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RESUMEN

El aumento en el cultivo de camardn debido a la demanda de este producto conlleva a
un crecimiento de residuos organicos, constituidos por la cabeza y el exoesqueleto de
estos animales cuando son procesados para obtener el musculo comestible. Se conoce
que estos residuos contienen minerales, proteinas, pigmentos y quitina (a partir de la
cual se obtiene su derivado funcional, el quitosano), que podrian ser reutilizados en la
obtencion de productos de gran valor comercial con multiples aplicaciones en la
industria. En la purificacion de la quitina se pueden recuperar los pigmentos
(fundamentalmente la astaxantina) para la industria farmacéutica y cosmética por su alto
poder antioxidante, sin embargo, para la medicina se requiere su eliminacion, pues
puede presentar efectos adversos para las personas alérgica. En este trabajo se evalla el
uso del ozono como alternativa de despigmentacion del exoesqueleto de camaron
(especies Farfantepenaeus notialis y Litopennaeus vannamei) en un reactor de cama fija
a escala de laboratorio y temperatura ambiente. Mediante la aplicacion de la
espectroscopia ultravioleta visible se comprobé que el uso del ozono logra una
despigmentacion del exoesqueleto de las dos especies de camardn superior al 75%,
siendo mayor para la especie Litopennaeus vannamei. Mediante la espectroscopia
infrarroja se demuestra que el uso del ozono como método de despigmentacion no
afecta la estructura de la molécula de quitina.
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ABSTRACT

The increase in shrimp farming, due its demand, leads a growth of organic waste,
mainly constituted by their head and the exoskeleton when the animals are processed to
obtain edible muscle. It is known that these residues contain minerals, proteins,
pigments and chitin (from which their functional derivative, chitosan is produced).
These biomolecules could be reused in obtaining products of great commercial value
with multiple applications in industry. Some by-products can be recovered from chitin
purification, mainly astaxanthin, with important applications in pharmaceutical and
cosmetic industry due to its high antioxidant power. However, for medicine, its removal
is required since it can have adverse effects for allergic people. In this work, ozone
application is evaluated as a depigmentation alternative of shrimp exoskeleton
(Farfantepenaeus notialis and Litopennaeus vannamei species) in a fixed bed reactor at
laboratory scale at room temperature. Through visible UV spectroscopy application, it
was found that ozone application achieves a shrimp exoskeleton wastes depigmentation
superior to 75%, being higher for Litopennaeus vannamei specie. Infrared spectroscopy
shows that ozone application as a depigmentation method does not affect the structure
of chitin molecule.

Key words: astaxanthin; depigmentation; ozone; shrimp waste.

1. INTRODUCCION

Los camarones son crustaceos decapodos nadadores que habitan en aguas dulces y en
mayor diversidad en el medio marino. Su cuerpo esta protegido por un exoesqueleto que
muda a medida que crece. Los camarones de género Penaeus presentan un enorme
potencial de cultivo, motivo por el cual han recibido la mayor atencién en cuanto a
experiencias de cultivo e investigacion cientifica, siendo por ello los principales
crustaceos cultivados en el mundo, Bonilla (2008).

El cultivo de camaron y la produccion de residuos debido a su procesamiento, se han
visto en incremento a nivel mundial por su valor nutritivo y la exquisitez de los platos
elaborados a partir de la masa procedente de la cola. Los desechos representan entre el
45% vy el 48% del peso total del camardn, compuesto fundamentalmente por la cabeza y
el exoesqueleto, Ortiz (2013).

En su matriz estan asociadas numerosas moléculas de gran interés tales como proteinas,
sales de magnesio, carbonato de calcio, quitina, lipidos y pigmentos carotenoides, que
pueden ser aprovechados como productos de valor agregado. Entre las mas
comercializadas se encuentran la quitina, biopolimero natural del cual se obtiene su
derivado fundamental el quitosano y la astaxantina que es el pigmento en mayor
proporcion en los camarones. Estas biomoléculas son de gran interés en el mercado
mundial debido a sus amplias aplicaciones en disimiles industrias (Osuna y col., 2014);
(Dutta y col., 2002).

