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Resumen

En la actualidad los residuos de crustaceos principalmente en langostino son los
responsables de un problema ambiental no resuelto en su totalidad. Por ello, se
buscan alternativas para mitigar estos impactos ambientales que se estan dando y
cada dia es mas preocupante. Se ha demostrado que por el método quimico se
puede obtener quitina, teniendo como materia prima los desechos de langostino,
sin embargo, genera desechos toxicos perjudiciales para el ambiente y la salud de
la poblacion. Es por ello, en la presente investigacion se propuso ver la factibilidad
de obtener quitina, utilizando bacterias proteoliticas, lipoliticas y amiloliticas
Pseudomona geniculata (3DQ) y Stenotrophomonas maltophilia (RDQ) las cuales
realizaran degradacion por fermentacion discontinua del residuo de langostino ya

gue es considerado no agresivo para el medio ambiente.

Se realizé la degradacion discontinua del residuo usando medio basal, con 10% de
residuos seco de langostino, y 5% de inoculo, que contendra un microorganismo
distinto. Se incubd a 32°C sobre un rotador orbital a 150 rpm por 14 dias. Durante
la etapa de fermentacion del residuo se realiz6 mediciones de quitooligémeros de
manera alternada y medicion de pH diarias. El residuo obtenido fue analizado

mediante Espectrometria infrarroja (FT-IR) y Difraccion de rayos X.

Se observo un incremento en el pH y el contenido de quitooligdbmeros, evidenciado
asi el crecimiento bacteriano y la degradacion del residuo. En el analisis de grupos
funcionales se observo picos en la en las bandas 1654 cm-1 y 1069 cm-1 se
muestran bandas que son relacionadas a las vibraciones de las amidas |, Il y I,
ademas en el analisis de difraccion de rayos x, se observaron picos cristalinos

aproximadamente a 26 = 9°, 19° y 20° que son propios de los biopolimeros quitina.

Se concluye que se observan datos favorables para la obtencion de quitina, sin
embargo, no se ha llegado a consolidar del todo, por ello se recomienda realizar el

tratamiento por un periodo de tiempo mayor.

Palabras Claves: quitina, desechos de langostino, espectrometria infrarroja,

quitooligbmeros, fermentacion discontinua.



Abstract

Nowadays, crustacean residues, mainly shrimp, are responsible for an
environmental problem that has not been fully resolved. For this reason, alternatives
are sought to mitigate these environmental impacts that are occurring and are
becoming more worrying every day. It has been shown that chitin can be obtained
by the chemical method, having shrimp waste as raw material, however, it generates
toxic waste that is harmful to the environment and the health of the population. That
is why, in the present investigation it was proposed to see the feasibility of obtaining
chitin, using proteolytic, lipolytic and amilolytic bacteria Pseudomona geniculata
(3DQ) and Stenotrophomonas maltophilia (RDQ) which will carry out degradation
by batch fermentation of the shrimp residue since it is considered non-aggressive

for the environment.

Discontinuous degradation of the residue was carried out using basal medium, with
10% dried shrimp residue and 5% inoculum, which will contain a different
microorganism. It was incubated at 32°C on an orbital rotator at 150 rpm for 14 days.
During the fermentation stage of the residue, inter-daily measurements of chito-
oligomers and daily pH measurements were made. The residue obtained was

analyzed by infrared spectrometry (FT-IR) and X-ray diffraction.

An increase in the pH and the content of chito-oligomers was observed, thus
evidencing the bacterial growth and the degradation of the residue. In the analysis
of functional groups, peaks were observed in the bands 1654 cm and 1069 cm?,
bands that are related to the vibrations of amides I, Il and 11l are shown, in addition
to the x-ray diffraction analysis, crystalline peaks were observed approximately at

20 =9° 19° and 20°, which are characteristic of chitin biopolymers.

It is concluded that favorable data are observed for obtaining chitin, however, it has
not been fully consolidated, therefore it is recommended to carry out the treatment

for a longer period of time.

Keywords: chitin, shrimp waste, infrared spectrometry, chito-oligomers, batch

fermentation.



l.  INTRODUCCION

En el Perq, la industria del langostino blanco (Litopenaeus vannamei), hace afios
se dedica a la linea comercial de su carne a nivel nacional e internacional, llegando
a producir en promedio 32118,4 TM de langostino, transportandose 29,9 mil
toneladas al extranjero (PROMPERU, 2020). En la zona norte del Pais: Tumbes y
Piura, seguira incrementando la produccion de langostino ya que esta actividad es
considerada muy rentable. Al exportar langostino se genera una gran cantidad de
residuo, tanto del exoesqueleto y cabezas constituyendo un total del 60% del peso
producido; Se desecha ademas otros residuos de distintos crustaceos
comercializados (PNIPA, 2020). Estos residuos son el principal problema de
contaminacion no resuelto en su totalidad, poniendo en riesgo la salud de los
pobladores, y la conservacion de vida en el ecosistema (Moran, 2017).

Los desechos del exoesqueleto de langostino contienen un polisacarido
considerado como el segundo més abundante existente en el planeta tierra,
seguido de la glucosa (Ahmad et al., 2020) denominado quitina, un polimero de alto
valor, biodegradable, semipermeable, no es tdxica, contiene propiedades
fimogénicas y es muy demandante a nivel mundial, esto la convierte en una
excelente materia prima y con gran potencial para la elaboracion de diversos
subproductos. Lamentablemente se desaprovecha esta posibilidad (Garcia Zavala,
2017).

Al compuesto quitina, se le ha encontrado un gran numero de aplicaciones:
crecimiento de plantas, filtracién y depuracién de aguas, industria de alimentos y
bebidas, producciéon de cosméticos, entre otros. Lo cual hace que su investigacion
y produccion sea de gran importancia. Ademas, su obtencion es de bajo costo
debido a que la materia prima utilizada generalmente es desperdicio de las

empresas langostineras (Zulay Marmol et al., 2011).

Actualmente se utilizan dos métodos para obtener quitina: Método bioldgico y el
método quimico, en la presente investigacion se empleara con el método biol6gico
con la finalidad de no generar residuos que afecten al ambiente.



