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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue obtener quitosano a partir de la quitina proveniente del
exoesqueleto del camarodn (Litopenaeus vannamei) para determinar la influencia del quitosano
sobre la germinacion de los granos de cebada (Hordeum vulgare). La obtencién del quitosano a
partir de la quitina se lo realiz6 desacetilando 1 gramo de quitina con 20 ml de NaOH al 50 % a
100 grados Celsius a tres tiempos de hidrolisis (1, 3 y 5 horas), que equivalen a tres tratamientos
experimentales respectivamente (T1, T2 y T3). Los quitosanos obtenidos fueron sometidos a las
pruebas de caracterizacion: solubilidad y gelificacion, espectroscopia de infrarrojo (IR), grado de
desacetilacion (GDA) y peso molecular (Mv), en base a los cuales se seleccion6 el mejor
quitosano que fue utilizado en el proceso de germinacion de los granos de cebada. Caracterizados
los quitosanos de los tres tratamientos se determin6 que el mejor quitosano corresponde al del
tratamiento T3 (5 horas de hidrdlisis), el mismo que gelificaba aceptablemente y tenia una buena
solubilidad en acido lactico (1 %), un grado de desacetilacion del 87,13 %, y un peso molecular
de 4,67E+06 g/mol. La concentracion dptima de quitosano obtenido fue del 1 % en &cido lactico
(1 %), sustentado en que la solubilidad del quitosano en &cido lactico fue de 98,22 %. Para la
germinacion de los granos de cebada se los tratdé con una solucion éptima de quitosano y se
monitoreo durante 138 horas realizando un seguimiento, atendiendo tres pardmetros como:
germinados con radiculas mayores a 0,5 cm, germinados con radiculas menores a 0,5 cm y
germinados totales. El resultado del monitoreo permitié establecer que el quitosano en acido
lactico acelera no significativamente la germinacién en un 6,66 % en comparacion con el testigo

correspondiente al acido lactico (1 %).

Palabras clave: <EXOESQUELETOS DE CAMARON (Litopenaeus vannamei)>,
<QUITINA>, <DESACETILACION>, <QUITOSANO>, <CEBADA (Hordeum vulgare)>,
<GERMINACION>, <GELIIFICACION>,
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ABSTRACT

The aim of this study consisted of obtaining chitosan from chitin from the shrimp exoskeleton
(Litopenaeus vannamei) to determine the influence of chitosan on the germination of barley
(Hordeum vulgare) grains. Chitosan was obtained from quitine by deacetylating 1 gram of quitine
with 20 ml of 50 % NaOH at 100 degrees Celsius at three hydrolysis times (1, 3 and 5 hours),
equivalent to three experimental treatments respectively (T1, T2 and T3). The chitosans obtained
were subjected to characterization tests: solubility and gelling, infrared spectroscopy (IR), degree
of deacetylation (GDA) and molecular weight (Mv), on the basis of which the best chitosan was
selected and used in the barley grain germination process. After characterizing the chitosans of
the three treatments, it was determined that the best chitosan corresponds to that of treatment T3
(5 hours of hydrolysis), which gelled acceptably and had a good solubility in lactic acid (1 %), a
degree of deacetylation of 87.13 %, and a molecular weight of 4.67E+06 g/mol. The optimum
concentration of the obtained chitosan was 1 % in lactic acid (1 %), based on the fact that the
solubility of chitosan in lactic acid was 98.22 %. For the germination of the barley grains, they
were treated with an optimal chitosan solution and monitored for 138 hours carrying out a follow
up according to three parameters: germination with radicles larger than 0.5 cm, germination with
radicles smaller than 0.5 ¢cm and total germination. The result of the monitoring allowed
establishing that chitosan in lactic acid does not significantly accelerate germination by 6.66 %

as compared to the control corresponding to lactic acid (1 %).

Keywords: <SHRIMP  SKELETON (Litopenaeus  vannamei)>, <QUITINE>,
<DESACETYLATION>, <CHYTOSAN>, <BARLEY (Hordeum vulgare)>,
<GERMINATION>, <GELLING>.
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INTRODUCCION

La principal fuente de contaminantes en la region costera son las industrias procesadoras de
mariscos, debido a que “actualmente en el Ecuador hay unas 210,000 hectareas dedicadas a su
cultivo y crianza, el 60 % corresponde a Guayas, un 15 % al Oro, 9 % a Esmeraldas, 9 % a Manabi
y un 7 % a Santa Elena” (Mackliff Villacreses y Lavayen Méndez, 2016), 0 que conlleva a afectaciones
al medio ambiente, ocasionando el incremento de masa en los basureros.

Los residuos que genera dichas industrias son los exoesqueletos de distintos especimenes, la
mayor parte corresponde al exoesqueleto del camarén, que esta compuesto por una cantidad
mayoritaria de Quitina, un biopolimero que puede ser empleado para la obtencion de derivados
funcionales como es el caso del quitosano.

La quitina a través de procesamiento quimico puede generar quitosano, este derivado funcional
ademas de ser antifngico, biocoagulante también puede ser aplicado en el campo de la
produccidn agricola (Marmol et al., 2011; Hidalgo, 2019, pp.12-14), ayudando a potenciar la germinacién
en distintos cultivos.

Otro estudio que da realce al quitosano es como recubrimiento de frutas para extender su vida Util
es el de Rodriguez (2013, p.27), realizado en Colombia donde estudio el efecto de las biopeliculas
del quitosano sobre el mango, no solo demostrando que se extiende la vida atil del mango, sino
que también cumple la funcién de antifingico.

Al no existir un aprovechamiento adecuado de los exoesqueletos del camaréon en el Ecuador, nos
hemos planteado la idea de reutilizarlos en el proceso de la obtencion del quitosano, el mismo que
aportara un valor agregado a la industria ademas de ayudar a reducir la huella de la contaminacion.
Asu vez en la region sierra se realiza el cultivo de cebada, el cual ocupa el cuarto lugar entre los
cereales siendo superada por el trigo, maiz y el arroz (InfoAgro, 2016, p.16), Y dicha importancia se
debe a su amplia adaptabilidad, como cualquier grano tiene que germinar, y ocasionalmente
puede ser beneficioso que sea acelerado y en ocasiones desacelerado, dependiendo de su utilidad.
En el primer capitulo se plantean los antecedentes de la investigacion y los términos que se
utilizaran en la investigacion para una mayor comprension de la misma. En el segundo capitulo
se plantea la hipotesis a comprobar y se especifican las variables relacionadas con el desarrollo
del proyecto como la metodologia seguida y concluyendo en el ultimo capitulo se denotan los

resultados generados durante el desarrollo de la investigacion.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

+ Objetivo General

> Determinar la influencia del quitosano obtenido desde exoesqueletos del camar6n
(Litopenaeus Vannamei) sobre la germinacién de la cebada (Hordeum vulgare).

% Objetivo Especificos

> Recolectar y preparar la muestra (quitina) de exoesqueletos de camaron.

> Obtener quitosanos por desacetilacion de una muestra de quitina a tres tiempos de reaccion
manteniendo constante la temperatura.

» Caracterizar los quitosanos obtenidos en los tres tratamientos.

> Monitorear tratamientos de germinacién (humectacion inicial constante) de granos de cebada

con el quitosano obtenido.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

La quitina al no ser soluble en agua ni &cidos, resulta muy poca versatil para las industrias, es por
ello que su derivado funcional, el quitosano, que se obtiene por desacetilacion tiene una mayor
importancia como aplicacion para las industrias (Lépez et al., 2010, p.23).

Es por ello que en Venezuela Ldpez et al.(2010, p.30), se enfocd en la obtencion de quitosano a
partir de las conchas del camardn (L. Vannamei) con la finalidad de crear peliculas plastificadas.
Para el proceso de la obtencion del quitosano, realizaron como fase previa la obtencidn de quitina
la cual a su vez se somete a tres tratamientos como lo son desmineralizacion, desproteinizacion y
despigmentacion respectivamente, una vez que se logré obtener la quitina se la sometio al proceso
de desacetilacion que se lo efectu6 en un medio altamente alcalino. Donde al caracterizarse por
IR se registrd que el quitosano presenta un grado de desacetilacion promedio entre 94 % y 97 %,
ademas de que sus rendimientos varian entre 79 % y 94 %. Y en cuanto a la formacién de las
peliculas determinaron que presentan una disminucién en su velocidad de degradacién.

Asi mismo Balanta et al. (2010, p.44) como Hidalgo Mina (2019, p.19), obtuvieron quitosano a partir
del micelio de aspergillus niger, con la diferencia que Balanta et al. (2010, p.44), los aplicaron como
material bioadsorbente, obteniendo resultados éptimos tanto en la coagulacion como en la
floculacién, mientras que Hidalgo Mina (2019, p.19) extrajo quitosano con el propdsito de crear un
recubrimiento para la conservacion de frutas, donde los resultados obtenidos fueron positivos,
debido a que el recubrimientos en las frutas con chitosan extienden la vida Gtil en un promedio
de 5 dias aquellas frutas que no presentaban los recubrimientos.

Cocoletzi et al.(2009, p.26), compararon la obtencion del quitosano a partir de los exoesqueletos de
camar6n con un quitosano comercial, evidenciandose por potenciémetro que el quitosano
obtenido de las cascaras del camar6n como materia prima presenta un mayor grado de
desacetilacion que el comercial, ya que el quitosano obtenido supera en 4 % al quitosano
comercial, obteniendo un grado de desacetilacion del 64 %.

En Francia Rhazi et al. (2000, p.35) estudiaron el proceso de Kurita y Broussignac para determinar
cual de las dos propuestas genera un mayor grado de desacetilacién en los quitosanos,
determinando que el método de Kurita es el mejor proceso para obtener quitosanos con altos pesos
moleculares y dentro de una amplia gama de grados de desacetilacion.

Las propiedades antimicrobiana que presenta el quitosano, es muy beneficioso para el sector

agricola, ya que se han realizado un sin namero de estudios que favorezcan dicho campo, es por



ello que Cruz et al. (2005, p.66) realizaron la investigacion sobre la incidencia del quitosano en el
crecimiento del arroz, arrojando resultados favorables en cuanto al porcentaje de germinacion que

presentaron los granos.