Teniendo en cuenta que las moléculas antes mencionadas presentes en la estructura de
los crustaceos varian dependiendo de la especie, de la estacion, parte del organismo,
alimentacion y del ciclo reproductivo, en la tabla 1 se muestran los valores alrededor de
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los cuales se mueven estos porcentajes para la especie Penaeus vannamei, Isla (2006);
Boone (2016).

Tabla 1. Composicion quimica de los residuos de camaron
Componentes | Porcentaje
Minerales | 30% — 60%
Proteinas 20% - 40%
Quitina 17% - 32%
Lipidos 0% - 14%
Pigmentos 1% - 14%

Dentro de estas biomoléculas se destacan por su alto valor en el mercado, propiedades y
aplicaciones, la quitina y su derivado funcional el quitosano (ver figura 1). La quitina es
un polimero natural que se clasifica dentro del tipo de polisacarido, siendo el segundo
de mayor abundancia en la naturaleza después de la celulosa. Esta constituida por
moléculas de N-acetil-D-glucosamina, con enlaces (3 (B—>4) y forma parte del
exoesqueleto de crustaceos, moluscos, insectos y en las paredes celulares de algunos
hongos v algas, para defenderse del contacto con el medio externo, Beltran (2015). Su
purificacion requiere de varios pasos como son la despigmentacion, la
desmineralizacion y la desproteinizacion.
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Figura 1. A) quitina, B) quitosano. Fuente: (NUfiez y col., 2008)

Una vez purificada mediante la desacetilacion se obtiene el quitosano (p—>4)-2-amino-
2-deoxy-p-D-glucano, esta formado por unidades de D-glucosamina algunas de las
cuales se encuentran acetiladas, y unidas todas entre si por enlaces (3 (1-4)
glicosidicos). Este biopolimero es el unico polisacarido catiénico natural (Dutta y col.,
2002).

La astaxantina cuya formula quimica es C4Hs,04, se clasifica como una xantofila,
carotenoide que estd modificada por grupos funcionales oxigenados (ver figura 2). Se
puede encontrar en las microalgas, algas (Haematococcus pluvialis), levadura (Phaffia
rhodozyma), salmon, trucha, crustaceos y en las plumas de algunos pajaros. Es sensible
a la luz, a la temperatura, a los acidos, al oxigeno y a la presencia de alcalis. Esta
compuesta por una larga cadena poliénica de dobles enlaces con un anillo polar de seis
carbonos en los extremos, lo que le confiere caracter insoluble en agua y naturaleza
lipofilica. Es una molécula activa de origen natural con alta capacidad antioxidante,
configurada con grupos funcionales de alcohol y dos cetonas. Es insoluble en solventes
acuosos Yy la mayoria de solventes organicos, pero puede disolverse a temperatura
ambiente en compuestos organicos como diclorometano, cloroformo, acetona,
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dimetilsulfoxido, disulfuro de carbono, benceno y otros solventes no polares
(Astaxantina, 2010).
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Figura 2. Estructura quimica de la astaxantina (3,3'dihidroxi-f,Bcaroteno-4,4'diona)
Fuente: Birkeland y Bjerkeng (2004)

La despigmentacion o blanqueo de la quitina solo se realiza cuando es indispensable
tener un producto completamente puro para usos medicos (Suarez y col., 2013), ya que
el pigmento (astaxantina) no afecta la influencia del comportamiento del polimero en
solucion, su reactividad o propiedades fisicoquimicas, (Synowlecki y Al-Khateep,
2003); (Percot y col., 2003). La despigmentacion puede ser realizada por varios
métodos, donde el més utilizado es la extraccion con solventes.

El empleo de ozono se justifica al ser altamente reactivo hacia compuestos que
presentan dobles enlaces conjugados como la astaxantina, eliminandola de la estructura
(Seung, 2006); (Garcia-Cubero y col., 2009). Entre las ventajas de este método se
encuentran el corto tiempo de duracion de la reaccion, que no involucra agua en el
sistema de reaccion, se realiza a temperatura ambiente, el producto de degradacion del
0ZO0No es oXigeno y que se obtiene quitina mas pura al eliminarse el color. Su principal
desventaja en este caso es que con este método se destruye el pigmento.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la ozonizacion como alternativa de
despigmentacion de exoesqueleto de camardn, para valorar su efectividad y la posible
afectacion en la estructura de la quitina.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Acondicionamiento de la materia prima