Entre los estudios de microrganismos utilizados en la degradacion del exoesqueleto
de langostino se encuentra el de (Ghorbel-Bellaaj et al., 2011) donde se aisl6
Pseudomona aeruginosa, bacteria productora de una proteasa para obtener quitina
a partir de los desechos de camarén, identificandose que la enzima cruda de P.
aeruginosa A2 es eficaz en el proceso de desproteinizacion de desechos de
camaron. Para los resultados se hizo un analisis espectral Cross Polarization/Magic
Angle Spinning Nuclear Magnetic Resonance (C-CP/MAS-NMR) de la quitina
previamente preparada por el tratamiento con la proteasa bruta y se lleg6 a la
conclusién que era similar al de la x-quitina comercial. Por ello, los resultados
sugieren que la desproteinizacion de enzimas de los desechos de camaron por la
P. aeruginosa A2 es aplicable en el proceso para obtencion de quitina y su derivado
quitosano. Cabe resaltar que los productos de la degradacion biolégica
(biopolimeros) poseen diversas aplicaciones en el campo ambiental, medico,

agricultura, comercial, entre otros mas (Duran Olvera et al., 2017).

En el Peru es incipiente la aplicacion de estas metodologias para la obtencion de
dichos derivados, por lo que, la obtencion de subproductos resultado de la
degradacion bacteriana por fermentacion discontinua de los desechos del
exoesqueleto de langostino estaria mitigando el impacto ambiental que estos
producen. Adicionalmente, se lograria reducir los contaminantes como los residuos
del exoesqueleto del langostino presentes en los ecosistemas adyacentes a las

langostineras.

La quitina al ser un producto nuevo y muy rentable, ayudarian a generar aportes
considerables en las regiones de Tumbes y Piura si ahora o a un futuro no muy
lejano se logra llegar a un acuerdo con las empresas productoras de langostino,

ayudaria también en la parte econdémica ya que se les pagaria por los desechos.

Esta investigacion busca incentivar, motivar a mas estudiantes de todas las
universidades del Perl a seguir y aportar algo mejor en cada trabajo que
desarrollen, ya que cada persona tiene la capacidad de aportar algo a la sociedad
y lograr un cambio para bien. Ademas, esta investigacion sentara las bases en la
busqueda y aplicacion de bacterias degradadoras de residuos, lo cual servira para
trabajos futuros, en la estandarizacion del método, por ejemplo, o de contribuir a

incrementar el acervo microbiolégico para este fin.



Por udltimo, en el tema socioeconomico ya que al ser una nueva tecnologia
innovadora habrd una mejora para la calidad de vida y calidad ambiental. Ademas,
el presente estudio lograra impulsar a la realizacion de nuevos estudios para un
adecuado manejo de la produccion de langostinos y en la valorizacion de los
residuos para satisfacer econémicamente a la poblacion y a la vez conservando el

ambiente, logrando una economia circular.

En tal sentido nace la presente investigacion con objetivo de aplicar la degradacion
bacteriana de exoesqueleto de langostino (Litopenaeus vannamei) para la

obtencion de quitina.



Il. ESTADO DEL ARTE
Perd es reconocido a nivel mundial como un pais altamente potencial en la
produccion y extraccion de mariscos, la especie mas exportada actualmente es

camaron blanco Litopenaeus vannamei (PNIPA, 2020).

Segun el ministerio de produccion, la produccién de langostino proviene
principalmente de las regiones de Tumbes y Piura (PRODUCE, 2019) las
exportaciones generan un total de 230,7 millones de dolares (PNIPA, 2021). En el
afio 2019 la industria pesquera ha llegado a producir en promedio 32 118,4 TM de
langostino, donde 29,9 mil TM son exportados al extranjero (PROMPERU, 2020).
Los desechos de los langostinos constituyen un 60% del peso total, del cual no

tienen un proceso para reusarlo o desecharlo (Taboada Silva, 2019).

El exoesqueleto de langostino contiene cerca del 30% de quitina, polisacarido
abundante en el planeta tierra que gracias a su alto valor y demanda ha despertado
interés de muchas empresas (Ahmad et al., 2020). La quitina y su derivado
quitosano esta presente en aracnidos, insectos, hongos y crustaceos, es muy
beneficioso puesto que posee muchas propiedades y esta presente en diversos
productos de uso humano, apto para uso de agricultura (fungicidas) entre otros mas
(Tsurkan et al., 2021).

Debido a que la quitina es un producto abundante en los residuos de las industrias
procesadoras de especies del mar, se han realizado investigaciones para obtener
quitina mediante la utilizacion de microorganismos. En la Tabla 1, se puede
observar un resumen de los microorganismos, la fuente de degradacién, asi como

la caracterizaciéon de los productos obtenidos.



Tabla 1. Investigaciones realizadas con método quimico y biolégico.

microorganismo  fuente Producto Caracterizacion referencia
Exiguobacterium Desechos de = Quitina Espectrometria infrarroja, (Xin et al,
profundum camaron difraccién de rayos x, 2020)
microscopia electrénica de
barrido
Brevibacillus Desechos de ' Quitina Espectros infrarrojos, difraccién = (Doan et al.,
parabrevis camaron de rayos x 2019)
Achromobacter Desechos de = Quitina FTIR (Subramanian
xylosoxidans camaron et al., 2020)
Bacillus licheniformis Conchas de Quitinasa Andlisis de actividad quitinasa (Sasi et al,
camaron 2020)
Bacterias proteoliticas = Caparazén Quitina y  Espectrometria infrarroja, = (Dliyauddin et
y quinoliticas de cangrejo | suderivado @ difraccion de rayos x al., 2019)
quitosano
Paenibacillus sp. Desechos de | Quitina SEM, FTIR (Kumar et al.,
camaron 2018)
Pseudomonas Desechos de = Quitina FTIR (Sedaghat et
aeruginosa camaron al., 2017)
Pseudolateromonas Desechos de | Quitina Microscopia  electronica de | (Xaxiri et al.,
porphyrae, camaron barrido 2018)
Halomonas
aguamarina, reinekea
aestuarii, colwellia,
asteriadis 'y  Vibrio
crassostreae
Pseudomonas Desecho de Quitina MAS-RMN espectral (Ghorbel-
aeruginosa A2 camaron Bellaaj et al,,
2011)