1.2. Marco Conceptual

1.2.1.Camardn

El camar6n (caridea) es un crustaceo de origen marino, perteneciente a la familia Penaeidae y al
género Penaeus (Lalaleo Cérdova, 2010; citado en Vanegas Hinojosa, 2014, p.19), SON 0rganismos que se
encuentran distribuidos en todo el mundo (BioEnciclopedia, 2016, p.77), a excepcion de las zonas
polares. Estas criaturas tienen un exoesqueleto (caparazén) duro, que les permite cubrir su blando

CUErpo (Animapedia, 2018, p.22), el mismo que posee un alto contenido de quitina (Cocoletzi et al., 2009,
p.57).

1.2.2.Produccion de camaroén en Ecuador

El inicio de la industria camaronera tiene sus inicios en las décadas de 1960 (Romero, 2014, p. 60),
comenzando en la parte sur del pais, lo cual generd un gran beneficio econémico al pais, debido
a que la camaronicultura se convirtié en la primera fuente de ingreso no relacionada con el
petrdleo (Piedrahita, 2018, p.36), tanto asi que Ecuador para el 2008 se habia convertido en el séptimo
pais productor de camarén en el mundo.

Segun Varela (2011, p.4), “la produccion nacional de camarén de cultivo se concentra basicamente
en la region costera del pais, siendo las provincias de El Oro (40,7 %), Guayas (40, 1%) y Manabi
(8,5 %), las que agrupan el mayor porcentaje del valor agregado bruto (VAB) del sector
acuicultura y pesca de camaréon”. Consiguiendo que la exportacion en Ecuador sea del 86,5 % al

mercado externo.

1.2.3.Especies de camarén en Ecuador

La camaronicultura se ha desarrollado en Ecuador por mas de 50 afios (Piedrahita, 2018, p.40), por lo
cual se producen un sin namero de especies de camaroén tales como:

“Litopenaeus vannamei (langostino blanco), Litopenaeus occidentalis (camarén blanco),
Litopenaeus stylirostris (camarén blanco), Farfantepenaeus californiensis (camaron café),
Farfantepenaeus brevirostris (camaron rojo) y Protrachypene precipua (camarén pomada)”
(Zambritisa Empacadora, 2016). Convirtiendo al Litopenaeus vannamei en la especie preferida para el

cultivo como para el consumo interno.



1.2.3.1. Litopenaeus vannamei

El camaron blanco, Litopenaeus Vannamei, es una especie oriunda de la costa oriental del Océano
Pacifico, y su produccion se extiende desde México hasta Per( (zambritisa Empacadora, 2016). L0S
ofertantes sobresalientes de camarones blancos del Pacifico son: Ecuador, México, Colombia, y
Venezuela (Garcia, 2017, p.12). Por ello esta especie lidera la tabla de produccién en Ecuador
representando el 95 % del total de especies cultivadas (Vanegas Hinojosa, 2014, p.17).

Figura 1-1: Langostino Blanco (Litopenaeus vannamei)

Fuente: (Zambritisa Empacadora, 2016).

+ Clasificacion taxondmica del Langostino Blanco (Litopenaeus Vannamei)

Tabla 1-1: Taxonomia de Litopenaeus Vannamei

Phylum Arthropoda

Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Suborden Dendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie vannamei

Fuente: (Pérez et al., 1997).
Realizado por: (Diaz G, 2021).

+« Morfologia del Langostino Blanco (Litopenaeus Vannamei)

El langostino blanco es un crustaceo que posee un cuerpo alargado y cilindrico que se encuentra

divido en tres partes: cefalotérax, abdomen y cola. Los cuales se detallaran a continuacion (Garcia,
2017, p.16).



e Cefalotorax: Portador de un rostro dentado en forma de quilla.
e Abdomen: Parte mas desarrollada que se encuentra aplastada en los laterales, lo que ayuda a
desempefiar la funcion de nadar.

e Cola: Compuesta de protopodito triangular y de dos ramas expodito y endopodito.

1.2.4.Desechos del Camardn

Una vez retirada la carne del camarén, queda como residuos los exoesqueletos los cuales son
desechados, los mismos que en estudios preliminares se han demostrado que contienen proteina
y en cantidad mayoritaria la quitina, la misma que por tratamientos quimicos se puede obtener
diversos derivados funcionales. Por lo tanto, el procesamiento de los desechos del camar6n genera

una reduccidn en el impacto ambiental como en la huella ecolégica (Solano, 2017, p.21).

1.2.5.Quitina

La quitina es un polisacarido constituido por unidades de N-acetilglucosamina unidos por enlaces
B-1,4, la cual se distribuye ampliamente en la naturaleza, por ello es considerado el segundo
polimero méas abundante en el planeta (Canache, 2016, p.16). La fuente principal de la extraccion y
obtencidn de la quitina son los residuos de las industrias pesqueras, es decir, los exoesqueletos de
los crustaceos (Lalaleo,2010, p.16).

La quitina en estado puro se presenta como sustancia blanca, parcialmente cristalina e inodora
(Ramirez et al., 2010, p.271). De acuerdo con Flores (2004, p.10) “La quitina es altamente hidrofébica,

insoluble en agua, en acidos y alcalis diluida y en la mayoria de solventes organicos”.
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Figura 2-1: Estructura de la Quitina
Fuente: (Marmol et al., 2011).



1.2.6.Referencias generales sobre obtencion de quitina

De acuerdo con Marmol et al. (2011, p.55), investigaron que la mejor manera de obtener la quitina
a partir de los exoesqueletos de crustaceos es someter a la quitina a tratamientos con alcalis y
acidos, con la finalidad de extraer la proteina y eliminar la materia inorgénica presente en las
conchas. A estas etapas del proceso se los conoce como desproteinizacion y desmineralizacion
respectivamente, aunque ciertos autores consideran que es necesario implementar una etapa mas
que se conoce como despigmentacion (Solano, 2017, p.19).

Una nueva alternativa existente para la obtencidon de quitina, es someter la materia prima
previamente tratada a descalcificacion en frio en una mezcla de agua y HCI concentrado, para
posteriormente ser desproteinizada por la presencia de una base fuerte, como lo es el NaOH, lo

cual genera un mejor resultado en cuanto al peso molecular de la quitina (Flores, 2004, p.7).

1.2.6.1. Desproteinizacion

Tiene como finalidad eliminar el resto de las proteinas que hayan podido quedar presentes en los
exoesqueletos. Para llevar a cabo la desproteinizacion quimica, se trata a las conchas de los
crustaceos con hidréxido de sodio (NaOH) con una concentracién méaxima del 10 % con
temperaturas que varian de 65-100°C por un lapso de 24 horas o también se pueden realizar dos

tratamientos continuos donde los lapsos los periodos del tiempo son cortos (Cusihuamén, 2017, p.9).

1.2.6.2. Desmineralizacion

Los caparazones de los crustaceos poseen carbonato de calcio (CaCOs), lo cual se busca eliminar
en esta etapa con la implementacion del acido clorhidrico (HCI), con concentraciones que no

sobrepasen el 10 %, para evitar de esta manera gque se degrade el polimero (Luna, 2012, p.8).

1.2.6.3. Despigmentacion

Consiste en la decoloracion de los exoesqueletos, es decir en eliminar los pigmentos que tengan
presente, esta etapa no es necesario la aplicacion de temperatura, y los solventes que ayudan al
proceso de la despigmentacién son la acetona, el hipoclorito de sodio (NaClO), asi como también

el peréxido de hidrégeno (H202) con concentracion minima del 0,5 % y como maxima del 3 %
(Luna, 2012, p.9).



1.2.7.Quitosano

El quitosano es un polisacérido lineal de naturaleza renovable constituido por unidades (1->4)-2-
amino-2-desoxi- B- D-glucano, que se obtiene de la modificacion de la quitina por el proceso
conocido como desacetilacion, por lo que posee mejores propiedades en cuanto a la reactividad y
solubilidad. Debido a los grupos aminos que presentan en su cadena, se ha logrado que el
quitosano sea un polimero de gran interés para las industrias debido a sus multiples funciones que
desempefia (Peniche et al., 2001, p.81; Marmol et al., 2011, p.54-55).

Tanto asi que se involucra en el proceso de formacion de peliculas, ademas de participar en el
tratamiento de agua debido a que por su estructura permite ligar lipidos y metales. Por si fuera
poco, el quitosano tiene una gran importancia en la industria agricola, ya que genera actividades
de antiflngico y antibacteriano, encima ayuda a extender la vida Gtil de productos alimenticios
(Peniche et al., 2001, p.82; Hidalgo, 2019, p.6-7).

Sin embargo, sus aplicaciones se ven un poco limitada, puesto que depende del tamafo de su
cadena polimérica como del grado de desacetilacion que puede variar entre 60 y 90 % (Marmol
etal., 2011, p.54-55).
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Figura 3-1: Estructura del Quitosano
Fuente: (Larez, 2013).

1.2.8.Propiedades del Quitosano

Una de las propiedades que presenta el quitosano a diferencia de la quitina es la solubilidad en
presencia de acidos organicos como en acidos minerales, como también su coloracion frente a
soluciones diluidas de yoduro y acido, ya que el quitosano se torna de color violeta mientras que
la quitina se torna de color verde (Larez, 2003, p.91).

Ademas presenta un comportamiento cationico, por lo que posee una mayor reactividad lo que
permite que reaccione con la base de Schiff, y por si fuera poco es amigable con el medio ambiente

por poseer la propiedad de biodegradabilidad (Marmol et al., 2011, p.54).



1.2.9.Referencias generales para la obtencion del quitosano

La obtencion del quitosano se obtiene por la desacetilacion, que consiste en la eliminacién del
grupo acetil de la quitina, la cual ocurre en condiciones alcalinas severas. El proceso de la
desacetilacion se puede llevar a cabo por dos metodologias, las cuales son la fase homogénea que
radica en emplear soluciones moderadas, donde la concentracion maxima del alcali es del 30 %
y temperaturas entre 25-40°C por tiempos de 12 a 24 horas a diferencia de la fase heterogénea
donde se busca que la concentracion de la base tome valores entre 40 -50 % y con temperaturas

superiores a los 100°C donde los tiempos de reaccién seran relativamente cortos (Vanegas, 2014,
pp.13-14).

1.2.10. Caracterizacion del quitosano

Dependiendo del material de partida para la obtencion del quitosano, varia la composicion de la
cadena como las dimensiones, por lo que es indispensable realizar la caracterizacion del

biopolimero que se obtenga y de esta manera poder determinar sus propiedades (Cardenas, 2010,
p.15).