En esta investigacion se utilizaron los exoesqueletos de dos especies de camaron:
Farfantepenaeus notialis (camardn rosado) suministrado por la empresa productora de
alimentos (Prodal) ubicada en el municipio Regla, La Habana y Litopenaeus vannamei
(camardn blanco del pacifico) cultivado en Ecuador. Fue necesario realizar una limpieza
manual con abundante agua para eliminar los restos de musculo y posteriormente fueron
cocidos a 100°C durante dos horas para inactivar las enzimas; secados a temperatura
ambiente y finalmente molidos hasta convertirlos en harina (300 um) en un molino de
bolas.

2.2. Trabajo experimental
Para este estudio se dispuso de las siguientes muestras con el contenido de humedad en
base seca que se reporta:
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e Muestra 1 (M1): exoesqueleto de Litopenaeus vannamei en forma de hojuelas de
pequefio tamafio, 8,22% + 0,13. Con esto se perseguia evaluar la influencia de la
forma y tamafio de particula.

e Muestra 2 (M2): exoesqueleto de Litopenaeus vannamei en forma de harina,
7,87% £ 0,25.

e Muestra 3 (M3): exoesqueleto de Farfantepenaeus notialis en forma de harina,
11,73% =+ 0,56.

Para la despigmentacidon con ozono se realizaron varios experimentos para determinar
cualitativamente cual era la mejor forma de aplicar el ozono a las muestras de residuos
de camaron. Para ello se tomaron tres muestras cada una por duplicado, dejando una
muestra de cada tipo como testigo. Se pesaron 3 gramos de harina, en el caso de las
hojuelas 2,05 gramos y las testigos aproximadamente un gramo. Las corridas de
ozonizacion se realizaron durante 1 hora en todos los casos (ver tabla 2).

Tabla 2. Condiciones experimentales de la ozonizacion

Experimentos | Muestra Volumen de ¢(Os) M_asa de F';L()Sde
H,0O (mL) (mg/L) | residuo (9) (L/h)
1 M3 - 10 3,00 30
2 M3 100 10 3,00 10
2(a) M3 50 10 3,00 10
3 M3 12 10 3,00 10
3(a) M3 100 10 1,00 10
4 M3 - 20 3,00 30
5 M2 - 10 3,00 30
6 M2 - 20 3,00 30
7 M1 - 10 2,05 30
8 M1 - 20 2,05 30

Los experimentos del 1 al 3 fueron realizados con muestras de camaron cubano por
tener mayor disponibilidad y con ellos se persiguio analizar el comportamiento de la
ozonizacion incrementando la humedad del residuo.

La instalacion de ozonizacion (ver figura 3) consistié una columna de burbujeo de
vidrio de 100 mL de capacidad atil (d=23 mm y h=300 mm), la cual dispone de un
dispersor poroso de boro silicato en su parte inferior, una entrada y salida de gas ozono.
El gas ozono se obtuvo con el empleo de un equipo ozonizador modelo AQOZO-LAB,
disefiado y construido en el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC), que
permite una produccién de ozono de hasta 1,5 g/h. El gas ozono residual que no
reacciond con el residuo de camaron fue destruido cataliticamente a la salida de la
columna en un dispositivo denominado destructor de ozono.
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Leyenda

1. Colurnna de burbujeo

2. Trampa de espuma

3. Destructor de gas ozono
4. Espectrofotdmetro

5. Fhydmetro

6. Generador de ozono

7. Botellén de oxigeno

Figura 3. Esquema de la instalacion experimental del proceso de ozonizacion (CNIC)

El flujo de gas fue medido con un flujometro modelo Gilmont. Los valores de
concentracion de ozono en el gas a la entrada y salida de la columna fueron
determinados a 256 nm en un espectrofotometro Ultrospec 111, Pharmacia, UK, con una
cubeta de flujo de gas de 1 mm de paso dptico.

Posterior a la ozonizacion se colocaron 0,1 gramos de las muestras y de los testigos en 5
mL de etanol al 96% y fueron asistidas por ultrasonido por 30 minutos para facilitar la
disolucién de pigmentos remanentes en el exoesqueleto de camaron. Luego se dejaron
reposar durante una hora y se repitié el ultrasonido durante el mismo tiempo y se
dejaron reposar 20 horas.