En la actualidad se estan empleando dos métodos para la obtencion de quitina:
método quimico y método bioldgico, el método quimico es efectivo para obtener
quitina y su derivado quitosano con la desventaja de que este utiliza acidos que son
considerados muy téxicos para el ambiente y al generar los procesos de

desmineralizacion y desproteinizacion (Figura 1), genera efluentes contaminantes



gue son desechados a los cuerpos de agua sin un previo tratamiento afectando la
salud de la poblacién y al ambiente en general (Subramanian et al., 2020). Al
contrario del método biolégico, que utilizan los microorganismos para realizar los
procesos mencionados logrando eliminar el uso de &cidos contribuyendo al cuidado
del ambiente y la salud de la poblacion (Pacheco et al., 2011). Ademas este método
puede disminuir la despolimerizacién de la materia prima, al eliminar el uso de los
diversos compuestos quimicos seria posible producir biopolimeros con
caracteristicas distintas y ademas de conservar su peso molecular (Pacheco Lopez,
2013).

Residuos quitinoliticos
o reactivo acido quimico i
(&)
% reactivo acido organico » Desmineralizacion || Minerales
o v
o . oz .
3 reactivo alcalino quimico Desproteinizacion > Proteinas
3 7
=
Quitina
Residuos quitinoliticos

(@]
L v
3 bacterias productoras de . . :
S L » Desmineralizacion [*| Minerales
= acido

v
3 o
e} Especies productoras de » Desproteinizacion | Proteinas
%’ proteasas v

Quitina

Figura 1. Procesos del método quimico y biologico para la extraccion de quitina

adaptado de Sirvas-Cornejo & Perochena-Escalante (2020).

Los desechos de langostino antes de utilizarlos para el trabajo de investigacion es
lavada y almacenada para preservar sus caracteristicas (Colina et al., 2014). Luego
se realiza un proceso de despigmentacion con el objetivo de remover los
pigmentos, proteinas, minerales y sales presentes en los desechos. En el proceso
de desproteinizacion y decoloraciéon se degradan los pigmentos y las proteinas,
desmineralizacion: en los caparazones de los crustaceos el principal componente

inorganico es el carbonato de calcio y otras sales presentes en el exoesqueleto,



estas se suelen eliminar con soluciones diluidas en HCL (Bricefio & de Montiel,
2008).

El grado de acetilaciéon es un proceso que se lleva a cabo por hidrolisis de los
grupos acetamida en un medio alcalino a una alta temperatura. (Rivas—Gonzalez
et al., 2009). Para conocer el grado de acetilacion y el peso molecular, la quitina se
caracteriza por tres técnicas analiticas: Espectroscopia infrarroja (FT-IR)
actualmente la mas usada, esencial para hallar el grado de acetilacion identificado
como el método empirico, ademas de identificar estructuralmente la quitina, implica
la presencia de varios atomos enlazados para poder detectar con la interaccion de
la luz las rotaciones de esas moléculas y las vibraciones de los enlaces; La
resonancia nuclear (RMN) determina el tipo de distribucion de unidades respectivas
en la cadena polimétrica y el grado de acetilacidn; La difraccion de Rayos X es una
técnica encargada de demostrar la presencia de quitina en los resultados, y
dependiendo de la fuente de origen la estructura cristalina de la quitina nos muestra
que podemos encontrar los tres polimeros distintos: a-, B-, ¥y y- quitina
(Berghoff,2011).

Peru es considerado un pais potencial en la produccion y exportacién de mariscos,
principalmente en Tumbes y Piura, las empresas encargadas de la produccion
generan residuos a cuerpos de agua sin previo tratamiento perjudicando el
ambiente y a la salud. Al realizar esta investigacion se busca usar un método de
fermentacién discontinua para la obtencion de quitina de los residuos de langostino
usando bacterias llamadas stenotrophomonas maltophilia y pseudomona
geniculata, con el fin de no dafiar al ambiente, si no buscar soluciones para
restaurar dafios ocasionados al ambiente y a la salud de todos los ciudadanos.
Este es un tema muy preocupante porque las empresas langostineras cada afo
buscan mejorar la produccion y seguir creciendo, siendo muy probable a un futuro

gue los exoesqueletos de langostinos no sean aprovechados.

2.1. Glosario de términos
a. Fermentacién lactica: es un proceso celular dado anaerébicamente donde

la fuente principal para obtener energia es la glucosa y el producto de
desecho es el acido lactico, este proceso lo pueden realizar tanto hongo,

bacterias y algunos protozoos.



Un ejemplo de glucosa tenemos a la lactosa que al fermentarse produce
energia, esta energia es aprovechada como fuente principal de algunas
bacterias (lactobacillus), dejando como residuo acido lactico. La leche
cuajada es el resultado de la precipitacion de la caseina y algunas
proteinas, esto ocasiona un descenso del pH debido a la presencia del
acido lactico, evitando el crecimiento de microorganismo no deseados y por
consiguiente, la putrefaccion del exoesqueleto de langostino (Narvaez,
2019).

b. Bacterias acido-lacticas: lo conforman un grupo de microorganismos donde

su caracteristica principal es la de producir acido lactico, que se genera a
partir de la fermentacion de la glucosa como leche, vegetales, carne. Estos
microorganismos se vienen utilizando afio tras afio para la produccién de
alimentos como embutidos, yogurt, quesos, vinos y cerveza(Sanchez
Suarez et al., 2017).

c. Exoesqueleto: es la parte externa de los artropodos que tiene como funcion

de proteger, soportar y recubrir toda la superficie de todos los animales
artrépodos y también otros grupos de animales relacionados. El
exoesqueleto esta conformado por cuticula y quitina previniendo perdida
de agua y actia como contrafuerza al contraer los musculos, el
exoesqueleto no crece a medida que crece el animal, este debe mudar para
poder reemplazarlo con uno nuevo sucesivamente durante toda su estadia

en la naturaleza (Graciano Ledn et al., 2021).

