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Chitin production processes involve highly polluting treatments, current studies have shown
the use of biological methods gave better results because it preserves chitin structure. In
this work, chitin was obtained from Agaricus bisporus and Procambarus clarkii following
friendly environmental alternative procedures, through a sequential process based on the
use of proteases, glucanases. Transformation of microfibrils into nanofibers was accomplished
dissolving amorphous regions followed by acid disruption.

The chitin concentration determined as N-acetyl glucosamine is 83 + 1.8% and 80 + 2.4% for
A. bisporus and P. clarkii, respectively, being a good-quality chitin, similar to the commercially
available one. Finally, highly uniform, approximately 8 nanometer-wide chitin nanofibers were
obtained, which still maintained their original chemical and crystalline structures. The product
can be used for industrial applications in pharmacy, cosmetics, agriculture, and wastewater
treatment.
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Los procesos de produccién de quitina implican tratamientos altamente contaminantes,
en estudios actuales se ha demostrado que la utilizacién de métodos biolégicos dieron
mejores resultados porque preserva la estructura de la quitina. En este trabajo se obtuvo
quitina tanto de Agaricus bisporus como de Procambarus clarkii siguiendo procedimientos
alternativos amigables con el medio ambiente, mediante un proceso secuencial basado
en el uso de proteasas, glucanasas. La transformacién de microfibrillas en nanofibras
se logré disolviendo las regiones amorfas seguido de la ruptura acida. La concentracion
de quitina determinada como N-acetil-glucosamina es de 83 + 1,8% y 80 + 2,4%, para
A. bisporus y P. clarkii respectivamente, siendo una quitina de buena calidad, similar a la
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disponible comercialmente. Finalmente se obtuvo nanofibras de quitina altamente uniformes
con un ancho de aproximadamente 8 nm que aln mantenian sus estructuras quimicas y
cristalinas originales. El producto puede ser utilizado para aplicaciones industriales en farmacia,
cosmética, agricultura y tratamientos de aguas residuales.

Palabras Clave: Subproducto de champifidn, Fraccion de Quitina, Agaricus bisporus, Nanoquitina, Pro-

cambarus clarkii

1. Introduccién

La pared de los hongos, el exoesqueleto e intestino de los insectos y exoesqueleto
de crustaceos estd constituido por un compuesto nanoestructurado basado principal-
mente en microfibrillas de quitina. La quitina es un polisacdrido cristalino de alto peso
molecular, esta estructura al hidratarse forma un compuesto duro, fuerte y resistente.
El exoesqueleto de los crustdceos ademds de estar constituido por quitina, contiene
particulas de carbonato de calcio y proteinas [1], y en el caso de los hongos estan
constituidos por quitina que se presenta en forma microfibrilar unida a glucanos, for-
mando de esta manera un complejo fibrilar insoluble en élcali [2]. La quitina tiene
propiedades Unicas que permiten su uso en una amplia gama de aplicaciones en difer-
entes areas (biotecnologia, medicina, farmacia, agricultura, etc). Enormes cantidades
de residuos de champifién y cangrejo de rio son desechadas por las grandes industrias
del procesamiento ocasionando contaminacién al medio ambiente, es por ello que su
reutilizacién seria una buena alternativa [3—6]. La quitina de los crustdceos es de uso
frecuente, sin embargo, la presencia del mineral dificulta el proceso de extraccién y
lo métodos tradicionales para la preparacidon comercial de este tipo de quitina son
altamente contaminantes [7].

La transformacién de microfibrillas en nanocristales/nanofibras se puede lograr dis-
olviendo las regiones amorfas seguido de una ruptura acida, y debido a sus innu-
merables propiedades pueden ser utilizadas en la industria médico-farmacéutica y en
la industria alimentaria para combatir la actividad antifungica [8—11], debido a que es
biocompatible, biodegradable y no es téxica, etc. [12]. En este trabajo se describen
procedimientos biotecnoldgicos amigables con el medio ambiente para la preparacién
de quitina y nanoquitina a partir de estos subproductos. Los productos obtenidos
poseen numerosas aplicaciones prometedoras en diferentes industrias.