Posteriormente, las muestras fueron filtradas y al extracto alcohdlico se le midio la
absorbancia en un espectrofotdmetro marca Rayleigh, Beijing Rayleigh Analytical
Instrument Corp. VIS-725G, en el intervalo de 200-700 nm. Las lecturas
espectofotométricas se realizaron a 230 nm, 265 nm y 476 nm. A estos valores se les
hall6 una media y con estos se determinG el porcentaje de remocion (Re) por la
ecuacion 1.

Re = (Abs,/Abs, )/Abs, -100 (1)

ref

donde:

Abss: absorbancia de la muestra testigo.

Abss: absorbancia de la muestra.

Las muestras ozonizadas fueron analizadas en un espectrofotometro IR modelo Vector
22 (Brilker Optics) FTIR, en el intervalo de 4000 a 600 cm™ en unidades de
transmitancia, con un aditamento de ATR bajo los siguientes parametros:

Método: Standard Ajuste de Linea Base: 64 puntos Resolucién: 4 cm™
Compensacion: aire Scans: 60 scans Sensitividad: 1%
Procesamiento de los espectros: Software OPUS NT

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis cualitativo de la ozonizacion

Es importante sefialar que este procedimiento no permite la recuperacion de la
astaxantina, y que su evaluacion como método de despigmentacion se realizO para
analizar si con su aplicacion se afectaba la estructura quimica del exoesqueleto de
camaron, debido al alto poder oxidante del ozono. Para facilitar la discusion de los
resultados obtenidos, se presenta el analisis en cada uno de los experimentos.
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3.1.1. Experimento 1

Con este caso se produjeron canalizaciones (ver figura 4a) a traves del reactor, lo que
impidi6 que el ozono tuviera contacto favorable con toda la masa de residuos de
camardn. No obstante, se logré disminuir la pigmentacion del material como puede
observarse en la figura 5.

3.1.2. Experimentos 2, 2 (a), 3,y 3 (a):

Aqui se perseguia valorar si al humedecer en distintos grados la harina de camaron,
pudiera potenciarse que el ozono se transfiera mejor a través de la pelicula liquida
adyacente a las particulas solidas y pueda reaccionar mejor con estas. Ademas, en fase
acuosa el ozono disuelto pudiera llegar méas facil a la matriz sélida, teniendo en cuenta
la alta solubilidad del ozono en agua y lo recomendado por (Garcia-Cubero y col.,
2009). Se pudo observar que al afadir el agua empez6 a formarse espuma (ver figura
4b) debido a la presencia de proteinas en los residuos, lo que es perjudicial ya que parte
del residuo en polvo de camardn se arrastré con la misma. En el experimento 3 (a) la
espuma provoco sobrepresion dentro de la columna por taponamiento del orificio de
salida del gas residual. Por todo lo explicado anteriormente, la incorporacion de agua en
el reactor de ozonizacion no resulto favorable.

3.1.3. Experimento 4:
Bajo estas condiciones se produjo una despigmentacion parcial de los residuos como
puede observarse en la figura 5.

3.1.4. Experimentos 5y 6:

Estos dos experimentos se corresponden con el residuo de camardn ecuatoriano en
forma de un fino polvo, con un tamafio de particula inferior al exoesqueleto de
Farfantepenaeus notialis. Como se observa en la figura 4c el material en el interior de
la columna se encuentra en régimen de fluidizacion, garantizando un mejor contacto con
el ozono. Fue dificil determinar un cambio de coloracion visualmente, pues las tres
muestras originalmente eran casi blancas (ver figura 4c).

a c
Figura 4. a: Canalizaciones en muestras de harina de Farfantepenaeus notialis (Exp. 1); b:
Formacién de espuma al afiadir agua al sistema de ozonizacién (Exp. 2); ¢: Lecho fluidizado
con las muestras de harina de Litopenaeus vannamei (Exp. 5y Exp. 6)
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3.1.5. Experimentos 7y 8:
Al comparar los experimentos 7 y 8 se observo que hubo una decoloracion con respecto
a la muestra de referencia sin ozonizar (ver figura 5).