1.2.10.1. Grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion se define como la cantidad de grupos amino presentes en la cadena del
polimero. Hay varias maneras de poder determinar el grado de desacetilacion del quitosano, donde

destacan la espectroscopia de infrarrojo (IR) y la potenciometria (Morey y Quinde, 2012, p.11).

¢+ Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La espectroscopia de Infrarrojo permite determinar el grado de desacetilacién del quitosano,
debido a que se logra conseguir valores por las absorbancias de las bandas. Siendo posible gracias
a que algunos atomos presentan bandas Unicas de cada molécula, permitiendo de esta manera

caracterizar algunos compuestos (Solano, 2017, p.23).
+» Potenciometria
La valoracion potenciometria permite medir el grado de desacetilacion del quitosano, mediante

la generacion de una curva de titulacion donde se representan los puntos de inflexion (Morey y

Quinde, 2012, p. 11). Para calcular el grado de desacetilacion del quitosano se emplea el método de



Broussignac, donde se relaciona el punto de inflexiébn mayor y menor, como la molaridad del
NaOH.

1.2.10.2. Solubilidad

El quitosano es soluble en soluciones &cidas diluidas debido a la carga positiva que presentan las
aminas primarias. Sin embargo, su solubilidad depende del grado de desacetilacion que obtenga
el quitosano (Hidalgo, 2019, p.9). Por lo tanto, el quitosano es soluble en soluciones de acido
clorhidrico y nitrico diluida las cuales no deben exceder una concentracién mayor de 1,1 % porque

a concentraciones del 10 % se vuelve insoluble como sucede con las soluciones del &cido sulfurico
(Rico, 2013, pp.9-10).

1.2.10.3. Peso Molecular

Dado que uno de los parametros mas destacado en cuanto a la caracterizacién del quitosano, es el
peso molecular se vuelve indispensable su determinacion, debido a que este factor va ligado con
la solubilidad y viscosidad del mismo. Puesto que la solubilidad al presentarse en “una mayor
longitud de la cadena del polimero incrementa la posibilidad de formacion de puentes de
hidrdgeno entre distintas cadenas disminuyendo su solubilidad” (Cusihuamén, 2017, p.7) y en lo que
respecta a la viscosidad este indicador proporciona mejores propiedades viscoelasticas y

pseudoplasticas (Morey y Quinde, 2012, p.12).

1.2.11. Aplicaciones del Quitosano

El quitosano por tratarse de un biopolimero catiénico posee una amplia gama de aplicaciones a
nivel industrial (Cusihuaman, 2017, p.11). A continuacion, se puntualizan los sectores donde se

emplea el quitosano.

1.2.11.1. Industria de alimentos y bebidas

Una de las aplicaciones que tiene el quitosano en la industria de alimentos es como agente
espesante, gelificante y emulsificante, ademas de que con el mismo se puede crear recubrimientos
de alimentos que permiten extender la vida til de los viveres como también cumplir la funcion
de ser antifungico en ellos. Otra de las funciones que cumple el quitosano en la industria de
alimentos es en el aprovechamiento de las proteinas para la alimentacion animal y por si fuera

sirve de clarificante en la industria de la bebida (Alimentatec, 2011, p.18).
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1.2.11.2. Tratamientos de agua

El quitosano tiene mucha importancia en el tratamiento de aguas residuales, debido a que es
empleado como coagulante y floculante lo que permite la remocion y eliminacion de colorantes

y metales pesados presente en el agua (Giraldo, 2015, p.2).

1.2.11.3. Agricultura

El quitosano es de gran utilidad para las plantas, puesto que permite combatir a plagas y
microorganismos, generando un mecanismo de defensa por la actividad antifangico que posee.
Ademas, permite aumentar el rendimiento en los cultivos debido a que al aplicarse a las semillas

genera una estimulacion en su crecimiento (Giraldo, 2015, p. 2).

1.2.12. Cebada

El cultivo de cebada (Hordeum vulgare) se trata de un cereal que pertenece a la familia de las
gramineas (Soria, 2017, p.6). ES considerado uno de los cereales mas importante en Ecuador,
ocupando el cuarto lugar, debido a que el 40 % de su produccion se la emplea para elaborar
cerveza, asi como también permite procesar derivados para la alimentacién tanto humana como

animal (Lema et al., 2017, pp.98-99).

Figura 4-2: Grano de cebada (Hordeum vulgare)
Fuente: (Espinoza, 2018).
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+« Clasificacion Taxonémica de la cebada (Hordeum vulgare)

Tabla 2-1: Taxonomia de la cebada (Hordeum vulgare)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Hordeum
Especie Vulgare

Fuente: (Pérez, 2010).

1.2.13. Germinacién

La germinacion es un proceso que ocurre en las semillas, el cual inicia con la imbibicién de agua
lo que permite un aumento en el metabolismo celular. Por lo tanto, para una correcta germinacion
las condiciones en las que se desarrolla deben de ser favorables y esto ocurre cuando segun
Moreno et al. (2013, p.11) “la radicula del embridn penetra las capas adyacentes hasta que se
presenta protrusién radicular”.

Es por ello que se vuelve indispensable calcular el porcentaje de germinacion de un lote, puesto
que permite determinar el potencial maximo de crecimiento en un lote de semillas para siembra

(Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas, 2017).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Hipdtesis y especificaciones de las variables

2.1.1.Hipotesis General

El quitosano obtenido a partir de quitina del exoesqueleto del camaron sirve para el estudio de su

efecto en el proceso de germinacion de los granos de cebada.

2.1.2.Hipotesis Especificas

e El tiempo de hidrélisis de la quitina obtenida a partir del exoesqueleto del camar6n a
concentracion constante de NaOH tiene influencia en la obtencion del quitosano.

e Los granos tratados con quitosano tienen un efecto sobre el proceso de germinacion.

2.1.3.1dentificacion de la variable

En la presente investigacién se prevé tres partes definidas, la obtencién de quitina con

metodologia definida, la obtencidn del quitosano segln las tablas 1-2, 3-2, 4-2 y el estudio

germinativo de los granos de cebada segun las tablas 2-2, 5-2 'y 6-2.

Tabla 1-2: Variables para el proceso de obtencion del quitosano

Dependiente Independiente

Grado de desacetilacion Tiempos de hidrdlisis alcalina

Realizado por: (Diaz G, 2020).

Tabla 2-2: Variables para el proceso de germinacion del grano de cebada

Dependiente Independiente
Porcentaje de germinacion Tiempos de germinacion
Realizado por: (Diaz G, 2020).
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2.1.4.0Operacionalizacion de Variables

2.1.4.1. Operacionalizacion de variables para el proceso de obtencién de quitosano

Tabla 3-2: Operacionalizacion Conceptual del Quitosano

Variables

Tipo de Variable

Concepto

Tiempo de reaccié

n Independiente

Es el tiempo que se mantiene para que ocurra
la desacetilacion.

Grado de desacetilacion

Dependiente

Consiste en la determinacion del grado de
hidrolisis de la quitina.

Realizado por: (Diaz G, 2020).

Tabla 4-2: Operacionalizacion metodoldgica del quitosano

. . . . Instrumentos/Fuentes
Categorias Variables Indicador Técnicas de verificacion
Tiempo de Cronometraje Cronc’)meyro/ Registro de
! Horas tiempo
reaccion
Proceso de
hidrélisis de la , .
quitina para Temperaggra de oc Toma de Termometro/Registro de
generar quitosano reaccion temperatura temperatura
Concentracién de Elaboracion s
porcentual de Volumetria/Céalculos
NaOH para % solucion efectuados
desacetilacion .
alcalina
Grado de Método de ,
Determinacion del desacetilacion % GDA Brugnerotto Espectrofotometro (IR)
grado de Viscosimetro
hidrélisis del Peso molecular Mv Ecuacion de Rotacional/ Calculos
grupo acetilo f(viscosidad) Mark Houwink efectuados de
viscosidades

Realizado por: (Diaz G, 2020)

2.1.4.2. Operacionalizacién de variables para la germinacién del grano de cebada

Tabla 5-2: Operacionalizacion conceptual de la germinacién de la cebada

Variables

Tipo de Variable

Concepto

Porcentaje de germinacion

Dependiente

Indica el porcentaje de semillas que
han germinado en los tratamientos.

Tiempos de germinacion

Independiente

Tiempos de germinacion de los
granos de cebada.

Realizado por: (Diaz G, 2020).
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Tabla 6-2: Operacionalizacion metodoldgica de la germinacion de la cebada

Categorias

Variables

Indicador

Técnicas

Instrumentos/Fuentes de
verificacion

Proceso experimental para la
germinacion de los granos de
cebada

Concentracidn del quitosano en
acido lactico

Porcentaje

VVolumen de solucion de
quitosano para inmersion de los

ml de solucién de

Técnica de germinacion

uitosano
granos de cebada g
Tiem inmersién en solucion .
€mpo _de ersion en so'u Horas Cronometraje
de quitosano y acido lactico
Temperatura de germinacion °C Control de temperatura

Estufa de cultivo
Cajas Petri

Determinacion del efecto del
quitosano sobre la germinacion
del grano de cebada

Porcentaje de germinacion

NUmero de granos
germinados

Calculo del porcentaje de
germinacion

Tiempos de germinacion

Horas

Cronometraje

Monitoreo visual de radiculas por parte
del analista

Realizado por: (Diaz G, 2020).
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2.1.5.Matriz de Consistencia

Tabla 7-2: Matriz de Consistencia

ASPECTOS GENERALES
Problema General Obijetivo General Hipdtesis Técnicas
4Qué tan factible es ) o El tiempo de hidrolisis Qel ) _
obtener quitosanos a Dete_rm’ln_a_r si el tiempo exoesquele_tp del camaron a Metod_o d’e_K_urlta
distintos tiempos de de hIdI’_O,|ISIS |nf|t_1ye enla concentracion constante de para _h|_dr0||3|s de
obtencion del quitosano. NaOH tiene influencia en la la quitina

T
hidrolisis’ obtencion del quitosano.

La germinacion de los Determinar la influencia
granos de cebada puede | del quitosano en la
ser influenciada por el germinacion de los granos
efecto del quitosano de cebada.

Realizado por: (Diaz G, 2020).