2. Materiales y Métodos
2.1. Preparacion de la materia prima

Se utilizaron subproductos procedentes de la industria del champifidn (Agaricus bis-
porus) (TCH; Tallos de Champifién) y subproductos procedentes de la industria del
procesamiento del cangrejo de rio (Procambarus clarkii) (C; Cangrejo), constituido
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fundamentalmente por el cefalotérax y el exoesqueleto de las colas, estos subpro-
ductos fueron secados, molidos y tamizados obteniendo un polvo fino al que se les
denominé HTCH; Harina de Tallos de Champifién y HC; Harina de Cangrejo, que se
usé como material de partida, En el caso de los subproductos de cangrejo estos fueron
previamente desmineralizados, mediante un método basado en la produccién in situ
de acido/fermentacién lactica [13].

2.2. Preparacion de la quitina

Se utilizé un procedimiento secuencial mediante un tratamiento enzimatico y poste-
riormente un tratamiento térmico. La desproteinizacién se llevé a cabo mediante un
tratamiento enzimatico con proteasas a pH 8,5 y 55°C con baja agitacién (100 rpm)
usando una relacién E/S de 0,01. Las proteasas utilizadas han sido obtenidas mediante
procesos biotecnoldgicos utilizando como materia prima lodos de depuradora crecidos
con B. licheniformes [14].

2.3. Caracterizacion de la quitina

El porcentaje de quitina en base seca se determind gravimétricamente después de
la desproteinizacién [15], el contenido en hidratos de carbono totales se determiné
mediante el método colorimétrico de Dubois, usando éacido sulfdrico-fenol [16] y el
nitrégeno total (Nt) se determiné mediante el método Kjeldahl de acuerdo con el
procedimiento establecido porla A.O.A.C. 1995 [17], en un equipo automatico KjeltecTM
840 (Foss Iberica S.A., Barcelona) equipado con digestor y destilador.

2.4. Analisis infrarrojo

Los espectros infrarrojos de las muestras se registraron usando pellets de bromuro de
potasio con un espectrémetro FT-IR (FTIR 8300, Shimadzu).

2.5. Preparacion de nanofibras de quitina

La preparacién de nanofibras de quitina se llevé a cabo desintegrando los agregados de
quitina mediante un proceso de molienda en una trituradora de tipo hiumedo, generando

suspensidon de gel de quitina. La desintegracién se logré debido a una alta relacién
superficie-volumen.

3. Resultados

Por lo general, los procesos de produccién de quitina implican tratamientos altamente
contaminantes, en este trabajo se obtuvo quitina tanto de A. bisporus como de P.
clarkii mediante procedimientos alternativos amigables con el medio ambiente, para
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Figure 1

Esquema del procesamiento de quitina y nanoquitina.

este (tilmo se utilizé un procedimiento previo para su desmineralizacion mediante un
proceso fermentacién ‘in situ’ del acido lactico [13].

Se obtuvo fracciones de quitina de los dos subproductos siguiendo el procedimiento
descrito en la Figura 1. La quitina cruda obtenida por estos procesos y una dilucién 1:5
de hipoclorito en pasos sucesivos de 6 hr a temperatura ambiente, dio una quitina de
buena calidad, con una concentracién del 83 +1,8% y del 80 + 2,4% para A. bisporus 'y
P. clarkii respectivamente, obteniéndose una quitina muy similar a una quitina estandar.

Estos resultados han sido comprobados mediante el andlisis infrarrojo frente a una
quitina comercial. Como se puede observar en la Figura 2 (a, b y c) los espectros
infrarrojos muestran que la quitina obtenida mediante procesos biotecnolégicos es
muy similar a una quitina estandar.
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Figure 2

Espectros FTIR de quitina obtenidos de (a) Quitina estandar, (b) Quitina de Agaricus bisporus,
(c) Quitina obtenida de Procambarus clarkii.