14\
ot

—
MO CE Exp. 5

— e

Figura 5. Comparacion cualitativa de las muestras: MO: muestras testigo;
CC: Farfantepenaeus notialis; CE: Litopenaeus vannamei.

3.2. Determinacion de la dosis aplicada y consumida de ozono durante los
experimentos.
La dosis de ozono aplicada (DA) y consumida (DC) en la columna durante cada
experimento, es un indicador de la cantidad de ozono utilizada en la despigmentacion de
los residuos de camardn. Fueron determinadas mediante las ecuaciones 2 y 3:
c(0z)ent X Q(0;) X t

= 2
b4 m(muestra) 2
DC = (c(05)ent —c(05)sal) x Q(0O;) X t 3)
m(muestra)

donde:

c(O3)ent: concentracion de ozono a la entrada de la columna (mg/L)
c(O3)sal: concentracion de ozono a la salida de la columna (mg/L)
Q(O3): flujo de gas aplicado a la columna (L/h)

m (muestra): masa de residuos de camarén afiadida a la columna (g)
t: tiempo de ozonizacion (h)

En la figura 6 se representan las concentraciones de ozono a la entrada y salida del
reactor para el experimento 1. Para los restantes experimentos el comportamiento fue
similar.

Como se observa a partir de los 35 minutos la concentracion de ozono a la salida de la
columna tiende a estabilizar su concentracion, lo que indica que a partir de este instante
una pequefa cantidad del ozono que se aplica al reactor continua reaccionando con el
residuo solido y la mayor parte del gas residual sin reaccionar va al dispositivo de
destruccion catalitica de ozono colocado a la salida del reactor.
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Figura 6. Comportamiento de la concentracion de ozono (experimento 1)

En la figura 7 se muestra la relacion entre la dosis aplicada y consumida de ozono en la
columna para el experimento 1, desde el inicio hasta los 20 minutos se consume 0zono
en la reaccion, pero a partir de este tiempo practicamente se mantiene constante el
consumo hasta los 35 minutos que se hace cero y luego vuelve a aumentar
discretamente por la posible formacién de nuevos compuestos que reaccionan con el
ozono. Sin embargo, la dosis de ozono aplicada tiene un comportamiento creciente
durante todo el tiempo de experimentacion.

8000
7000
el /
£ 6000
E "
£ 5000 /
fa" 4000 /
§ 3000
= g//‘——.’
oo 2000
£
1000
6]
o} 10 20 30 40 50 60 70
tiempo {min.)
—¢— Dosis aplicada —— Dosis consumida

Figura 7. Relacién entre dosis consumida y aplicada de ozono a la columna (experimento 1)

3.3. Analisis de la espectroscopia UV-Visible

La figura 8 (a,b) representa los espectros UV-visible de los extractos obtenidos a partir
de los residuos de camaron ozonizados para algunos experimentos y permite visualizar
la presencia 0 no de astaxantina después de la aplicacion de ozono. En ambos espectros
se presenta una diferencia fundamental asociada al contenido de astaxantina en los
residuos de camarén, ya que en el caso del cubano los picos de absorcion caracteristicos
se encuentran alrededor de 476 nm, y para el ecuatoriano no se obtuvieron picos de
absorcion, aunque si un maximo a 380 nm para la muestra original. Esta diferencia se
justifica teniendo en cuenta que son dos especies de camar6on de lugares geograficos
diferentes, y a simple vista las muestras analizadas mostraron distinta coloracion.
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Figura 8. Espectros UV-visible de residuos de camardn ozonizados.
a: Farfantepenaeus notialis b: Litopenaeus vannamei

Para ambos residuos la reaccion por ozonizacion ocurrida conllevo a que al realizar la
extraccion con etanol se obtuviera el comportamiento que ilustran los experimentos
1,45 y 6, lo cual indica que la aplicacion de ozono logré la despigmentacion del
exoesqueleto de las dos especies de camaron.