Porcentaje de composicion quimica del residuo (exoesqueleto):

e Quitina 17%— 32%

i 17% — 42%

Contiene: * Proteina ° °
¢ Pigmentos 1% — 14%

e cenizas 41% - 46%

d. Residuo: es todo aquel elemento que es considerado un desecho, donde
depende del tipo de residuo se debe realizar un tratamiento previo antes de

desecharlo, reciclarlo o bien reutilizarlo (Nizama Lazo, 2014).



e. Quitina: es un polisacarido con una estructura lineal, solubles en medio
acido e insoluble en agua, disolvente en &cidos concentrados, con baja
reactividad y de alto peso molecular constituida por N-acetil-D-glucosamina
gue son unidas por los enlaces B-D (1,4). La quitina después de la celulosa
es la mas abundante en la naturaleza, un carbohidrato que esta presente
en el caparazon (exoesqueleto) de los crustaceos brindandole protecciény
resistencia, presente también en las alas de algunos insectos, en los
aracnidos, en érganos de otros animales y en las paredes celulares de los
hongos brindandoles rigidez y evitar la deshidratacién. La quitina es una
molécula muy versétil que puede formar por si sola una estructura sélida e
incluso combinarse con otros componentes y formar estructuras mucho
mas soélidas como los son las conchas (Zulay Marmol et al., 2011).

f. Método biolégico: En este método se utiliza bacterias acido-lacticas para la

fermentacion de los desechos del langostino, es una alternativa
considerada una opcidon ecolégica verde debido a que usa
microorganismos 0 enzimas para obtener quitina de la materia prima que
son los desechos de los animales artrépodos. Ademas, en este proceso se
hace una manipulacion simple para contribuir al cuidado del medio
ambiente. En muchas ocasiones se ha planteado como una solucién a los
diversos tratamientos marinos, pero hasta el dia de hoy se encuentra muy
poco explorado (Guevara, 2007).

g. Método guimico: este método es comunmente mas usado a nivel industrial,

para obtener la quitina el residuo pasa por distintos procesos como:
remocion del material inorganico y la hidrolisis de proteina. Para la
desproteinizacion se usa soluciones de NaOH a 65y 100 °C durante 1 a 24
horas, esto depende del material a utilizar. En la desmineralizacién se
busca remover el carbonato de calcio y del fosfato, para llevar a cabo este
proceso se usa acido acompafado con soluciones diluidas de HCL a una
temperatura ambiente. Para la decoloracién se usan solventes de etanol,
acetona, cloroformo, agentes blanqueadores y también hipoclorito de
sodio. En este método se necesitan grandes cantidades de energia y agua
a comparacion del método bioldgico, ademas de generar desperdicios
corrosivos para la salud y el ambiente (Romero—Serrano, 2020).



h. Tamizado: basicamente es la separacion de particulas de distintos
tamafos, método por el cual retiene las particulas de tamafio mayor y deja
pasar las de menor tamafio, un tamiz posee mallas u orificios que son
progresivamente decrecientes.

i. Desproteinizacion: con el método bioldgico, este proceso consiste en la

fermentacion con bacterias acido lacticas con el fin de separar la proteina
del material biol6gico, usar microrganismos tiene como ventaja proteger las
condiciones del medio ambiente y disminuir la degradacion quimica, sin
embargo, este proceso deja 1-8% de residuo de la proteina (Palma, 2017).

j. Desmineralizacién: etapa complementaria donde utilizan bacterias con o

sin acido lactico con el fin de eliminar contenido mineral presentes en los
residuos de los langostinos y crustaceos en general. El carbonato de calcio
oscila entre 30% - 55%, fosfato de calcio 10% y también presenta carbonato
de magnesio. Al finalizar el proceso de desmineralizacibn es muy
importante confirmar que la quitina haya sido lavada hasta el punto de
neutralidad, para evitar la concentracion y/o perdida de acido(Romero—
Serrano, 2020).

k. Despigmentacién: los exoesqueletos de langostino presentan pigmentos de

alto valor comercial, quimicamente algunos de los pigmentos que contienen
son la cantaxantina, luteina, astaxantina B-caroteno y la astacina. En el
método quimico los pigmentos son separados mediante extracciones del
residuo con el uso de acetona, cloroformo, etanol, entre otros. Para los
resultados, todo dependera del objetivo que se persiga, por ello es muy
importante la seleccion y adecuacion de las condiciones experimentales para

el proceso (Palma, 2017).



3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

.  MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion
El estudio fue experimental de tipo aplicado, donde se emplearon especies
bacterianas para la degradacion biologica de los desechos de langostino, y se
consideraron y controlaron los pardmetros de cantidad de inéculo,

temperatura (que fue constante) y pH, en todo el proceso.

Poblacion y muestra

La poblacién estuvo constituida por la produccién de desechos de langostino
generados en las empresas acuicolas del distrito la Cruz- Tumbes. La muestra
estuvo constituida de 1 kg de desecho de langostino recolectado.

Recoleccion de Muestra

Las muestras fueron tomadas de las empresas acuicolas del distrito La Cruz,
fueron colocadas en bolsas con cierre hermético y transportadas a una
temperatura de 4-10 °C, hacia el Laboratorio de Biologia Molecular de la
Universidad Nacional de Tumbes.

En la presente tesis se utilizaron las bacterias que corresponden al cepario
del Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Tumbes.
Las bacterias fueron aisladas de residuo de langostino, y fueron
caracterizadas fenotipicamente como proteoliticas, lipoliticas y amiloliticas.
Asimismo, las bacterias fueron identificadas molecularmente mediante

secuenciamiento del gen 16S RNA.

Degradacion biologica del residuo de langostino

3.4.1. Preparacioén del inoculo
Las bacterias 3DQ (Pseudomona geniculata) Y RDQ
(Stenotrophomonas maltophilia) se reactivaron en caldo, y se
sembraron en placas Petri con agar tripticasa soya, incubandose
durante 48 horas. Ambas bacterias se sembraron en 40 ml de caldo LB,

y se incubaron por 18 a 24 horas a 32°C con rotacion orbital. De las



3.4.2.

