantina. Con respecto a la textura se ablando

considerablemente en esta etapa.

Finalmente en el método de extraccion de quitosano la textura
cambio debido al secado inicial y se fue suavizando a medida
que aumentaban las etapas del proceso. EIl color se comporto

de manera similar al proceso nimero uno.

Un cambio muy especial se notdé cuando los caparazones se
sometian con NaOH al 50%. Durante este tratamiento, el color
original de la muestra se transform6 a un color rojizo muy
intenso. Pero al finalizar y escurrir la solucion, los caparazones

retomaron un color meldn cristalino al contacto con el agua para
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su lavado y remocion de la solucién alcalina. El colorante que
se encuentra en el exoesqueleto y musculo del camaroén es la
astaxantina. Debido a las extracciones antes descritas y los
sucesivos lavados a los que se sometid el exoesqueleto, este
pigmento se va removiendo poco a poco hasta que finalmente

se mantiene como color meldn cristalino.

En el siguiente esquema se grafica en un diagrama de flujo los
tres procesos que han sido utilizados para la obtencién del

quitosano.
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Caparazones
de Camarén
|
1 1 1
Lavado ] [ Lavado [ Lavado ]
Extraccion 1 ) ( Extraccion 1 ( Secado 1 )
NaOH 0.5% HCI 2N 90°C, 5h
100°C, 30 min ) L 25°C.2h L )
Lavado ) ( Lavado ( Extraccion 1 )
y Filtrado y Filtrado NaOH 0.5%
I ) L I L 80°C, i30 min )
Extraccion 2 ) t Extraccion 2 ( Lavado )
NaOH 3% NaOH 2% y Filtrado
100°C. 90 min ) L 75°C, 30 min L )
Lavado ) f Lavado ( Extraccion 2 )
y Filtrado Y Filtrado NaOH 3%

I ) L I L 80°C, |10 min )
Extraccion 3 ) ( Extraccion 3 ( Lavado )
HCI 1.25 N NaOH 50% y Filtrado
25°C., 60 min ) q 80°C. 60 min L )

Lavado ) ( Lavado ( Extraccion 3 )
y Filtrado y Filtrado HCI2 N

I )L I L 25°C, |60 min )
Extraccion 4 N[ Secado ( Lavado )
NaOH 50% 100°C, 2 h y Filtrado

100°C. 60 min ) L L )
Lavado ) ( Secado 2 )
y Filtrado 50°C, 6 h
I J (. I J
Secado ) ( Extraccion 4 h
60°C, 2.5h NaOH 50%
) L 100°C, 60 min )
( Lavado )
y Filtrado
\§ I J
( Secado 3 )
50°C,6h
& J

Figura 5. Diagrama de flujo de los tres procesos de obtencién de quitosano
Elaborado por: Luis Soro G.
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2.2.Técnica de Preparacion de Emulsiones
La preparacion de las emulsiones consiste en mezclar una solucion
con 20% de aceite de girasol y 80% de &cido clorhidrico 0.1M con

0.2% de quitosano.

La metodologia a seguir para formar la emulsién es la siguiente, para
todas las muestras: se coloca la solucion de acido clorhidrico 0.1M,
luego el quitosano y por ultimo el aceite. Todas estas sustancias, en
las proporciones antes descritas, se mezclan en una licuadora por 3
minutos en total, estableciendo pausas de 30 segundos cada minuto.

Una vez realizada la emulsion se coloca en los tubos de ensayo para
proceder a realizar el analisis y mediciones de los indices de
cremado. Relacion porcentual entre el volumen de las dos capas en

separacion versus el volumen total de la emulsion.

Gréfica 8. Medicion de indice de cremado
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Una vez se han preparado las emulsiones de acuerdo a los tres tipos
de quitosano extraidos, se analiza cual quitosano es el que se
comporta con mejores propiedades de emulsionante. Posteriormente
se realizan nuevas emulsiones con variaciones en la concentracion
de quitosano, cambio en el pH del medio y por ultimo, la adicién de

cloruro de sodio en el medio.