El tratamiento con quitosano de | Germinacion en
los granos de cebada influye en | cajas Petri
su proceso de germinacion Estufa de cultivo.

2.2. Tipo y Disefio de Investigacion

2.2.1.Tipo de Investigacion: Correlacional

El desarrollo de esta investigacion se describe como correlacional ya que, para la corroboracion
positiva 0 adversa de las hipdtesis, se trata de medir el efecto que puede generar sobre la

germinacion una concentracion de quitosano y su grado de desacetilacion.

2.2.2.Disefio de Investigacion: Experimental

El trabajo de titulacion a realizarse es de tipo experimental debido a que se ejecuta en dos partes
experimentales, la primera parte es la obtencién del quitosano y la segunda parte el efecto del
quitosano sobre la germinacién. La obtencidn del quitosano consiste en tratar a la muestra de
quitina con una solucion alcalina fuerte, en este caso NaOH al 50 % a 100°C por 1, 3y 5 horas
respectivamente. Obtenido el quitosano se realiza la caracterizacion con IR, asociado a pruebas
de desacetilacion y la determinacion del peso molecular en funcion de viscosidades. En la
germinacion de los granos de cebada, se toma una cantidad de ellos para tratarlos y humectarlos
con una solucién de quitosano obtenido al 1 % en acido lactico (1 %). El porcentaje de
germinacion se monitorea en funcién de la longitud de las radiculas en los tiempos para

germinacion considerados.
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2.2.2.1. Manejo especifico para la obtencion del quitosano

Tabla 8-2: Factores de Estudio en el proceso de obtencion de quitosano

Factor Descripcion del factor Descripcion del nivel Nivel

1 horas a1
A Tiempo de hidro6lisis 3 horas a

5 horas as
B Temperatura de hidrolisis 100 °C b:
C Concentracion de NaOH 50 % C1

- P 1 g quitina -20 ml de NaOH

D Relacion en hidrolisis (50%) d1

Realizado por: (Diaz G, 2020).

Tabla 9-2: Tratamientos experimentales para el proceso de obtencién de quitosano

. Combinacion de
Tratamientos . R1 R2 R3
niveles
T1 aibicids % GDA % GDA % GDA
T2 a2 bicids % GDA % GDA % GDA
T3 az b1 cyds % GDA % GDA % GDA

GDA = Grado de Desacetilacion
Realizado por: (Diaz G, 2020).

2.2.2.2. Proceso de evaluacién de la germinacion

Tabla 10-2: Factores de estudio para la evaluacién de la germinacién

Factor Descripcién del factor Descripcion del nivel Nivel

A Granos de cebada 50 granos a1

B Area_de b_a,ndeja de 63,63 cm? by
germinacion

c Tlem_pp de inmersion en 2 horas o
solucién de quitosano

D Concentracion de 1% en acido lactico (1 %)* d
quitosano

E Tiempos de germinacion 18,24,43,65,74,90,138 horas €1, €2, €3, €4, €5, €6, €7

*Testigo: Acido Lactico (1 %)
Realizado por: (Diaz G, 2020).

Tabla 11-2: Tratamientos experimentales para la evaluacién de la germinacion

Tratamientos

Combinacion de
niveles

R1

R2

R3

Tratamiento

aihicids e1
aihicids e2
aihicids e3
aibicids es
aihicids es
aihicids es
aibicids e7

% de germinacion
totales

% de germinacion
totales

% de germinacion
totales

Testigo

a1 bicrer

% de germinacion
totales

% de germinacion
totales

% de germinacion
totales

Realizado por: (Diaz G, 2020).
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2.3. Unidad de Andlisis

Las unidades de andlisis para la presente investigacion son:

e El quitosano obtenido y sometido a un proceso de caracterizacién por espectroscopia de
infrarrojo (IR) y la determinacion del peso molecular en funcion de las viscosidades.

e Granos de cebada (Hordeum vulgare) tratados en solucidn de quitosano al 1 % en &cido
lactico (1 %) para determinar el porcentaje de germinacién a tiempos establecidos.

2.4. Poblacion de Estudio

La poblacion de estudio corresponde a los exoesqueletos de camar6n empleados como materia
prima en el proceso de obtencién del quitosano para ser utilizado sobre los granos de cebada y asi
evaluar su influencia sobre la germinacion.

2.5. Material Experimental

Se utilizan 638, 57 gramos de exoesqueletos de camarédn (Litopenaeus vannamei) y 3 libras de

granos de cebada (Hordeum vulgare).

2.6. Seleccion de muestra

Se seleccionan exoesqueletos de camardn (Litopenaeus vannamei) recolectados del consumo

doméstico y granos de cebada (Hordeum vulgare) adquiridos en un lugar de expendio.

2.7. Metodologia de obtencion de quitina, quitosano e influencia del quitosano sobre la

germinacion del grano de cebada

La metodologia empleada para la obtencién de la quitina, quitosano e influencia del quitosano
sobre los granos de cebada seran detallados en apartados diferentes con los materiales, reactivos
y procedimiento pertinente. Para la obtencion de la quitina como del quitosano se emplea la

metodologia sugerida (Bonfante et al., 2018, p.39).

2.7.1.Metodologia para la obtencién de quitina

La técnica aplicada para la obtencion de quitina empieza con la preparacion de la materia prima,

en este caso los exoesqueletos de camardn y continda con la despigmentacion seguido de la
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desmineralizacion para posteriormente ser desproteinizada. De manera general se diagrama en el
grafico 1-2 las etapas de preparacion de la materia prima, la obtencion de quitina y la obtencién
de quitosano identificadas como etapa uno, dos y tres.

ETAPA1 ETAPA2 ETAPA 3
Preparacion de la > Obtencién > Obtencién
materia prima de Quitina del Quitosano
- . R (s-1): 1:20
Etanol 96% NaOH (30%})
4 4 4
Lavado Despigmentacion Desacetilacion
v v
Sacado Lavado, filtrado y ¢ ¢
secado : : =
[ 1h | [ 30 | | 3n
A 4 HCI(15M) v I l
Molienda : = 3
Desmineralizacion A 4
Lavado, filirado y
- v secado
Tamizado Lavado, filtrado y
secado
) 4
y NaOH (1 M) v
v Desproteinizacion QUITOSANO
camarén
v
LG‘adsc;:c t:(llt:ado v Dondi:
R: Relacion
v s: Solido (g de quitina)
I: Liquido (ml de NaO
QUITINA timider( )

Grafico 1-2: Diagrama de flujo del proceso de obtencion de quitosano
Realizado por: (Diaz G, 2021).

La etapa uno del gréafico 1-2 esquematiza la preparacion de la materia prima necesaria para la

obtencién de quitina, detalle que se lo hace respectivamente en los apartados 2.7.1.1y 2.7.1.2.
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2.7.1.1. Primera etapa: Preparacion de la materia prima (exoesqueletos de camaron)

Tabla 12-2: Proceso de la preparacion de la materia prima

Materiales y Equipos Reactivos
e  Estufa e  Agua destilada
e Molino e  Etanol 96 %
e  Tamiz

Procedimiento

e  Encender la estufa, hasta alcanzar la temperatura de 70 °C.

e  Retirar los residuos de carne de los exoesqueletos.

e  Proceder a lavar las cascaras de camarén con agua potable para eliminar las impurezas.

e  Someter a las cascaras a un lavado con etanol para generar una deshidratacion.

e  Pesar las céscaras de camaron en una balanza analitica digital.

e  Colocar las bandejas de aluminio las cuales contienen los exoesqueletos dentro de la estufa.
e  Retirar las bandejas de la estufa hasta alcanzar un peso constante.

e  Seguidamente moler las cascaras para obtener el polvo deseado

e Y finalmente tamizar con la finalidad de conseguir particulas con diametros de 250 pm.

Realizado por: (Diaz G, 2020).

2.7.1.2. Segunda etapa: Proceso de obtencién de quitina

La técnica para la obtencion de quitina se ejecuta a través de 3 subetapas como lo son la
despigmentacion, desmineralizacion y desproteinizacion, con la finalidad de eliminar en cada
subetapa los pigmentos, carbonatos y proteinas presentes en los exoesqueletos respectivamente.

Las subetapas seguidas para la obtencion de la quitina como la despigmentacion,

desmineralizacion y desproteinizacion se detallaran a continuacion en los graficos 2-2; 3-2 y 4-2.

polvo tamizado Etanol 95% Etanol 70%
(exoesqueleto — : S
de camardn) l E T= Ambiente

t=2 horas

R (1g: 10ml) > ’

Agitacion constante

1* Filtracion y
Lavado

IR

Polvo despigmentado

; Secado 24 Filtracion
(exoesqueleto de camardn)
T=80°C v Lavado
t= 2 horas

Gréfico 2-2: Diagrama de flujo del proceso de despigmentacion

Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Polvo despigmentado . _
(exoesqueleto ——£L  HCI(1,5M) | — ;Aguadesuiada

de camardn) | | T= Ambiente \\
R(lg:mml)l" — t=3 horas ———>

Filtracion v Lavado

Agitacién constante
pH = neutro
E [+ s
polvo desmineralizado |
(exoesqueleto de camardn) Secado
T=80°C
t= 2 horas

Gréfico 3-2: Diagrama de flujo del proceso de Desmineralizacion
Realizado por: (Diaz G, 2021).

polvo desmineralizado
(exoesqueleto NaOH (1 M)
de camardn)

G}.\am destilada
e
T

Filtracion v Lavado

>

R (1g: 10ml)

Agitacion constante

B

QUITINA Secado

T=860°C
t=4 horas

pH = neutro

Grafico 4-2: Diagrama de flujo del proceso de Desproteinizacion
Realizado por: (Diaz G, 2021).

2.7.2.Metodologia para la obtencion de quitosano

La metodologia para la obtencion de quitosano (etapa 3 del grafico 1-2) se detalla a continuacion,

la misma que deben permitir obtener minimo un 60 % de grado de desacetilacion.
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2.7.2.1. Tercera etapa: Proceso de obtencion de quitosano

El quitosano se obtiene por la desacetilacion de la quitina mediante hidrdlisis alcalina del grupo
acetilo de la quitina por metodologia de fase heterogénea con NaOH 50 % a una temperatura de
100 °C. La reaccion de hidrdlisis se realizara a tres tiempos diferentes (1, 3 y 5 horas). El proceso
se detalla en el grafico 5-2.