3.4.3.

células obtenidas se procedid a lavarlas con solucién salina fisiolégica
(SSF) estéril, y se centrifugaron a una velocidad de 10000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y se
agregé SSF estéril, se homogenizé y nuevamente se centrifugo.
Finalmente fueron resuspendidas en SSF estéril. La concentracion de
la suspensién bacteriana se ajustdé a 600 nm para obtener un D.O 1,5-

2,0 en espectrofotbmetro.

Preparacion de medio y la degradacion por fermentacion
discontinua

En matraces de 100 ml se colocaron 50 ml del medio basal, con 10%
de residuos seco de langostino, y se le agregd 2,5 ml de inoculo, que
contenia un microorganismo distinto.

Se incub6 a 32°C sobre un rotador orbital a 150 rpm por 14 dias, los
matraces fueron removidos cada 24 horas para medir el pH y tomar una
muestra de 1 ml de sobrenadante para medir la cantidad de

quitooligbmeros.

Proceso para medicion de quitooligémeros

Se utiliz6 el sobrenadante obtenido cada 24 horas (1 ml), asi como el
reactivo DNS (acido 3,5, dentro salicilico). Se uso el espectrofotometro
UV-VIS a 540 nm, para determinar la cantidad de quitooligdbmeros. Se
usé como control la N-acetil glucosamina para disefiar la curva de
calibracion.

Preparacion DNS (acido dinitrosalicilico): Se peso 4 gr de hidréxido de

sodio y se disolvié en 100 ml de agua destilada. Una vez que se obtuvo
una mezcla homogénea se afiadié 75 gr de tartrato de sodio y potasio
ACS y se completé con 200 ml de agua hasta obtener una muestra
homogénea, luego se agregd 2.5 g de DNS y se enraza a 250 ml en la
fiola. Se colocdé en un agitador por 24 horas cubriendo con papel
aluminio. Pasada las 24 horas la muestra se filtré y se almacend en un
envase protegiéndose de la luz.

Curva de calibracion: Para la preparacion de la solucion madre se pesé

4 mg de solucion madre (0,004 g) de N acetil-glucosamina y se disolvié

en 2 ml de agua destilada. Se colocaron las diferentes concentraciones



3.4.4

3.4.5.

de la solucién madre en tubos de ensayo (Tabla 2), y se mezcld con
reactivo DNS. Las muestras se colocaron en bafio maria a 96 °C por 5
minutos. Luego, los tubos se retiraron y se colocaron en hielo por 10
minutos, y se complet6 con agua. Con ayuda del equipo
Espectrofotometros UV/VIS y se hicieron las respectivas mediciones.

Medicion de quitooligémeros: En un microtubo se extrajo 1 ml de cada

una de las muestras, y se centrifugo a 10000 durante 10 minutos. En
tubos de ensayo se afadié 350 ul del sobrenadante, y 350 ul de DNS.
Se llevaron a bafio maria a 96 °C por 5 minutos, pasado ese tiempo se
agrego 5 ml de agua destilada. Se consideré un blanco para la medicién
de la absorbancia en el UV-VIS. Esto se realiz6 cada 48 horas hasta
completar los 14 dias.

Tabla 2. Datos para la preparacion de la curva de calibracion.

codigo mg/ml Mz(zjl}e H20 DNS Total
Blanco 0 0 1000 1000 2000
C1 0,02 3,5 346,5 350 700
C2 0,2 35 315 350 700
C3 0,38 66,5 283,5 350 700
C4 0,56 98 252 350 700
C5 0,74 129,5 220,5 350 700
C6 0,92 161 189 350 700
C7 1,1 192,5 157,5 350 700
C8 1,28 224 126 350 700
C9 1,46 255,5 94,5 350 700
C10 1,64 287 63 350 700
Cil1 1,82 318,5 31,5 350 700

. Medicion del pH

Se uso el equipo potenciémetro (Metler-Toledo) para medir el pH de las

muestras, diariamente por un periodo de 14 dias.

Caracterizacion del producto
Transcurridos los 14 dias de fermentacion, se procedié a colectar el
sobrenadante y el precipitado de cada matraz. El precipitado fue

colectado con ayuda de un tamiz de 25 micras, se lavo varias veces



con agua destilada para eliminar las bacterias. Se llevo a 60 °C para su
secado, hasta que tuvo un peso constante. Luego se analizé por los

siguientes métodos:

Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR): que

permitié identificar especies quimicas a través de la determinacion de
la frecuencia (nimero de ondas) a la que los distintos grupos

funcionales presentan bandas de absorcion en el espectro.

Difraccion de rayos X: permite determinar la cristalinidad de la quitina

obtenido de la degradacién bacteriana.

3.5. Plan de procesamiento y analisis de datos
Se procedi6 a organizar los datos en una tabla de frecuencias con el programa
estadistico Microsoft Excel 2020, lo cual permitira acceder y tramitar de una
manera facil la base de datos, con el fin de analizarlos, obtener porcentajes
determinantes y representarlos graficamente para los resultados de la

presente investigacion.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis superficial — rendimiento

Figura 2. Residuos de exoesqueleto de langostino. (a) Antes del tratamiento,

(b) después del tratamiento, (c) después del tratamiento secado,
molido y tamizado.

Las muestras del residuo de langostino fueron pesadas al inicio y final de la
ejecucion del proyecto. En Figura 2 se logra apreciar como cambio su textura
y color, antes del tratamiento (a) todas las muestras tenian particulas mas
gruesas y por tanto un peso mucho mayor. Al finalizar con el tratamiento (b)
el peso disminuy6 al igual que el tamafio de las particulas. Para caracterizar
las muestras, el residuo luego de ser secado en estufa fue molido, y se pasé
por tamiz de tamafio de poro de 0,5 mm (c), donde obtenemos como resultado

particulas mas pequefias que al inicio.