La primera consiste en una variacion de la concentracion de
quitosano. La cantidad de quitosano tipo a ser utilizada es de 0.2%,
0.5%, 0.7% y 1% con respecto al total de la emulsion. Lo primero en
agregarse a la licuadora fue la solucion de 0.1M HCI, luego el
quitosano Yy finalmente el aceite de girasol. Todo se homogeniza en

la licuadora segun el mismo mecanismo previamente descrito.

El segundo tipo corresponde a un area bastante importante en el
campo de las emulsiones, pues es el efecto del pH. Para preparar la
emulsion a diferentes valores de pH se adiciona acidos y alcalis. En
el rango de los acidos se preparan soluciones de 0.1M y 0.01M de
acido clorhidrico. Mientras que para los valores alcalinos, se trabaja
con 1% y 3% de bicarbonato de sodio. Se realiza también con agua
destilada sin ninguna solucién para medir el efecto en un pH neutro.

El segundo componente a ser agregado es el quitosano a una
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concentracion del 0.2% y finalmente el aceite para proceder a hacer

la emulsion.

La dltima caracteristica que se analiza es la fuerza i6nica en la
emulsién. Para prepararla fue necesario variar la concentracion de
cloruro de sodio (0.3M NaCl y 0.7M NaCl) en el medio &cido en el
cual se encontraba (0.01M de HCI). Una vez hecha las respectivas
combinaciones, se adiciona el quitosano y el aceite de girasol en un

20% del total para finalmente colocar en la licuadora por 3 minutos.

Técnica de Estabilidad de la Emulsion

La estabilidad de la emulsion se mide mediante el volumen de
cremado de la solucibn mantenida al medio ambiente conforme
aumenta el tiempo de exposicion. Se mide la estabilidad por la
velocidad con la cual las gotas de la fase dispersa se agrupan para
formar una masa de liquido cada vez mayor que se separa por

gravedad.
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Gréfica 9. Medida de la estabilidad de la emulsién

Transcurridas 48 horas se determino cual muestra fue la mas estable.
La muestra de quitosano que mejor funciona bajo estas
caracteristicas es analizada y determinada como el mejor
emulsionante. Y se realiza tres pruebas de estabilidad adicionales
con diferentes variantes: la concentracion de quitosano en la
emulsion; el pH del medio y la fuerza idnica en la estabilidad de la

emulsion.

La concentracion de quitosano fue cambiada y variada en el siguiente
rango: 0.2, 0.5, 0.7 y 1% en la emulsibn. Debido a que la
concentracion de quitosano es baja se puede mantener constante los

porcentajes de aceite y solucion de acido clorhidrico.
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Con respecto a la variacion del pH de la solucion, se trabajo con cinco

valores de pH diferentes, de 4,6, 7,8y 9.

Para las pruebas de estabilidad de la ultima variable, se utilizd
diferentes rangos de cloruro de sodio. Las mezclas fueron realizadas
de la siguiente manera: 0.01M HCI con 0.3M NacCl; y 0.01M HCI con

0.7M NacCl.
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CAPITULO 3

3. ANALISIS DE RESULTADOS

Con la finalidad de demostrar que actualmente se estan realizando
nuevos estudios y aplicacion de nuevas tecnologias con respecto al
desperdicio del exoesqueleto del camardn, se manifiesta que el quitosano
obtenido por medio de las extracciones es un polisacarido y que gracias a

su versatilidad, puede ser usado en un sinnumero de aplicaciones.

Si bien es cierto lo principal en este tema de estudio es la caracterizacion
como emulsionante, es de suma importancia recalcar primero que se
debe obtener el quitosano. En la actualidad el quitosano es un
compuesto que esta siendo muy estudiado y muchas empresas y
universidades se dedican a determinar el mejor procedimiento de

obtencion del quitosano. Dentro del exoesqueleto del camardn existe una
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gran cantidad de compuestos quimicos, los cuales deben de ser
transformados, modificados y eliminados hasta obtener el quitosano. Los
meétodos utilizados para la extraccion de quitosano guardan cierta
similitud entre ellos, pero la base es siempre la misma y su importancia
radica en la accidén sobre los compuestos quimicos. Las variaciones en
tiempos, temperaturas y concentraciones para la extraccion son las
variables que afectan directamente a la calidad de quitosano que se

desea obtener en funcion del grado de desacetilacion.