Quitina
NaOH (50%) ———T=100°C % destilada

;=1 hora (T1)
E t;= 3 horas (T")
R (1g: 20ml) =5 hofzs

Agltacmn constante Filtracion v Lavado
pH = neutro

<J

Grafico 5-2: Diagrama de flujo del proceso de obtencion de Quitosano
Realizado por: (Diaz G ,2021).

QUITOSANO

Secado
T=60°C
=4 horas

2.7.2.2. Caracterizacion del quitosano: (Espectroscopia IR, Grado de Desacetilacion, Peso

Molecular)

La caracterizacién del quitosano es esencial ya que permite determinar sus propiedades en cuanto
a su funcionalidad, el mas influyente es el grado de desacetilacion (GDA) que se obtiene mediante

espectroscopia y su peso molecular.

a) Espectroscopia Infrarrojo (IR)

Una vez que se obtuvieron las muestras del quitosano estas fueron sometidas al analisis infrarrojo
colocandolas en estado sélido en el compartimiento pertinente del espectrofotometro (FT/IR

JASCO 1400), en los espectros correspondientes se determina la presencia de grupos funcionales

caracteristicos del quitosano, que sirven para el célculo del porcentaje de GDA.
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b) Grado de Desacetilacion (GDA)

Para determinar el grado de desacetilacion del quitosano se emplea la ecuacion propuesta por
Brugnerotto et al. (2000, p.3578) , donde relaciona las absorbancias de la amida terciaria (Aw) Y

una banda de referencia, en este caso el del grupo metilo (A1)

A1320 Ecu. 1-2

% Grado de desacetilacion = 100 — (31,92 * ( ) —-12,2)

1420

c) Célculo del Peso molecular para Quitosano

La ponderacion del peso molecular se realiza mediante la aplicacion de la ecuacion de Mark-

Houwink (Vanegas, 2014, pp.28-29).

[l = Kip * Mv®

A partir de la que se calcula el peso molecular (Mv)

a|[n] Ecu. 2-2
M= K

Donde:

[n] = Viscosidad Intrinseca (ml/g)

K,, = 1,81 x 10 Constante caracteristica del sistema polimero-solvente
Mv = Peso Molecular (g/mol)

a = 0,93= Constante que depende de configuracion de la cadena polimérica

K, y a son constantes establecidos por (Brandrup et al., 1998; citado en Balanta et al, 2010, p.303).

Para poder calcular la viscosidad intrinseca ([n]) de un polimero es necesario secuencialmente
calcular ciertos tipos de viscosidades, como son: viscosidad dinamica, viscosidad relativa,
viscosidad especifica y la viscosidad reducida (Luna, 2012, p.50), las cuales se detallaran a

continuacion. La viscosidad intrinseca debe ser calculada para cada tratamiento.
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1) En un Viscosimetro Rotacional P Selecta (1001512 ST-2001-L), se obtiene la viscosidad
dindmica (n) de al menos tres soluciones de quitosano preparadas en acido acético al 1 %, en
las concentraciones siguientes:

C1=1x103g/ml
C2=2x10%g/ml
C3=3x10%g/ml

2) Para la seleccion adecuada de la viscosidad dindmica (n) se emple6 el husillo L1 a 100 RPM,
por lo que estos parametros elegidos proporcionan fondos de escalas mayores al 15 % tal y
como lo recomienda la guia del viscosimetro rotacional.

3) Calcular la viscosidad relativa (n,-) con la siguiente ecuacion:

n, = n Ecu. 3-2
No
Donde:
n, =Viscosidad relativa
n =Viscosidad dindmica de la solucién de quitosano (cP)
n,= 1,22 cP: Viscosidad dinamica del solvente (Acido acético 1 %)
4) Calcular la viscosidad especifica (ns,) con la siguiente ecuacion:
Nep = Ny — 1 Ecu. 4-2
Donde:
nsp =Viscosidad especifica
n, = Viscosidad relativa
5) Calcular la viscosidad reducida (n,.q) con la siguiente ecuacion:
_ rlsp Ecu. 5-2
Nred = C
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Donde:

Nyeq: Viscosidad reducida (ml/g)

nsp: Viscosidad especifica

C: Concentracidn de solucién de quitosano (g/ml)

6) Calcular la viscosidad intrinseca para cada tratamiento a partir de un gréfico (nyeq Vs las
concentraciones de quitosano), al que se procede a linealizar para obtener la ecuacion de la
recta y determinar el Intercepto (b) que constituye ser la viscosidad intrinseca ([n]), necesaria

para calcular el peso molecular (Ecu. 2-2).

2.7.3.Metodologia del efecto del quitosano sobre la germinacion del grano de cebada

a) Gelificaciony solubilidad del quitosano en acido lactico (1 %)

Segun varias fuentes el quitosano debe manifestar gelificacion y solubilidad en un medio acido,
por esta razon es necesario realizar pruebas de gelificacion y solubilidad del quitosano obtenido
en soluciones acidas. Los ensayos de solubilidad deben ser realizados en soluciones de acido
lacticoa 0,5 %, 1 % y 1,5 % hasta encontrar la concentracién optima que muestre una buena
gelificacion y un aspecto homogéneo de la solucidn conseguida y que no muestre un efecto muy
agresivo frente al proceso de germinacion de los granos (la concentracion optima resulté ser la
del &cido lactico (1 %) ) particularidad que se tomara muy en cuenta para que en el proceso de
germinacion se utilice un testigo de esta solucién (no se aconseja utilizar acido acético porque si
bien es cierto ayuda a la gelificacion y solubilidad, pero tiene un efecto anti germinativo muy
agresivo).

A continuacidn, se detalla la determinacién del porcentaje de solubilidad en acido lactico 6ptimo
(1%) del quitosano obtenido, visto que el comportamiento de solubilidad muestra siempre un

aspecto muy insignificante de particulas que parecen encontrarse en suspension.
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Preparar 100 ml de Tomar una alicuota de
solucion de quitosano 10 ml de soluciény

al 1% en acido lactico Tarar un tubo de colocarla en el tubo de

(19%) (Asegurar la ensayo ensayo previamente
maxima solubilidad ) tarado
 Centrifugar Si se observa apariencia de
eficazmente el tubo de residuos sedimentados proceda a Secar el tubo y
ensayo que contiene la separar el sobrenadante con la obtener el peso
solucién ayuda de una pipeta pasteur residual insoluble.

Calcular el porcentaje
de solubilidad del
quitosano obtenido.

Gréfico 6-2: Diagrama de flujo para determinar el porcentaje de solubilidad 6ptima del

quitosano obtenido
Realizado por: (Diaz G, 2021).

Para poder determinar la solubilidad (Ecu.7-2) de la solucion empleada después de obtener el

peso seco residual se emplean las siguientes ecuaciones cronoldgicamente:

Ecu. 6-2

gramos quitosano disuelto = 1 gramo de quitosano obtenido — 10(peso residual insoluble)

gramos quitosano disuelto Ecu. 7-2

solubilidad del quitosano = - —*x 100%
1 gramo de quitosano obtenido

b) Germinacion de granos de cebada tratados con solucion dptima de quitosano al 1 % en

acido

La metodologia correspondiente a la germinacion se detalla a partir del resultado generado de la
mejor prueba de solubilidad del quitosano en &cido lactico (quitosano al 1 % en &cido lactico (1
%))

El proceso de germinacion de los granos de cebada con tratamiento de quitosano al 1 % en acido

lactico 1 % v el testigo correspondiente de acido lactico se observa en el siguiente grafico 7-2.
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Tratar 'y sumergir los
granos de cebada en 50 ml
Eliminar las impurezas de Preparar la solucion de de la solucion de quitosano
las semillas con un lavado quitosano al 1 % en &cido 1 % en é&cido lactico (1 %)
previo. lactico (1 %) y en la solucion de acido
lactico al 1 % (testigo) por
2 horas
Colocar 2 capas de gasas Colocar 50 granos
Disponer de cajas petri humedecidas de forma previamente tratados en las
secas y esteriles estandar de diametro de las cajas petri ya preparadas y
cajas petri taparlas

Monitorear el porcentaje de

Ingresar a una estufa germinacion de granos con

asegurando una humedad radiculas mayores Yy

relativa promedio menores a 0,5 cm durante
138 horas

Gréfico 7-2: Diagrama de flujo del proceso de germinacion
Realizado por: (Diaz G, 2021).

El porcentaje de germinacion de los granos de cebada se lo calcula con la siguiente ecuacion:

#semillas germinadas,, Ecu.8-2

100

Porcentaje de germinacion (PG) = — =
#semillas incubadas

2.8. Técnicas de Recoleccion de Datos
Los valores obtenidos de la presente investigacion son datos experimentales que se generan en el

proceso de obtencion de quitina, quitosano (espectroscopia infrarroja, % GDA y peso molecular)

y proceso de germinacidn de la cebada.
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CAPITULO III
3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
3.1. Resultados de la obtencion de quitina
3.1.1.Rendimiento de quitina
Para la obtencidn de quitina a partir de los exoesqueletos de camar6n (Litopenaeus vannamei) se
aplicé el método convencional propuesto por Bonfante et al. (2018, p. p.77), quien propone someter
al polvo del camar6n a una despigmentacion seguido de la desmineralizacion y finalmente la
desproteinizacion detallado en el apartado 2.7.1
En la tabla 1-3 se registran los valores utilizados de materia prima, asi como de la quitina obtenida

y su rendimiento.

Tabla 1-3: Porcentaje de rendimiento de quitina

Peso de polvo de camaroén (g) Peso de Quitina (g) % Rendimiento
110,00 12,63 11,49
Realizado por: (Diaz G, 2021).

En la tabla 1-3 se observa que el rendimiento de la quitina a partir de 110,00 g de los exoesqueletos
de camaron es de 11,49 %. Dicho valor obtenido es inferior a los reportado por diversos autores,
que presentan rendimientos entre 14 % y 33 % (Marquez et al., 2006; citado en Canache Ruiz, 2016, p.117),
posiblemente la diferencia se debe a que los procesos en los estudios consideran utilizar un
sistema de reflujo que reduce pérdidas por evaporacion y asegura un temperatura homogénea
durante todo el proceso, por tanto seria de considerar como una alternativa mas ldgica

implementar el sistema de reflujo.
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3.1.2.Caracterizacion de la quitina
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Grafico 1-3: Espectro Infrarrojo de quitina obtenida
Realizado por: (Diaz G, 2021).