A continuacion, en la Tabla 3 se muestra la diferencia de pesos del residuo al
inicio y final del tratamiento, asi como sus respectivos rendimientos. Se
observa que las muestras tratadas con la cepa 3DQ, son las que ostentan los
rendimientos mas altos con rendimientos de 53 y 56% para la primera y
segunda repeticion respectivamente, sin embargo, no se evidencia mucha
diferencia entre los rendimientos dados por la cepa RDQ, siendo estos del

51% para ambas repeticiones.



Tabla 3. Diferencia de pesos y rendimientos de la degradacién por

fermentacion discontinuas de las bacterias.

Muestra Peso inicial (gr) Peso final (gr) Rendimiento (%)
3DQ-1 5,00 2,63 53%
3DQ- 2 5,00 2,80 56%
RDQ-1 5,00 2,57 51%
RDQ-2 5,00 2,57 51%

En la Figura 3 se puede apreciar la diferencia de las muestras del dia 01 hasta
el dia 14, a medida que avanzaban los dias la muestra cambiaba de un color
claro a uno oscuro, también hay diferencia en el olor, ya que era un poco mas

intenso a medida que el color era mas oscuro.

Figura 3. Muestras del sobrenadante durante el tratamiento.

4.2. Resultados de Quitooligémeros
Tabla 4. Resultados de prueba de calibracion de quitooligémeros.

Caodigo R1 R2 R3 Ads. mg/ml
C1 0,0026 0,0019 0,0019 0,0021 0,02
Cc2 0,0680 0,0684 0,0680 0,0681 0,20
C3 0,1424 0,1423 0,1426 0,1424 0,38
C4 0,2108 0,2111 0,2116 0,2112 0,56
C5 0,2924 0,2922 0,2922 0,2923 0,74
C6 0,3536 0,3546 0,3549 0,3544 0,96
Cc7 0,4747 0,4750 0,4756 0,4751 1,10
Ccs8 0,5567 0,5554 0,5570 0,5564 1,28
C9 0,6181 0,6184 0,6189 0,6185 1,46

C10 0,7337 0,7341 0,7337 0,7338 1,64

Cl1 0,8497 0,8506 0,8511 0,8505 1,82




Las mediciones de las concentraciones preparadas con el estandar (Tabla 4)
sirvieron como base para graficar la curva de calibracién, y a través de ésta
evaluar el contenido de quitooligobmeros en los sobrenadantes de cada una de
las muestras de fermentacion. Como estandar se utilizé6 la N-acetil
glucosamina debido a que la quitina esta compuesta por monémeros de N-

acetil glucosamina (Subramanian et al., 2020).
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Figura 4. Curva de calibracion quitooligdmeros.

En Figura 4, se muestran los resultados en la grafica indican que las
preparaciones de las muestras son correctas, dando como resultado un
coeficiente de determinacion R?= 0,9913 con estos datos se pueden medir las

muestras de langostino.

Medicién de quitooligémeros de langostino

Por el transcurso de 14 dias, de forma interdiaria, se realizaron las mediciones
de quitooligdbmeros de langostino, del cual obtuvimos los siguientes

resultados:

En la Tabla 5 podemos observar que la muestra 3DQ-1 en el dia 01 tuvo un
valor de 0,30 mg/ml, y al dia 02 este valor aumento, sin embargo, en el dia 05
el valor disminuy6 para que en el dia 07 incremente nuevamente y sea el valor
mas alto de los obtenidos durante los ocho de la fermentacion. En los

siguientes dias este valor disminuyé y aumentd como al inicio del



experimento, teniendo un comportamiento oscilante. De forma similar, en su

réplica 3DQ-2, el valor mas alto de quitooligobmeros se obtuvo en el dia 07,

mientras que en el resto de los dias este valor decrece y asciende.

Tabla 5. Promedio de medicion de quitooligomeros.

Dias 3DQ-1 3DQ-2 RDQ-1 RDQ-2
Dia01  0,303709719 0,359948644  0,341486945  0,33639367
Dia03  0,341241583  0,379330213  0,326121060  0,33600422
Dia05  0,296368095  0,418044323  0,291373386  0,30785455
Dia07  0,557407557  0,637375405  0,545608291  0,5456827
Dia09  0,499183844  0,507014086  0,519429988  0,50701409
Diall  0,556790001  0,494512242  0,523914007 0,59719454
Dia13  0,480467782  0,548347765  0,520453898  0,48767795
Dia14  0,548074129 0,522793784  0,561859695  0,51528517

Por otro lado, en el caso de la muestra RDQ-1 en el dia 01 se obtuvo una
concentracion de quitooligobmeros de 0,34 mg/ml, este valor decrecié durante
los 5 dias para incrementarse en el 07 e ir disminuyendo y aumentando como
la muestra 3DQ. En el dia 14 este obtuvo su valor m4s alto con 0,56 mg/ml.
En el caso de la muestra RDQ-2 a diferencia de RDQ-1, presentd una
concentracion de quitooligdbmeros mas alta en el dia 11 con 0,59 mg/ml, los

siguientes dias decrece y aumenta al igual que las otras muestras.

Los quitooligdmeros también llamados oligdmeros, son definidos como co-
oligbmeros lineales que se obtienen por medio de la degradaciéon quimica,
enzimatica, fisica de la quitina y su derivado el quitosano(Castafieda Ramirez
et al., 2011).
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Figura 5. Resultado de medicion de quitooligdmeros.

La Figura 5 nos indica la variacion de produccion de quitooligdbmeros en el
transcurso de los dias, resaltando que hubo una disminucion en el dia 5,
presentando un aumento maximo en el dia 7, “para luego mantenerse

constante en un rango de 0,6 a 0,5 mg/ml de produccién de quitooligbmeros.

Al comparar datos, observamos que las muestras de medicion de
quitooligdmeros en el dia 01 tenemos en promedio 0,30 mg/ml y en el dia 14
con 0,56 mg/ml, ademas, observamos que los datos se encuentran en el rango

C5y C8 de la curva de calibracion.
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Figura 6. Actividad enzimatica de quitooligomeros.



4.3.