El hecho de adicionar una solucién alcalina a bajas concentraciones
genera en los caparazones la desnaturalizacion proteica por hidrélisis y
un debilitamiento de su estructura, y por consiguiente disminuye el
volumen. Debido a que el exoesqueleto presenta grandes cantidades de
calcio, la accioén de adicionar acido clorhidrico como método de extraccion
ayuda en la formacién de complejos de cloruro de calcio, por una
disociacion del cloro y el hidrégeno, los cuales son removidos por medio
del lavado. De tal manera, la composicion quimica del exoesqueleto se
ve alterada por la eliminacién de proteinas y minerales, quedando asi, la
estructura de la quitina. El mayor desafio fue transformar la quitina en
quitosano, lo cual se consiguié por medio de hidroxido de sodio a una

concentracion muy alta. Esto se logré por medio de la remocion de los
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grupos acetilo de la estructura original logrando asi un quitosano que,

para efecto de mejor presentacion y uso, se lo procedié a secar y moler.

3.1.Valoracion de los métodos estudiados como emulsionante

Una vez obtenido el quitosano, lo mas importante fue definir cual
método de extraccion resultd el mejor para ser aplicado como
emulsionante. Puesto que la emulsificacion no es una ciencia exacta,
son necesarias ciertas generalizaciones fundadas en la experiencia
de tanteos y pruebas realizadas. Debido a las limitaciones de la
tecnologia fue un poco dificil de predecir el grado exacto de
desacetilacion de cada uno de los tres tipos de quitosano. Haciendo
referencia a la literatura, a medida que el grado de desacetilacion
aumenta, el quitosano estabiliza en mayor medida una emulsién de
tipo aceite en agua. Este tipo de emulsion fue la escogida para las
pruebas porque al realizar la remocioén del grupo acetilo, el monémero
de la cadena que se origina, representa la parte hidrofilica de la
cadena. Si el grado de desacetilacibn es mayor, por consiguiente

mas cantidad de mondmeros hidrofilicos se va a formar.

La preparacion de la emulsidn consiste por lo tanto en 20% de aceite

de girasol, 80% de acido clorhidrico en una concentracion de 0.1M y
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0.2% de quitosano, por cada uno de los diferentes métodos, es decir

el Hindu, el propuesto y el de la Universidad Técnica de Ambato.

Un buen emulsionante es aquel que puede crear una emulsion tal que
visiblemente no sea facil de detectar. El volumen de cremado es una
herramienta muy util para determinar la estabilidad en una emulsion.
A medida que el cremado o volumen de separacién entre el agua y el
aceite aumenta, mayor es la inestabilidad de la emulsion y, por lo

tanto, menos eficiente resulta ser el emulsionante.

Adicionalmente, se prepar6 una emulsion denominado “Blanco”. Esta
consiste en realizar la preparacion de la emulsiéon sin la adicion de
emulsionante. En esta solo constituye una mezcla el aceite y la
soluciéon acuosa de acido clorhidrico, en las proporciones antes
establecidas. Este Blanco va a funcionar como el patrén con el cual
los tres métodos seran comparados, ya que ambas fases se van a
separar rapidamente en dos fases diferenciadas por el contraste de la
densidad. En la tabla 3 podemos observar que la desestabilizaciéon
de la emulsion se realizd casi de inmediato. Al primer minuto que se
concluyé la emulsiéon, ya se habia formado un 50% de cremado y la
tendencia fue en crecimiento progresivo hasta llegar a un 90%,

solamente 20 minutos de finalizada la emulsion.
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Con esto se ratifica el hecho de que las emulsiones son sistemas muy

inestables y que siempre

van

a

ser propicios para la

desestabilizacidn, ya sea a corto, largo o mediano plazo.