La grafica 1-3 muestra el espectro infrarrojo de la quitina obtenida, donde se observa una banda
intensa que corresponde a la tension del grupo funcional -OH a 3413,39 cm™ que conforman la
estructura en las aminoglucosas (Canache, 2016, p.59), también se observa el pico a 2927,41 cm™
correspondiente a la tension del grupo —CH y —CH,. Adicionalmente en la zona dactilar se observa
la banda correspondiente al enlace C=0 de la amida (banda I) a 1627,63 cm™ del mismo modo se
presentan los picos de absorcidn de la deformacion del enlace N-H (banda I1). Al comparar con
los espectros obtenidos por Lopez Calvache (2014, p.42) se observa que la muestra obtenida segin

nuestra metodologia corresponde ser quitina, validando la metodologia ejecutada.
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Gréfico 2-3: Espectro Infrarrojo de Quitina obtenida por Lopez Calvache
Fuente: (L6pez, 2014).

3.2. Resultados de la obtencién de quitosano

3.2.1.Rendimiento del quitosano

La tabla 2-3 presenta los porcentajes de rendimiento de los quitosanos obtenidos en los tres
tratamientos ejecutados segln la metodologia aplicada (factores en estudio y tratamientos tablas
8-2 y 9-2) que corresponde al manejo especifico de obtencidn de quitosano a partir de quitina

obtenida de exoesqueleto del camardn (Litopenaeus vannamei).

Tabla 2-3: Rendimiento de los quitosanos obtenidos de tres tratamientos

Tratamientos Repeticiones Grgr;os C;L?gg; ndoe % Rendimiento %(ﬁsgriien;iiz?to
quitina

R1 1,0012 0,4175 41,70

Tl=aibicids R2 1,0091 0,4774 47,31 41,79
R3 1,0004 0,3638 36,37
R1 1,0003 0,4766 47,65

T2=abicida R2 1,0001 0,4514 45,14 47,65
R3 1,0002 0,4268 42,67
R1 1,0038 0,4324 43,08

T3=ashicids R2 1,0016 0,4678 46,71 43,08
R3 1,0033 0,4881 48,65

Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Gréfico 3-3: Rendimiento de los quitosanos obtenidos
Realizado por: (Diaz G, 2021).

Segun el gréafico 2-3 el tratamiento T2 genera el mayor rendimiento y corresponde a la hidr6lisis
alcalina con NaOH (50 %) a 100 °C por 3 horas, habiendo partido de una relacién de quitina
s6lida con un volumen de NaOH 50 %, (1:20). El mayor rendimiento no significa que sea el mejor
quitosano lo que sugirid se valore el % GDA, el peso molecular, y su apariencia de gelificacion
de los tres tratamientos. Una vez definido el mejor quitosano debera establecerse la mejor forma

de solubilidad que permita realizar un monitoreo de la germinacion de los granos de cebada.
3.2.2.Caracterizacion del quitosano

Para la caracterizacién del quitosano se contemplé realizar el andlisis espectroscopico de los
quitosanos obtenidos, la evaluacion del porcentaje del grado de desacetilacion (% GDA), el peso
molecular, y prueba de solubilidad de los tres tratamientos ejecutados.

3.2.2.1. Espectroscopia Infrarroja de los tres tratamientos

Para el célculo del grado de desacetilacion amerita realizar los espectros infrarrojos del quitosano

de cada uno de los tratamientos, los mismos que se observan a continuacion y que se sustentan

comparativamente con el IR del quitosano presentado por (Peniche et al., 2001, p.81)
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Grafico 5-3: Espectro Infrarrojo de T2 (3 horas de hidrélisis)

Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Gréfico 6-3: Espectro Infrarrojo de T3 (5 horas de hidrélisis)

Realizado por: (Diaz G, 2021).

El gréfico 7-3 siguiente corresponde al espectro infrarrojo de un quitosano obtenido por (Peniche
etal., 2001, p.82)
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Gréfico 7-3: Espectro Infrarrojo de Quitosano obtenido por Peniche

Fuente : (Peniche etal., 2001).
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En las graficas 4-3, 5-3 y 6-3 se registran los espectros obtenidos de los diferentes tratamientos,
en los cuales se puede visualizar que los tres espectros presentan el mismo perfil al igual que el
espectro presentado por (Peniche et al. 2001, p.82). Se puede observar que los tres graficos en estudios
perteneciente a cada tratamiento, respectivamente presentan una banda que corresponde a la
tension del grupo —OH como a la tension del grupo N-H bastante pronunciada en los tres casos,
asi como también se evidencia en la zona de la huella dactilar la presencia de las bandas
correspondientes a los enlaces de C=0, la misma que va disminuyendo la absorbancia (A=Log
decir, en el tratamiento T1 (0,053 Abs)

visualmente su longitud es mucho mas larga que la visualizada en el tratamiento T3 (0,022 Abs),

(1/T)) al aumentarse el tiempo de hidrdlisis, es

lo mismo sucede al analizar la banda del grupo C-N, ya que entre mayor sea el tiempo de hidrélisis
(T3), mas pequefia es su longitud visualizada, por ello en el T1 (0,034 Abs)se observan longitudes
mucho mas largas que T2 (0,018 Abs) Y T3 (0,016 Abs), este efecto de disminucion en sus
longitudes se debe a la desaparicion parcial del grupo acetilo (-COCH3) presente en la quitina
(Canache, 2016, p.61), esto implica una disminucion de grupos C=0O y C-N, que terminan
evidenciando una légica del proceso de desacetilacion para llegar a la formacion de quitosano.

Comparativamente con los espectros presentados por Peniche et al., (2001, p.86) se puede definir
que la muestra obtenida y analizada evidencia el proceso de hidrolisis y la obtencion de quitosano

a partir de la quitina.

Tabla 3-3: Numero de longitudes de onda de grupos funcionales presentes en los quitosanos

de los tres tratamientos

Grupos i T1 _ T2 i T3
Funcionales Numeros _cie Absorbancia Numeros ﬁle Absorbancia Numeros ile Absorbancia
onda (cm?) onda (cm?) onda (cm?)

O-H 3436,53 3417,24 3436,53

N-H 3259,11 3259,11 3262,97

C-H 2857,99 2865,7 2873,42

C=0 1623,77 0,053 1623,77 0.029 1646,91 0,022
-NH> 1554,34 1558,2 1573,63

C-N 1311,36 0,034 1311,36 0,018 1315,21 0,016
C-0-C 1149,37 1149,37 1149,37

Realizado por: (Diaz G, 2021).

3.2.2.2. Grado de desacetilacion de los tres tratamientos

Para determinar el grado de desacetilacién del quitosano se emplea la Ecu. 1-2 expuesta en el
apartado 2.7.2.2, los resultados generados del grado de desacetilacion nos permite identificar el
mejor tratamiento, resultados generados que se observan en la tabla siguiente (combinacion de

niveles presente en la tabla 8-2).
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Tabla 4-3: Grado de desacetilacion de los tratamientos

. Combinacion de Repeticiones
Tratamientos . PROMEDIO
niveles R1 R2 R3
Tl aibhicida 84,80 % 83,29 % 83,86 % 83,98 %
T2 azbicidi 88,43 % 88,76 % 85,05 % 87,41 %
T3 asbicida 86,95 % 87,04 % 87,40 % 87,13 %
Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Grafico 8-3: Porcentaje del Grado de desacetilacion de los tres tratamientos
Realizado por: (Diaz G, 2021).

El tratamiento que muestra numéricamente tener el mejor % GDA es el tratamiento T2 (87,41 %)
que corresponde a una hidrélisis de quitina con NaOH (50 %) a 100 °C por 3 horas (relacién de
quitina sélida con un volumen de NaOH (1:20)). El tratamiento T3 muestra un % GDA casi igual
a T2, particularidad que sugiri6 realizar una prueba de gelificacion y solubilidad para definir con
precision el mejor quitosano, resultado que se definird conjuntamente con el calculo del peso
molecular.

Los quitosano obtenidos de T1, T2 y T3 presentan grados de desacetilacion de: 83,98 %, 87,41
% y 87,13 % respectivamente muestran un % GDA superior al 60 % considerado como un valor
minimo para considerarlo quitosano (Barra et al., 2012, p.4), particularidad que muestra que nuestro
procedimiento de desacetilaciéon es aceptable. Los % GDA obtenidos en los tratamientos son

cercanos a los reportados por Luna (2012, p.72) de 83,72 % y Bonfante et al. (2018, p.80) de 80 %-
81,1 %.
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3.2.2.3. Pesos moleculares del quitosano obtenido

En la tabla 4-3 se muestra que los valores de GDA de T1 en comparacion con T2 y T3 presentan
una diferencia apreciable, por el contrario, los tratamientos T2 y T3 muestran valores que son
muy cercanos, particularidad que hace necesario determinar los pesos moleculares de los
quitosanos correspondientes a estos dos tratamientos en razon de que la mejor solubilidad y mejor
gelificacion es presentada por el T3 (mayor tiempo de hidrdlisis) a pesar de que tiene un GDA
menor al T2, de aqui la importancia de determinar la relacion del peso molecular con la
solubilidad y gelificacion de una muestra de quitosano como de alguna forma lo sugiere
Cusihuaméan Noa.

A continuacion, se muestran las diversas viscosidades obtenidas y necesarias para llegar a calcular
el peso molecular (Ecuacién Mark-Houwink) segin lo expresado en la metodologia
correspondiente, utilizando al menos tres concentraciones de quitosano en acido acético (1 %)
(0,001; 0,002; 0,003 g/ml) para cada tratamiento (T2 y T3).

a) Viscosidades Dinamicas (n)

Tabla 5-3: Viscosidades Dindmicas para cada concentracion de T2

Concentracion | Husillo | RPM | % FE | Viscosidad Dinamica (cP)

C1 L1 100 | 35,60 % 22,6
Cc2 L1 100 | 51% 32,6
C3 L1 100 |90,90 % 57,8

FE = Fondo de Escala
Realizado por: (Diaz G, 2021).