Durante el primer tratamiento en la preparacién de la quitina se obtvo una serie de
sustancias solubles como péptidos, oligopéptidos, aminoacidos, y en la parte insoluble
quitina-glucanos en el caso de A. bisporus y quitina cruda con trazas de CO;Ca que no
han sido eliminadas totalmente durante la desmineralizaciéon en el caso de P. clarkii.
Al realizar el segundo tratamiento logramos extraer la quitina de la parte soluble y
otros compuestos insolubles también de interés industrial. La separacién del complejo
quitina-glucano se lo realizd6 mediante digestién enzimatica con una mezcla de o-,
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B-glucanasas usando una relacién E/S de 0,02, obteniéndose una parte soluble que
contiene oligosacaridos, disacaridos y monosacaridos y la parte insoluble constitu-
ida por quitina solamente. Esta quitina al ser un polimero natural es biocompatible
y biodegradable en el cuerpo, y puede ser utilizado para aplicaciones biomédicas
y farmacéuticas, ademas puede ser utilizada como fuente de fermentacion para la
produccién de quitinasas y/o como sustrato para la produccién de quito-oligosacéaridos
con actividad inductora [5].

A partir de la quitina obtenida, y después de un ciclo de tratamiento con un molinillo
de tipo himedo se logré obtener fibras uniformes de quitina con un ancho de aprox-
imadamente 8 nm, manteniendo su estructura quimica y cristalina original [10, 18—20].
El desafio de este trabajo fue obtener nanofibras de quitina de pequefio diametro y
bajo contenido de proteinas. La longitud y el ancho de las nanofibras de acuerdo a la
distribucién estructural estan relacionadas con la cantidad de proteina que se encuentra
restante, es por esto que la disminucién del contenido de proteinas permitié obtener
una fraccién mayor de fibrillas de quitina de menor didmetro y a su vez mas cortas,
siendo estas predominantes en las muestras. En la Figura 3 se muestra las nanofibras
de quitina obtenidas.

Figure 3

(a) Quitina, (b)Nanofibras de quitina, (c) Nanofibras de quitina observadas al microscopio.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos de los tratamientos realizados
para la extraccion de proteinas, como se observa a medida que cambia el proceso y el
tiempo, el porcentaje de proteinas extraidas es mayor, quedando en la muestra menor
cantidad de proteina permitiendo una mayor fraccién de nanofibras de quitina con un
didmetro menor.

En la Figura 4 se puede observar que en las muestras donde mayor cantidad de
proteinas se logré extraer, la transmitancia éptica es mas alta, lo que indica que la
transmitancia depende del diametro de las nanofibras suspendidas [21]. Los mejores
resultados se obtuvieron para DTeS2TT y TeS2TT.

4. Discusion

Como se ha mencionado anteriormente la extraccién de quitina mediante tratamien-
tos quimicos tiene muchos inconvenientes principalmente el impacto sobre el medio
ambiente debido a las sustancias quimicas utilizadas durante el proceso, ademas que
dafia las propiedades fisicoquimicas de la quitina, es por ello que actualmente se
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Table 1

Cantidad de proteina extraida en cada proceso.