Tabla 3

Blanco (80% 0,1 M HCI + 20% aceite)

Cl
Tiempo (h) Cl1 Cl2 | promedio

0,02 55 50 52,5
0,03 55 65 60,0
0,05 55 65 60,0
0,08 60 80 70,0
0,17 60 85 72,5
0,25 70 85 77,5
0,33 70 90 80,0
0,5 75 90 82,5

1 80 90 85,0

2 80 90 85,0

Elaborado por: Luis Soro G

En la estabilidad de la emulsion las particulas o gotas se mueven

hacia la superficie hasta llegar a un limite en el cual no puedan subir

mas y se empiezan a agrupar formando una capa o “crema”.

En la tabla 4 se puede apreciar los valores de indice de cremado para

el Proceso 1. Se puede apreciar que desde los 15 minutos hasta que

se cumplié las 48 horas el indice de cremado no sufri6 cambios
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considerables. Pero en un principio la emulsién se desestabilizé muy
pronto, lo cual indica que la energia del sistema es baja ya que en
pocos minutos de finalizada la homogenizacién, las particulas de

aceite se dirigen a la superficie.

Tabla 4
Proceso 1
Cl
Tiempo (h) Cl1 Cl2 promedio
0,03 40 30 35
0,08 50 40 45
0,17 60 50 55
0,25 65 60 62,5
0,33 65 60 62,5
0,42 65 60 62,5
0,5 65 60 62,5
1 65 60 62,5
19 70 65 67,5
20 70 65 67,5
24 70 65 67,5
48 70 65 67,5

Elaborado por: Luis Soro G

Para el Proceso 2 se puede apreciar en la tabla 5 que durante el
mismo tiempo en el cual se desestabiliza la emulsion, el volumen de
cremado es ligeramente mayor, haciendo que el quitosano obtenido
en el Proceso 1 tenga mejores propiedades para considerarlo como
emulsionante. El cambio de los diferentes valores del indice de
cremado es muy drastico en comparacién con el método 1. Si bien es

cierto el valor del indice de cremado se mantuvo constante en



50

promedio por mayor tiempo, al inicio se not6 muy claramente una

desestabilizacion de la emulsion.

Tabla 5
Proceso 2
Cl
Tiempo (h) Cll Cl2 promedio

0,02 50 30 40
0,03 60 45 52,5
0,08 60 50 55
0,17 70 60 65
0,25 70 60 65
0,33 70 60 65
0,42 70 65 67,5
0,5 70 65 67,5
1 75 70 72,5
20 75 70 72,5
24 75 70 72,5
48 75 70 72,5

Elaborado por: Luis Soro G

Por ultimo, el método de la Universidad Técnica de Ambato resulté

ser el quitosano que mejor se aplica para ser considerado un

emulsionante. El quitosano obtenido pudo ejercer la permanencia de

la emulsion por mucho mas tiempo hasta ser desestabilizado en

relacion a los otros tipos de quitosano.

Durante la primera hora de observacion, no se produjo un cambio en

el indice de cremado, pero entre las 19 y 48 horas posteriores si se

pudo ver un incremento considerable.
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Esto nos indica que este tipo quitosano se adapté mejor a las
condiciones y tipo de emulsidon establecidas. La energia del sistema
es mucho mayor en comparacion a los dos métodos anteriores puesto
que se requiere mayor tiempo para poder romper y desestabilizar el
sistema. Incluso se puede pensar que el grado de desacetilacion es
mayor en este quitosano que los anteriores, puesto que se acoplo

mejor a la emulsion aceite en agua.

Tabla 6
Proceso 3
Cl
Tiempo Cli Cl2 promedio
0,08 0 0 0
0,17 0 0 0
0,25 0 0 0
0,33 0 0 0
0,42 0 0 0
0,5 0 0 0
1 0 0 0
19 70 70 70
20 70 70 70
24 70 70 70
48 75 80 77,5

Elaborado por: Luis Soro G

El quitosano es un emulsionante catibnico que produce una
separacion entre las gotas de aceite. De tal manera que las gotas se

cargan eléctricamente en su superficie, siendo esta carga del mismo
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signo para todas las gotas y por lo que la repulsion electrostatica

impide que se unan entre si.