Tabla 6-3: Viscosidades Dindmicas para cada concentracion de T3

Concentracion | Husillo | RPM | % FE | Viscosidad Dinamica (cP)

C1 L1 100 |22,70 % 14,4
Cc2 L1 100 | 26,60 % 19,9
C3 L1 100 | 48,40 % 76

FE = Fondo de Escala
Realizado por: (Diaz G, 2021).

b) Viscosidades Relativas (nr)

Tabla 7-3: Viscosidades Relativas de T2

Soluciones Concentraciones (g/ml) nr
Acido Acético + Quitosano 0,001 18,525
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0,002 26,721

0,003 47,377
Realizado por: (Diaz G, 2021).
Tabla 8-3: Viscosidades Relativas de T3
Soluciones Concentraciones (g/ml) nr
0,001 11,803
Acido Acético + Quitosano 0,002 16,311
0,003 62,295
Realizado por: (Diaz G, 2021).
c) Viscosidades Especificas (nsp)
Tabla 9-3: Viscosidades Especificas de T2
Soluciones Concentraciones (g/ml) Nsp
0,001 17,525
Acido Acético + Quitosano 0,002 25,721
0,003 46,377
Realizado por: (Diaz G, 2021).
Tabla 10-3: Viscosidades Especificas de T3
Soluciones Concentraciones (g/ml) Nsp
0,001 10,803
Acido Acético + Quitosano 0,002 15,311
0,003 61,295

Realizado por: (Diaz G, 2021).

d) Viscosidades Reducidas (nred)

A continuacién, se muestran las viscosidades reducidas para los tratamientos T2 y T3 con su

respectivo grafico que relaciona dicha viscosidad con las concentraciones.

Tabla 11-3: Viscosidades Reducidas de T2

Soluciones Concentraciones (g/ml) Nred
0,001 17524,590
Acido Acético + Quitosano 0,002 12860,656
0,003 15459,016

Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Gréfico 9-3: Viscosidades Reducidas vs Concentraciones de T2
Realizado por: (Diaz G, 2021).

Tabla 12-3: Viscosidades Reducidas de T3

Soluciones Concentraciones (g/ml) Nred
0,001 10803,279
Acido Acético + Quitosano 0,002 7655,738
0,003 20431,694

Realizado por: (Diaz G, 2021).
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Grafico 10-3: Viscosidades Reducidas vs Concentraciones de T3
Realizado por: (Diaz G, 2021).
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e) Viscosidades Intrinsecas ([n])
La viscosidad intrinseca corresponde al intercepto de la ecuacion de la recta (C = 0) obtenida en
el gréfico de la viscosidad reducida correspondiente, estas viscosidades se observan en la

siguiente tabla:

Tabla 13-3: Viscosidades Intrinsecas de los tratamientos

Tratamientos [n]
T2 17347
T3 2884,3

Realizado por: (Diaz G, 2021).

Los pesos moleculares de los tratamientos T2 y T3 obtenidos con la formula correspondiente (Ecu

2-2) se observan a continuacion:

Tabla 14-3: Peso molecular de los tratamientos T2y T3

Tratamientos Peso molecular (g/mol)
T2 3,21E+07
T3 4,6 7TE+06

Realizado por: (Diaz G, 2021).

Los resultados muestran que el menor peso molecular de quitosano corresponde al T3, tratamiento
qgue mostré mayor solubilidad y mejor gelificacion en contraste con lo mostrado por el T2,
confirmandose lo manifestado (Luna, 2012; Sanchez et al., 2007, p.117), quienes explican que la
solubilidad y viscosidad dependen del GDA y del peso molecular. En nuestro caso el T3 tiene un
peso molecular inferior a T2, este resultado nos lleva a expresar que mientras el peso molecular
es menor la solubilidad y gelificacién son mejores. “El peso molecular también juega un papel
importante en la solubilidad del quitosano, dado que una mayor longitud de la cadena del
polimero incrementa la posibilidad de formacion de puentes de hidrdgeno entre distintas cadenas
disminuyendo su solubilidad”(Cusihuamén, 2017, p.7).

Habiéndose identificado que el tratamiento T3 tiene un GDA de 87,13%, y que muestra
solubilidad y generacion de gel en &cido acético (1 %), sumado a que tiene un peso molecular
mas bajo, sera el quitosano de este tratamiento (T3) el que se usara para la determinacién del

efecto sobre la germinacién de los granos de cebada.
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3.3. Resultados de solubilidad del mejor quitosano (T3) en &cido lactico

Para la germinacion de los granos de cebada se determiné la solubilidad del quitosano obtenido
en el T3 en &cido lactico (1 %), debido a su efecto anti germinativo muy reducido en comparacion
al &cido acético (1 %) que muestra un efecto anti germinativo muy agresivo incluso a
concentraciones muy bajas, por esta razon se utilizé como testigo la solucion de &cido lactico con
concentracion al 1 %.

En la tabla 16-3 se presentan los resultados de quitosano residual insoluble en una alicuota de 10
de solucion, los gramos disueltos de quitosano en 100 ml de solucion y el porcentaje de
solubilidad del quitosano obtenido del tratamiento T3 en &cido lactico al 1 %. Porcentaje

calculado segln las Ecu. 6-2 y Ecu. 7-2.

Tabla 15-3: Porcentaje de solubilidad del Quitosano al 1% en Acido Léctico (1 %)

Peso re5|du?r:ll?§)o Iuble en 10 Gramos disueltos quitosano (g) Porcentaje de solubilidad (%)
0,00178 0,9822 98,22 %

Realizado por: (Diaz G, 2022).

El 98,22 % de solubilidad del quitosano del tratamiento T3 es un valor bastante alto por lo que el
quitosano de dicho tratamiento fue utilizado para la parte correspondiente al proceso de monitoreo

de germinacion de los granos de cebada tratados con quitosano.

3.4. Resultados de la germinacién de cebada tratada con quitosano y su testigo

En las tablas siguientes se presentan los resultados de la germinacién de los granos de cebada
tratados con quitosano al 1% en &cido lactico segun la metodologia establecida (2.7.3), esto
requirié acompafiar al tratamiento con un testigo de acido lactico al 1% para eludir la interferencia
del acido lactico que se vio y con el respaldo de varias fuentes es necesario para conseguir la
solubilidad del quitosano. A continuacién, se presentan los resultados de germinacion a distintos
tiempos, monitoreando granos germinados con radiculas mayores y menores a 0,5 cm, el
monitoreo de las germinaciones con radiculas menores a 0,5 cm se consider6 ante la eventualidad

de ocurrencia relacionada con la velocidad de germinacion que podria manifestarse.

40



a) Germinacion con radiculas mayores a 0,5 centimetros

Tabla 16-3: Germinacion de granos de cebada con radiculas > 0,5 centimetros tratados con
quitosano al 1 % en acido lactico (1 %) y el testigo correspondiente

Tiempo de Quitosano 1 % (Tratamiento) Acido Lactico 1 % (Testigo)
germinacién | Radiculas > 0,5 cm | ¢ ge | % d€ germinacion | Radiculas > 0,5 cm | ¢ e | % d€ germinacion

(h) (radiculas > 0,5 (radiculas > 0,5

R1 | R2 | R3 |granos cm) R1 | R2 | R3 |granos cm)

18 0 0 0 | 0,00 0,00 0 0 0 0,00 0,00

24 0 0 0 | 0,00 0,00 0 0 0 0,00 0,00

43 5 5 4 | 4,67 9,33 1 0 0 0,33 0,67

65 8 6 6 | 6,67 13,33 1 1 1 1,00 2,00

74 8 7 8 | 7,67 15,33 3 1 1 1,67 3,33

90 8 9 9 | 8,67 17,33 6 4 4 4,67 9,33

138 10 10 | 10 | 10,00 20,00 8 6 6 6,67 13,33

Realizado por: (Diaz G, 2022)
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Grafico 11-3: Monitoreo de germinacion (radicula > 0,5 cm) de granos de cebada tratadas

con guitosano al 1 % en 4cido lactico (1 %) y su testigo
Realizado por: (Diaz G, 2022).

El grafico 11-3 muestra que el tratamiento de los granos de cebada con quitosano al 1 % en acido
lactico (1 %) tiene un efecto acelerante en la germinacion respecto al testigo que corresponde a
acido lactico (1 %), comportamiento observado en cada uno de los tiempos. El efecto acelerante
de germinacion es manifiesto, pero es muy reducido respecto a la germinacion de los granos sin
tratamiento alguno (germinacion solo con agua) haciendo necesario una explicacion razonable

sobre esta particularidad que la abordaremos al final de los resultados.
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b) Germinacion con radiculas menores a 0,5 centimetros

Tabla 17-3: Germinacion de granos con radiculas < 0,5 centimetros de granos de cebada tratados
con quitosano al 1 % en acido lactico (1 %) y el testigo correspondiente

Tiempo de Quitosano 1 % (Tratamiento) . Acido Lactico 1 % (Testigo) _
germinacién | Radiculas < 0,5cm |5 g | % d€ germinacion | Radiculas < 0,5cm | x ge | % de germinacion

(h) (radiculas < 0,5 (radiculas < 0,5

Rl | R2 | R3 |granos cm) R1 | R2 | R3 |9granos cm)

18 4 4 2 3,33 6,67 1 1 2 1,33 2,67

24 6 6 5 5,67 11,33 1 1 2 1,33 2,67

43 3 1 1 1,67 3,33 1 1 3 1,67 3,33

65 2 3 2 2,33 4,67 3 2 2 2,33 4,67

74 2 3 2 2,33 4,67 3 2 3 2,67 5,33

90 2 3 1 2,00 4,00 0 0 2 0,67 1,33

138 0 2 0 0,67 1,33 2 0 0 0,67 1,33

Realizado por: (Diaz G, 2022).

12.00

=
o
o
o

8.00

6.00 —— Tratamiento

—— Testigo
4.00

% granos con radiculas < 0,5 cm

2.00

0.00
0 50 100 150

Tiempos de Germinacion
Grafico 12-3: Monitoreo de germinacién (radicula < 0,5 cm) de granos de cebada tratadas

con guitosano al 1 % en 4cido lactico (1 %) y su testigo
Realizado por: (Diaz G, 2022).