La Figura 6 nos indica la actividad enzimatica maxima durante la fermentacion
del residuo de langostino. La obtencién de quitooligdbmeros, demuestra de
forma indirecta que las quitinasas estan actuando sobre el residuo, por lo
tanto, son las responsables de su produccién. A mayor cantidad de quitinasas

mayor sera la degradacion y produccion de quitooligdmeros.

La muestra 3DQ-2 presentd un mejor resultado, durante los 14 dias se
mantuvo una actividad enzimatica por encima de las demas con una
disminucién en el dia 11. Las muestras 3DQ-1, RDQ-1 y RDQ-2 no presentan

mucha diferencia en sus resultados.

Es complicado comparar resultados de actividad enzimatica y rendimiento de
la produccién de quitooligdmeros debido a la escasez de trabajos y de

informacién con referencia a este tema.

Resultado de medicién de pH
Tabla 6. Medicion del pH cada 24 horas.

Dias 3DQ-1 3DQ2 RDQ-1 RDQ-2
Dia 1 8,20 8,20 8,21 8,24
Dia 2 8,43 8,50 8,52 8,54
Dia 3 8,62 8,64 8,65 8,66
Dia 4 8,68 8,74 8,74 8,73
Dia 5 8,75 8,95 8,89 8,78
Dia 6 9,03 9,14 8,96 8,98
Dia 7 9,16 9,20 9,22 9,22
Dia 8 9,19 9,21 9,26 9,25
Dia 9 9,23 9,21 9,30 9,28
Dia 10 8,96 9,18 8,90 9,26
Dia 11 8,92 8,79 9,00 8,88
Dia 12 9,04 8,905 9,25 8,995
Dia 13 9,16 9,02 9,25 9,11
Dia 14 9,21 9,19 9,32 9,24

En la Tabla 6, se observan las mediciones de pH de los tratamientos durante
14 dias. El dia 0 el valor inicial del pH fue de 7 (neutro), en el transcurso de
los dias el valor iba aumentando progresivamente hasta el dia 10 donde se
observa una disminucion del pH, en el dia 12 volvié a aumentar nuevamente

para mantenerse en aumento progresivo.
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Figura 7. Comportamiento del pH durante la degradacion biolégica del residuo

de exoesqueleto de langostino.

Durante los 14 dias los valores de pH oscilaron entre 8,21 y 9,32 siendo un
pH basico, esto podria indicar un crecimiento bacteriano, debido a que,
durante la degradacion del residuo para formaciéon de la quitina, los
microorganismos liberan acetato y NH3 de esta manera aumentan los niveles

de pH llegando a ser basico (Keyhani & Roseman, 1999).



4.4. Resultados de analisis de grupos funcionales
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Figura 8. Resultado del analisis de grupos funcionales mediante FTIR de las

muestras RDQ, 3DQ y Quitina de langostino (Q-Lang).

El método FTIR nos permite identificar los grupos funcionales en moléculas
orgéanicas, confirmar la identidad de un compuesto, y estudiar la formacién de
enlaces de hidrogeno, entre otras. En la Figura 8, el pico 2366 cm™ pertenece
a un estiramiento C-H refiriéendose al grupo —CHs, para un estiramiento del
grupo carbonilo (C=0) se le atribuye la banda 1639 cm*. Finalmente, para la

banda 1010 cm™ es atribuida a un estiramiento C-O-C.

Para comparar los resultados obtenidos de las muestras por FTIR, se ha
tomado como referencia a Barros et al. (2015), debido a que, en los resultados
de sus muestras, poseen bandas con picos de 3258 cm™ que pertenecen a
una combinacion de estiramiento de OH de la quitina. En las bandas 1654 cm-
1y 1069 cm* se muestran bandas que son relacionadas a las vibraciones de
las amidas I, Il y lll. Finalmente se observaron bandas agudas de una
intensidad mediana de 951 cm® y 894 cm, estas son pertenecientes al
enlace 1y 4y confirmando con la banda de 3259 cm* se destac6 al grupo OH

del polisacéarido quitina.

La regién de 2366 cm™ a 2874 cm! pertenece a las vibraciones del enlace C-

H, este enlace es propio de los grupos funcionales de quitina —CH2. Por



altimo, en la regién 1647 cm™ se muestra una absorcién de una moderada
intensidad perteneciente al estiramiento del enlace C=0 que es propio del

grupo funcional amida primaria (Valderrama et al., 2010).

4.5. Resultados de difracciéon rayos X
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Figura 9. Analisis de difraccidén de rayos X de las muestras RDQ, 3DQ.

Las muestras 3DQ y RDQ mostraron resultados similares. Estas exhibieron
un pico cristalino aproximadamente a 20 = 9° que son propios de los
biopolimeros quitina (Saenz et al., 2019), y se observa un segundo pico mucho

mas intenso que los otros de 26 = 19-20° y un tercer pico de 26 = 29°.



Ademas, se aprecian otros picos menos agudos (14°, 24°, 26°, 32°, 39°). La
difraccion de rayos x permiten la caracterizaciéon de distintos materiales
cristalinos para obtener informacion sobre su estructura. Los enlaces por
puentes de hidrégeno entre las cadenas de quitina ponen en evidencia la
existencia en la naturaleza de tres formas cristalinas: a, B y y (Escobar et al.,
2011). La a quitina es la mas abundante, por ello continuamente es estudiada

por difraccion de rayos x (Rodriguez et al., 2010).

En las tres formas cristalinas, los picos de 26 = 9° y 19°-20° son los mas
pronunciados, el segundo es de mayor intensidad para la quitina. Los picos
de cristalinidad de 26 = 9° y 19°-20° segun (Quiroga et al., 2020) pueden
indexarse como 110 y 010 donde evidencian la estructura tipica de quitina.

En las muestras 3DQ y RDQ, los patrones de difraccion corresponderian a
una quitina tipo a, propio de la quitina extraidas del exoesqueleto de
langostino (Neith, 2010). Los tipos de cristalinidad de cada especie son
distintos, posiblemente se debe a el método empleado en el proceso de
separacién de los compuestos que interactdan con la quitina. Estos resultados
nos indica la reflectancia caracteristica de cristalinidad de cada biopolimero,

para los picos de menor y mayor intensidad vistos en los gréficos.