Tratamiento

% Proteina extraido

PST Procambarus clarkii Sin Tratamiento 31,5 + 2,5
DTe2 Desmineralizacién + Tratamiento enzimatico de 2 hr 40,5 + 0,8*
DTe4d Desmineralizacion + Tratamiento enzimatico de 4 hr 54,7 +1,3*
DTeS4 Desmineralizacién + Tratamiento enzimatico secuencial de 4 hr 772 +1,6*
DTeS2TT Desmineralizacién + Tratamiento enzimatico secuencial de 2 hr + 83,9 + 1,8"
Tratamiento térmico
AST Agaricus bisporus Sin Tratamiento 28,6 + 1,7°
Te2 Tratamiento enzimatico de 2 hr 413 +1,6°
Ted4 Tratamiento enzimatico de 4 hr 49,4 + 2,0°
TeS4 Tratamiento enzimatico secuencial de 4 hr 76,3 + 31
TeS2TT Tratamiento enzimatico secuencial de 2 hr + Tratamiento térmico 81,4 + 3,3

$Factor 5,45 para A. bisporus; ¥Factor 6,24 para P. clarkii.
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Figure 4

Transmitancia optica de nanofibras de quitina, (a) Procambarus clarkii, (b) Agaricus bisporus.

esta investigando la aplicacion de enzimas y microorganismos para la extraccion de
quitina. Khanafari et al., estudiaron la extraccién de quitina de los caparazones de
camarones utilizando métodos quimicos y bioldgicos, sus resultados indicaron que el
meétodo bioldgico (utilizando microorganismos) fue mejor que el quimico porque con-
serva la estructura de la quitina [22]. Bustos y Healy también demostraron que la quitina
obtenida de las cadscaras de camarones con diversos microorganismos proteoliticos
tiene mayores pesos moleculares en comparacién con la quitina de mariscos preparada
quimicamente. La mayoria de estudios recientes demuestran que los métodos bioldgi-
cos presentan mayores ventajas sobre los métodos quimicos, el método descrito en el
presente estudio comprende un método biolégico que ofrece una alta reproducibilidad,
una manipulacién més simple, un menor consumo de sustancias quimicas y por lo tanto
un menor aporte de energia, para la desproteinizacién se utilizé proteasas obtenidas de
Bacillus licheniformis debido a que presenta algunas ventajas como disminuir los costos
del proceso, preservar el medio ambiente y ademas que el hidrolizado que se obtiene
es una buena fuente de aminoacidos esenciales en aplicaciones alimentarias. Teniendo
en cuenta que este método no permite la extraccién de una quitina netamente pura, es
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necesario un procedimiento adicional de purificacién para ser aplicado en la industria
médico-farmacéutica [23], debido a que pueden ser utilizados para la liberaciéon de
farmacos, en la ingenieria de tejidos y el vendaje para el cuidado de heridas, al ser un
polimero natural, biocompatible, no téxico, no alergénico y biodegradable en el cuerpo.
Ademas, se usa como excipiente y vehiculo de drogas en forma de pelicula, gel o polvo
para aplicaciones que involucran mucoadhesividad [24].

Los nanocristales de o-quitina poseen un didmetro de 8-10 nm, que corresponde
al resultado obtenido en este estudio, se podria obtener un menor didmetro y a su
vez una longitud mas corta si durante la preparacién de la quitina en lugar de realizar
una hidrélisis simple se realizara una hidrdlisis secuencial con el fin de extraer mayor
cantidad de proteinas. El producto obtenido se puede utilizar para aplicaciones industri-
ales en farmacia, cosmética, nuevos ingredientes de alimentos funcionales, agricultura,
tratamientos de aguas residuales. Las nanofibras obtenidas podrian constituir como un
medicamento nuevo o alimento funcional [25].

5. Conclusiones

Este estudio presenta un método favorable con el medio ambiente para la obtencion de
quitina y nanoquitina. La concentracién de quitina cruda obtenida, determinada como
N-acetil-glucosamina, fue de aproximadamente el 80% tanto de A. bisporus como de P,
clarkiiy muy similar a la disponible comercialmente. Se obtuvieron nanofibras de quitina
uniformes con un ancho de aproximadamente 8 nm, que aln mantienen sus estructuras
quimicas y cristalinas originales, la funcionalizacién de estas nanofibras permite su uso
en diferentes materiales y compuestos, dentro de la industria farmacéutica, cosmética,
agricultura y tratamientos de aguas residuales.
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