El gréafico 12-3 muestra que durante las 30 horas el comportamiento es similar a los resultados
observados al evaluar los granos con radiculas mayores a 0,5 cm. A mayor tiempo por razon
l6gica el nimero de granos con radiculas menores a 0,5 cm disminuyen tendiendo a prevalecer
granos con radiculas mayores a 0,5 cm con una cierta distorsion que sugirié que este monitoreo
de radiculas menores a 0,5 cm no sea muy representativo razon por lo que se vio necesario

concentrarnos definitivamente en la germinacion total de los granos.
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¢) Germinacion de granos totales

Los resultados observados al realizar el seguimiento de las radiculas mayores y menores a 0,5
centimetros permiten definir que la germinacion observada en los granos de cebada tratados
experimentalmente con quitosano muestran un efecto acelerador respecto al testigo que
corresponde a acido lactico (1 %), esta particularidad sugirié realizar un analisis de granos
germinados totales sin distincién alguna del tamafio de sus radiculas, para esto se utilizan los
promedios de granos germinados con radiculas mayores y menores a 0,5 centimetros que estan

incluidos en la tabla 17- 3 y representados en el grafico 13-3.

Tabla 18-3: Porcentaje de granos germinados totales tratados con quitosano al 1 % en &acido
lactico (1 %) y el testigo correspondiente

Quitosano 1 % (Tratamiento) Acido Lactico 1 % (Testigo)
. Granos Granos

Tiempo d_f{ Promedio | Promedio | germinado | % de Promedio | Promedio | germinado | % de

germinaclo | de granos | de granos | s totales granos | de granos | de granos | s totales granos
n (h) germinado | germinado | (sumas de | germinado | germinado | germinado | (sumas de | germinado
s>0,5cm | s<0,5cm | promedios | stotales [s>05cm |s<0,5cm | promedios | s totales
) )

18 0,00 3,33 3,33 6,67 0,00 1,33 1,33 2,67

24 0,00 5,67 5,67 11,33 0,00 1,33 1,33 2,67

43 4,67 1,67 6,33 12,67 0,33 1,67 2,00 4,00

65 6,67 2,33 9,00 18,00 1,00 2,33 3,33 6,67

74 7,67 2,33 10,00 20,00 1,67 2,67 4,33 8,67

90 8,67 2,00 10,67 21,33 4,67 0,67 5,33 10,67
138 10,00 0,67 10,67 21,33 6,67 0,67 7,33 14,67

Realizado por: (Diaz G, 2022).
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Gréfico 13-3: Monitoreo del porcentaje de granos germinados totales
Realizado por: (Diaz G, 2022).
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El gréfico 13-3 corrobora que el quitosano al 1 % en &cido lactico (1 %) acelera la germinacion
con respecto al testigo. Transcurrido 138 horas se observa que la germinacion de los granos
tratados con quitosano corresponde a un 21,33 % de granos germinados mientras que el testigo
muestra una germinacion del 14,67 %, es decir, el quitosano acelera la germinacion en un 6,66
%, tendencia de comportamiento que se observa en cada uno de los tiempos. El 21,33 % de
germinacion mostrado por el efecto del quitosano segln la metodologia aplicada se lo puede
considerar bajo respecto a una germinacion de los granos de cebada en agua, la posible
explicacion para este resultado radica en que el quitosano necesariamente alcanza solubilidad en
un medio acido (aproximadamente pH + 2,5) donde el grupo amino del quitosano adquiere
parcialmente carga positiva como -NH*" corroborando lo argumentado por Sanchez et al. (2007,
p.68), quien menciona que el quitosano se solubiliza debido a la cantidad de grupos aminos
protonados en la cadena polimérica.

La mayor germinacion respecto a una germinacion de granos en &cido lactico se puede atribuir a
un efecto fisico por parte de la solucién de quitosano, cuando este recubre la estructura del grano
dejandolo parcialmente protegido con una pelicula de este polimero que en el proceso de
germinacion ayuda a conservar la humedad en él y a la vez lo protege del efecto anti germinativo
por parte del &cido lactico como ha quedado sustentado en los resultados anteriormente expuestos.
Igual a nuestros resultados algunas fuentes (tabla 19-3) mencionan que el quitosano tiene un
efecto acelerador en relacion a la germinacion con porcentajes de germinacién reducidos cuando
comparan no muy acertadamente con la germinacion en agua, segun esto podemos confirmar que
el quitosano al 1 % en acido lactico (1 %) acelera la germinacion aun cuando no sea muy

representativa.
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Tabla 19-3: Estudios acerca del efecto del quitosano sobre la germinacion

Porcentaje de .
. L9 Porcentaje de
Tema de la ~ Semilla germinacion )
No . S Afo Autores y germinacion
investigacion tratada con solucion -
- con el testigo
de quitosano
“Efecto de la masa Daimy Costales
molecular de quitosanos Menéndez?, 82-87 %
1 | enlagerminaciony el 2020 | Alejandro Soya (No mencionan | Agua (76,2 %)
crecimiento in vitro de B. Falcon el solvente)
soya” Rodriguez?
“Extraccion Gabriel 1. Tovarl,
biotecnoldgica de quitina Mildre  Gémez?
del desecho de camaron Veror_uca \ 47.21 % NO mencionan
o | Para la produccion de 2018 Obediente®, Melon (En solucién de testigo
quitosano como Alexander cido acético)
bioestimulante en Rodriguez*, Livia
semillas Soto® Alicia
de melén” Chirinos®
“Efecto del uso de ‘]OS?. Alejandri)
uitosano en el Mo Ina Zerp_a '
?ne'oramiento del cultivo Marinela  Colina 873,20 % Agua
3 deljarroz (Oryza 2017 | Rincon? , Dianela | Arroz (En solucion de (82+2964 %)
sativa L varigjad Rincon® & José acido acético) =R
s d20a)”. Alejandro Vargas
Colina*

Realizado por: (Diaz G, 2022).
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CONCLUSIONES

> La correcta obtencion de la quitina garantiza un quitosano de calidad, se consigue con
correctos procedimientos de preparacion de los exoesqueletos del camarédn, de
desmineralizacion y de desproteinizacion.

> El mejor tratamiento de obtencion de quitosano a partir de la quitina de los exoesqueletos de
los camarones resulto ser una hidrolisis basica de la quitina con NaOH al 50 por 3 horas a
100 ° C (Relacion: 1 g — 20 ml).

» El quitosano resultante del mejor tratamiento genera las caracterizaciones siguientes: mayor
solubilidad y gelificacion (98,22 % - quitosano al 1 % en &cido lactico al 1 %), porcentaje de
grado de desacetilacion, 87,13 % (%GDA), peso molecular de 4,67E+06 g/mol

» La germinacion de los granos de cebada tratados con quitosano al 1% en éacido lactico (1 %)
aceleran la germinacion en un 6,66 % respecto a un testigo constituido por acido lactico (1
%)

> Laaceleracion del porcentaje de germinacion es bajo debido a la solubilidad del quitosano en
acido, acidez que conspira con la germinacion natural, medio inevitable para conseguir la

solubilidad del quitosano, pues es insoluble en el agua.

46



RECOMENDACIONES

> Para realizar la obtencion de la quitina como del quitosano hacerlo con la implementacién de
un sistema de reflujo, para evitar pérdida por evaporacion en el proceso, y asi obtener mayor
rendimiento.

> Para llevar a cabo el proceso de obtencidn de quitina y quitosano ejecutar las operaciones
unitarias (molienda, tamizado, secado y agitacion) de la mejor manera para garantizar mejores
resultados.

> La baja aceleracion en la germinacion de los granos de cebada tratados con quitosano deberia
considerarse para aplicativamente utilizar la solucion de quitosano en tratamientos donde se
requiera recubrimientos con quitosano pues la insolubilidad en el agua no facilita su
utilizacion en procesos de germinacion. La aplicacion més recomendable seria utilizarlo

como recubrimiento para conservacion de frutas.
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE LA MATERIA (EXOESQUELETOS DE CAMARON)
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ANEXO B: PREPARACION DE LA MATERIA (EXOESQUELETOS DE CAMARON)
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ANEXO C: PROCESO DE OBTENCION DE LA QUITINA

NOTAS:
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ANEXO D: PROCESO DE OBTENCION DE QUITOSANO
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ANEXO E: GELIFICACION Y SOLUBILIDAD DEL QUITOSANO OBTENIDO
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POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA INGENIERIA QUIMICA

ELABORADO POR:
Maria Gabriela Diaz Zambrano

GELIFICACION Y SOLUBILIDAD DEL
QUITOSANO OBTENIDO

LAMINA ESCALA FECHA

1 1:10 2022




ANEXO F: MONITOREO DE GERMINACION DE LOS GRANOS TRATADOS CON QUITOSANO

MONITOREO DE LOS GRANOS DE CEBADA TRATADAS CON QUITOSANO

18 horas 24 horas

43 horas 65 horas 74 horas

90 horas 138 horas

NOTAS:

Monitoreo de germinacion de
los granos de cebada tratados
con quitosano al 1% en acido
lactico al 1% durante 138
horas

a)

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO

CATEGORIA DEL DIAGRAMA:

MONITOREO DE GERMINACION DE

0 Aprobado 0 Preliminar FACULTAD DE CIENCIAS LOS GRANOS TRATADOS CON
O Certificado O Por aprobar QUITOSANO
O Informacion O Por calificar | ESCUELA INGENIERIA QUIMICA
ELABORADO POR: LAMINA ESCALA FECHA
Maria Gabriela Diaz Zambrano 1 1:10 2022




ANEXO G: MONITOREO DE GERMINACION DE LOS GRANOS DE CEBADA TRATADOS CON ACIDO LACTICO (1%)

MONITOREO DE LOS GRANOS DE CEBADA TRATADOS EN ACIDO LACTICO

18 horas

24 horas

43 horas

65 horas 74 horas

90 horas 138 horas

NOTAS:

a)

Monitoreo de germinacion
de los granos de cebada en
acido lactico al 1% durante
138 horas

CATEGORIA DEL DIAGRAMA:

O Preliminar
O Por aprobar
O Por calificar

O Aprobado
[ Certificado
O Informacién

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
INGENIERIA QUIMICA

ELABORADO POR:
Maria Gabriela Diaz Zambrano

MONITOREO DE GERMINACION DE
LOS GRANOS DE CEBADA TRATADOS
CON ACIDO LACTICO (1%)

LAMINA ESCALA FECHA

1 1:10 2022




ANEXO H: ESPECTRO INFRARROJO GRAFICADO EN FUNCION DE LA ABSORBANCIA DEL T2
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ANEXO I: ESPECTRO INFRARROJO GRAFICADO EN FUNCION DE LA ABSORBANCIA DEL T3
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