Las bacterias P. geniculata (3DQ) y S. maltophilia (RDQ) son productoras de
quitinasas (Gopalakrishnan et al., 2015; Shaikh et al., 2018), las cuales son
enzimas hidroliticas que descomponen la quitina en monémeros de N-acetil
glucosamina y oligémeros (Stoykov et al., 2015). Estas bacterias se usaron en
la degradacion del exoesqueleto de langostino para la obtencion de quitina
mostraron resultados favorables y similares entre ambas cepas, sin embargo,
el residuo al finalizar la fermentacion discontinua no se llegé a consolidar como
guitina debido a que los picos presentados no llegan a ser similares al control
de quitina empleado. En el caso de P. geniculata (3DQ) no se ha encontrado
referencias respecto a su uso para la obtencion de quitina, no obstante, el
género Pseudomonas reporta diversas investigaciones en la bioconversion de
residuos quitinosos, especificamente con P. aeruginosa (Ghorbel-Bellaaj et
al., 2011; Sedaghat et al., 2017) y P. fluorescens (C.-L. Wang et al., 2004; S.
L. Wang et al., 2005).



Por otro lado, se reporta la eficiencia de S. maltophilia (RDQ) para la obtencion
de quitina (Subramanian et al., 2022). Subramanian et al. mencionan que esta
bacteria posee potencial productor de quitinasa, obteniendo una actividad
especifica de 5,01 umol/ml durante 5 dias en un pH y temperatura 6ptima de
6,5 y 30-50°C, respectivamente. Estos datos difieren con lo encontrado en
esta investigacion donde se reporté una actividad de quitinasa de 0,0067
pmol/ml a las 24h, disminuyendo hasta 0,0010 pmol/ml al dia 14 de la
degradacion por fermentacion discontinua, esto podria deberse a los valores
de pH presentados al final del proceso. La actividad de la quitinasa ha sido
estudiada por Jabeen et al. (2018) observando que la actividad maxima de las
quitinasas se produce a pH 5 y disminuye al aumentar el pH, llegando a ser
nulo en pH 11. De igual manera, Thimoteo et al. (2017) declararon que el
intervalo de pH de 5 a 7.5 es Optimo para la actividad de la quitinasa y que la
temperatura también afecta esta actividad enzimatica. En esta investigacion
el pH que se obtuvo fue alcalino, contradictoriamente a las investigaciones
anteriormente citadas, lo cual podria también explicar que el pH de nuestros

batch son valores altos para una eficiente actividad de las quitinasas.

Por otro lado, algunas investigaciones realizan una fermentacion sucesiva en
dos partes como en el caso de Xie et al. (2021) usando inicialmente una cepa
productora de acido lactico (Lactobacillus acidophilus) seguido de una cepa
productora de proteasa (Exiguobacterium profundum) para extraer la quitina
de los caparazones de los camarones. En el caso de la fermentacion con L.
acidophilus suele iniciarse con un pH 8 debido a que muchos de los péptidos
y aminodcidos generan una capacidad amortiguadora en el proceso de la
hidrolisis de proteasa del residuo, el pH disminuye drasticamente debido al
acido lactico, producido por L acidophilus alimentado por las fuentes de
carbohidratos disponibles disolviendo CaCO3 y obteniendo lactato de calcio
soluble en agua. En el caso de la fermentacién con E. profundum tuvo una
alta actividad proteolitica a las 96 h de fermentacion indicando que la proteasa
podria hidrolizar las proteinas del residuo y obtener fuentes de carbono y
nitrégeno hidrolizado, convirtiéndose en un proceso clave para la extraccién
de quitina. Obteniendo que la fermentacion sucesiva en dos pasos recupera

47,8% de quitina y tiene un rendimiento del 16,3%. El uso de la fermentacion



en dos pasos podria usarse para la extraccion de quitina, para acelerar el
proceso; sin embargo, en este experimento se buscé emplear 1 o 2 bacterias
gue realicen el trabajo en 1 solo paso, y las bacterias utilizadas crecen en un
pH neutro o bésico.



V. CONCLUSIONES

Las bacterias usadas en la fermentacion discontinua redujeron el residuo
en un 50% en peso siendo muy similares entre si, ademas, se observo
cambios en textura y color.

En los quitooligdmeros, se observo un comportamiento oscilante en dias
no consecutivos, sin embargo, se obtuvieron datos favorables debido a
que los oligbmeros se obtienen a partir de la degradacion enzimatica y
fisica del residuo de langostino.

El pH aumentd durante todo el tratamiento con disminucion en dias no
consecutivos, lo cual evidenci6 un adecuado crecimiento bacteriano.

La caracterizacion mediante FTIR presentd estiramiento en algunas
bandas caracteristicas de la quitina, de igual manera, en la difraccién de
rayos x presento picos cristalinos propios de los biopolimeros de quitina,
sin embargo, no se llega a consolidar la quitina como tal.

Las bacterias P. geniculata (3DQ) y S. maltophilia (RDQ) obtuvieron
resultados favorables para la degradaciéon de la quitina mediante
fermentacién discontinua, sin embargo, no se llegé a consolidar la quitina
como tal, haciendo suponer que los valores de pH podrian haber estado

muy elevados reduciendo la actividad enzimatica.



VI. RECOMENDACIONES

En esta investigacion se llegan a las siguientes recomendaciones:

1. Realizar las pruebas de degradacion durante un periodo mas extenso de
tiempo, con un periodo de tiempo mas largo seria posible la obtencion de
quitina.

2. Mejorar la efectividad y acelerar el proceso de fermentacién para la
obtencién de quitina.

3. Realizar ensayos para cuantificar la quitina mediante espectroscopia de

masas con plasma acoplado.
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VIIl.  ANEXOS
8.1. Panel fotografico

Imagen 03: reactivacion de bacterias

Imagen 04: medicion de pH y quitooligébmeros



Degradacion biologica del exoesqueleto de langostino
(Litopenaeus vannamei) para la obtencion de quitina
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