En la siguiente figura se observa el resumen de los resultados de la
accion del quitosano como emulsionante. Como se puede apreciar el
mejor procedimiento corresponde al de la Universidad Técnica de
Ambato, que obtiene un mejor quitosano para la emulsion aceite en
agua. Para un mismo punto de referencia, a las 20 horas desde que
se inicié la emulsién, se puede apreciar que los valores de Cl de los
tres métodos son similares, pero la ventaja del tercero es que antes
transcurrié el tiempo con un valor del indice de cremado mucho
menor. La desestabilizacién de los dos primeros métodos fue tan
precipitada que no conviene ese tipo de quitosano ser usado como

emulsionante.
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Valoracion Metodos vs Blanco
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Figura 6. Valoracion de los métodos como emulsionantes

Elaborado por: Luis Soro G.

3.2.Efecto del pH en la estabilidad de la emulsion
La estabilidad de una emulsion depende de la carga electrostatica del
emulsionante, del pH del medio y de la fuerza i6nica en la fase

acuosa.

Cuando los valores de pH estan por debajo de la neutralidad la carga
eléctrica de las gotas evita la floculacion porque forma repulsion entre
las mismas. Por el contrario, cuando los valores de pH son cercanos
al punto neutro, la repulsion de las cargas es baja por lo tanto se

desestabiliza la emulsion.
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Para este analisis se utilizdé solucion acuosa de acido clorhidrico para
obtener el medio acido en dos concentraciones: 0.1 My 0.01 M dando
como pH finales 4 y 6 respectivamente. En el punto neutro solamente
se utilizé agua destilada, confirmando asi un pH de 7. Por otro lado,
en el rango del pH alcalino se utilizé6 como sustancia bicarbonato de
sodio en concentraciones de 1y 3%. Con esto los valores finales del
pH resultaron ser 8 y 9. Siempre se respetd la relacion de 80% de la
solucién acuosa, ya sea de acido o alcali (fase continua), 20% de

aceite de girasol y 0.2% de quitosano.

El quitosano es un biopolimero catidnico que tiene un grupo amino en
su estructura, y debido a este grupo, la estabilizacién de una emulsion
es producida por una repulsion electrostatica, de tal manera que es
afectada con el pH. En la figura 7 se puede observar el
comportamiento del quitosano a diferentes valores de pH. Es notorio
que cuando esta en un pH acido, la estabilidad de la emulsién es
mucho mayor. Esto se debe a que en medios acidos aumenta la
concentracion de protones en la solucion, de tal manera que el grupo
amino se mantiene positivamente cargado, produciendo la separacién

electrostatica entre las gotas.
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pHvs. Cl
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Figura 7. Efecto pH vs indice de cremado
Elaborado por: Luis Soro G.

Muchos estudios mencionan que en medios acidos el poder
emulsionante del quitosano se incrementa debido a que la estructura

helicoidal del quitosano se mantiene reduciendo su movilidad.

Por otro lado, se puede observar que a medida que el pH se acerca al
pKa del quitosano (= 6.3 — 7) la solucién se vuelve mas inestable.
Esto es debido a que cuando pH = pKa la carga positiva del quitosano

desaparece, reduciendo la repulsion entre gotas.

Cuando el valor del pH se incrementa con bicarbonato de sodio, se
puede notar un ligero aumento de estabilidad, paulatinamente. Esto

indicaria que al disminuir la solubilidad incrementaria la interaccion
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entre polimeros, formando una estructura gelificante lo cual mantiene

separada las gotas de aceite.

3.3.Efecto de la concentracion de quitosano

En una emulsion es muy importante controlar y determinar la

concentracion que se necesita para que un emulsionante actue

eficientemente. Para las pruebas de laboratorio se escogié un rango

entre 0.2% al 1% de quitosano obtenido.