3.4. Determinacion del rendimiento de despigmentacion

En la tabla 3 se reportan los valores del porcentaje de despigmentacion para los
experimentos que resultaron favorables. Como se muestra en todos los casos se logro
una decoloracion superior al 75%. Segun se observa los mayores porcentajes de
despigmentacion se obtuvieron para la especie Litopenaeus vannamei, lo cual es logico
si se tiene en cuenta que el tamafio de particula era de 200 pum y por lo tanto el area
superficial para el contacto con el 0zono era mayor que en el caso del camaron cubano.
Ademas, visualmente el exoesqueleto de esta especie presentdé menor coloracion (casi
blanco), lo que puede inferirse que presenta menor cantidad de pigmento, debido a las
condiciones de cultivo fundamentalmente las nutricionales.

Tabla 3. Rendimientos de despigmentacion de exoesqueleto de camaron
Experimentos | Rendimiento (%)
77,70
76,70
71,30
88,70
92,68
91,22

ol o |~

3.5. Analisis de la espectrofotometria IR
Los espectros IR caracterizan los grupos funcionales presentes en una sustancia. En la
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figura 9 se muestran los correspondientes a los experimentos 1 y 4 y al residuo de
camaron cubano sin ozonizar, el resto de los espectros presentan las mismas bandas (no
se presentan). En la tabla 4 se ilustra la interpretacion de los espectros IR obtenidos para
algunas muestras de residuos de camar6n cubano y ecuatoriano 0zonizados
(experimentos 1, 4, 5y 8). En los casos donde no aparece el nimero de onda de la sefial,
es porque el equipo utilizado no lo detecta como una Unica banda, sino como un
solapamiento de bandas. En la mayoria de los casos las sefiales obtenidas en esta
investigacion se corresponden con lo reportado por Garcia (2006).

Tabla 2 Interpretacion de los espectros IR de muestras ozonizadas

Asignacion Garcia
(cm-l) CCp Exp1 Exp 4 CEg Exp 5 Exp 8 (2006)
VOHyvV 3600- | 3600- | 3600-
NH 3271 3269 3272 2000 2000 2000 3340-3280
v C-H 3000- | 3000- | 3000-
alifaticos 2960 ) ) 2800 2800 2800 2960-2880
VC=OV | 1533 | 1634 | 1634 | 1633 | 1642 | 1646 1640
amida |
0 N'H v 1537 1538 1538 1537 - - 1555
amida Il
v C-N 1442 - - 1446 - 1452 1425
1440- | 1440- | 1440-
& C-H 1403 1404 1404 1360 1360 1360 1410-1380
vamida lll | 1314 1316 1316 - 1316 1317 1320

(cm-1): nmero de onda o frecuencia
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Figura 9. Espectros IR de muestras de camaron ozonizadas
Se observan pequefias diferencias como desplazamientos en algunas bandas y variacion
sobre todo en la intensidad de éstas, siendo méas marcadas en los exp 5 y exp 8 (en
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general) que en la muestra MO CEh. Este comportamiento puede deberse a la presencia
de impurezas en las muestras, lo que si queda demostrado en todos los espectros IR es la
presencia de las bandas caracteristicas de la quitina:
e VOHyVNH:3412,2890 cm™ v C=0 v amida I: 1657 cm™ § N-H v amida
Il: 1568 cm™

Al comparar el espectro de quitina patron (Sigma Chitin Co, figura 10) obtenido a partir
de exoesqueleto de camardn con los espectros de los residuos ozonizados, se pueden
observar las principales bandas presentes y comprobar de esta forma que el ozono no
parece afectar la estructura de la molécula de quitina.
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Figura 10. Espectro IR de quitina patron (Sigma Chitin Co) a partir de exoesqueleto de
camaron. Fuente: (Belandria y Morillo, 2008)

4. CONCLUSIONES

La despigmentacion con ozono del exoesqueleto de las dos especies de camaron
estudiadas es efectiva, con un rendimiento superior al 75%. Los mayores porcentajes de
despigmentacion se lograron para la especie Litopenaeus vannamei, debido a que
presenta menor contenido inicial de astaxantina y menor tamafio de particula. A pesar
de que la ozonizacion destruye el pigmento, no modifica la estructura principal de la
quitina y pudiera valorarse como etapa dentro de un esquema de obtencion de quitosano
para usos médicos, pues este pigmento resulta perjudicial para personas alérgicas. Para
otras aplicaciones que no requieran la despigmentacion total de los residuos de
camardn, se recomienda la extraccion de la astaxantina con solventes para su
recuperacion.
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