En la figura 8 se puede apreciar el comportamiento del quitosano a

diferentes concentraciones:

Concentraciones Quitosano

100

——0,20%
—8-0,50%

Cl

40

30

20

0,70%
1%

0 20 40 60 80
Tiempo (h)

120

Figura 8. Concentraciones de quitosano vs indice de cremado

Elaborado por: Luis Soro G.
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Cuando se utilizo 0.5% se pudo observar que el valor del indice de
cremado fue aumentando progresivamente, pero entre las 7 y 10
horas existié una violenta separacién entre las fases, haciendo que el
indice de cremado se incremente y por lo tanto el sistema se

desestabilizé bruscamente.

Cuando se realizo las pruebas con concentraciones de 0.7% y 1% se
pudo apreciar considerablemente una mejoria de la estabilidad de la
emulsion. Las fases de aceite y de agua se homogenizaron
satisfactoriamente y presentaron un comportamiento similar inicial.
La emulsién funcioné6 mejor con una concentracion de 0.7% de
quitosano pues pudo permanecer por mayor tiempo sin que se
desestabilice el sistema en comparacion con la de 1%. Esta, (1%),
funcioné muy bien como emulsionante pero debido a sus propiedades
de gelificacién, formé una capa entre las gotas de aceite y agua

creando un distanciamiento y asi evitando que se reagrupen.

Cabe recalcar, que la concentracién de un emulsionante, se ve
afectada directamente a la eficacia de la homogenizacion. Esto es
que, a medida que es mejor la homogenizacion, mayor cantidad de

particulas se van a crear por disminucion de tamafo, y el area
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interfacial va a aumentar requiriendo asi que exista una mayor

cantidad de quitosano.

3.4.Efecto i6nico en la emulsion
El efecto idnico en la emulsion es un factor muy importante en el cual
se determind que el cloruro de sodio reacciona con el quitosano
formando interacciones electrostaticas. La fuerza iénica en una
solucion acuosa depende de la concentracion de los iones
contenidos. Asi, a medida que la fuerza ibnica aumenta, la repulsion

electrostatica es progresivamente menor.

En las figuras 9 y 10 se explica claramente el comportamiento que
tiene el quitosano y el efecto de adicionar una solucién salina a la
emulsidn. Al ser el quitosano un biopolimero cationico, interactua con
el cloruro de sodio. De esta manera se disminuye la repulsion
electrostatica entre las gotas de aceite. Asi, el quitosano actua con el
ién cloruro disminuyendo la carga positiva en la superficie de la gota.
Como las gotas estan cargadas eléctricamente en su superficie,
siendo esta carga del mismo signo para todas las gotas, la repulsion

electrostatica impide que se unan entre si.
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Figura 9. Uniones electrostaticas quitosano — cloruro. Altas concentraciones
Elaborado por: Luis Soro G.

Si la concentracion de cloruro disminuye el esquema se lo visualizaria

de la siguiente manera:
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Figura 10. Uniones electrostaticas quitosano — cloruro. Bajas concentraciones
Elaborado por: Luis Soro G.
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Esto lo podemos observar en las siguientes tablas, donde varian la

concentracion de cloruro de sodio entre 0.3 My 0.7 M.

Cuando se adiciond 0.3 M de NaCl, la menor concentracion, el
comportamiento del indice de cremado se mantuvo en los primeros
minutos un poco mas estable, ya que no se separo las fases con la

misma rapidez que a una concertacion de 0.7 M.

Tabla 7

Fuerzaidnica (0,01 M HCI + 0,3 M NacCl)

Tiempo (h) Cl1 Cl2 Cl prom
0,02 0 0 0,0
0,03 0 0 0,0
0,08 30 3 16,5
0,17 59 57 58,0
0,33 61 59 60,0
0,5 61 60 60,5
0,67 61 60 60,5
0,83 62 60 61,0

1 62 60 61,0
6 62 60 61,0
11 62 60 61,0
17 62 61 61,5
24 62 61 61,5

Elaborado por: Luis Soro G
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Tabla 8

Fuerzaionica (0,01 M HCI + 0,7 M NaCl)

Tiempo (h) Cl1 Cl2 Cl prom
0,02 0 0 0,0
0,03 57 53 55,0
0,08 58 60 59,0
0,17 60 60 60,0
0,33 60 60 60,0
0,5 65 61 63,0
0,67 65 63 64,0
0,83 70 70 70,0

1 70 70 70,0
6 71 70 70,5
11 71 70 70,5
17 71 70 70,5
24 71 70 70,5

Elaborado por: Luis Soro G

Cuando hay 0.3 M de concentracion, una parte del cloruro se une al
quitosano (cargas positivo — negativo) y existe una mayor repulsion
entre las gotas en comparacion cuando existe una concentracion
mayor (0.7 M). Por lo tanto, el indice de cremado es menor y por

ende la estabilidad es mayor.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Después de revisar los resultados obtenidos en las pruebas de

laboratorio, se puede concluir y recomendar lo siguiente:

1. Existen a nuestro alcance un sinnimero de compuestos quimicos y
sustancias consideradas como desechos, pero con un analisis

profundo se encuentran substancias aptas para ser utilizadas.

2. En el caso particular de los caparazones de camarén, el compuesto
fundamental es la quitina, que transformada en quitosano, permite
establecer variadas aplicaciones como aditivos alimentarios, y de

manera muy especifica, como emulsionante.
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3. La extracciéon del quitosano es un procedimiento complejo que
requiere de mucho cuidado, ya que se trabaja con soluciones acidas y
alcalinas, con el objetivo de eliminar otros compuestos, tales como
proteinas y minerales entre ellos el calcio. De los métodos empleados,
el quitosano obtenido en el proceso 3 es el que mejor tiene
propiedades como emulsionante, por cuanto prolonga la estabilidad de
la emulsién por un tiempo mayor, en comparacion con los otros

métodos.

4. El pH es un factor muy importante en la actividad de una emulsién. Se
pudo determinar que el quitosano es un polisacarido que mejor se
adapta a las condiciones acidas que a la neutralidad y la alcalinidad.
Por lo tanto, a un pH de 4, el valor del indice de cremado fue mucho
mejor que los demas, ya que se mantuvo por mas tiempo estable; en

los otros ensayos el volumen de la crema se evidencido muy pronto.

5. La concentracion del quitosano usado como emulsionante pudo
determinar que la concentracion ideal es al 0.7%. EIl motivo, es la
mayor estabilidad de la emulsién. Para las concentraciones menores,
la emulsidon no fue lo suficientemente estable, por lo que no se

consideraron como resultados positivos para el estudio.
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El efecto idnico tiene un papel muy importante en la emulsién. Como
las uniones son de tipo electrostaticas, el hecho de adicionar un
compuesto, como el cloruro de sodio, hace que la repulsion aumente
conforme disminuya la concentracidén de iones, y asi se genera mayor

estabilidad del sistema.

A una concentracion de NaCl de 0.3 M la emulsién se comporté de

manera estable en comparacion con la de 0.7 M.

Este estudio de caracterizacién del quitosano como emulsionante es
una base de laboratorio, en la que se puede proyectarlo de manera
industrial siempre que se adecuen y establezcan los tiempos de una
doble homogenizacion. El objetivo de este estudio es determinar el
efecto del emulsionante como tal, el cual podria ser posteriormente

aplicado en un producto y estabilidad del mismo.

Como recomendaciones se puede citar que:

9.

El quitosano es muy versatil, el ser gelificante es una propiedad
adicional encontrada. Se recomienda investigaciones al respecto y su

aplicacion en el campo de aditivos alimentario.
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10. Se recomienda dar aplicacién en productos como mayonesas, salsas

y aderezos para ensaladas.

11. También es necesario realizar un estudio de la aplicacion, a nivel de la

industria nacional, como fuente de aprovechamiento de los residuos.
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