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RESUMEN

El aumento en los volimenes de residuos pesqueros en Colombia ha impulsado esta propuesta de
aprovechamiento de escamas para el desarrollo de papel a partir de quitosano, escamas de pescado
y papel reciclado de celulosa.

La metodologia del proyecto comprende tres etapas; en la primera se determind la composicién
proximal de las escamas de Tilapia para comprobar la presencia de quitina, bajo este criterio se
define si la muestra es apta para continuar con la segunda fase. A continuacion, se definieron
siguientes variables criticas para el proceso experimental: tamafio de particula, concentracion de
los reactivos, temperatura y tiempo de exposicion. Durante la segunda etapa se seleccionaron y
ejecutaron dos metodologias para la obtencién de quitosano, reportadas en la literatura. Por otra
parte, se realizaron pruebas de solubilidad en agua, etanol, acido acético y acido clorhidrico,
también se calculé el rendimiento escama-quitosano y quitina-quitosano. Por Gltimo, se determind
el grado de desacetilacion a través de espectroscopia FTIR-ATR con un valor de 84.80%, el cual
se encuentra entre los rangos reportados en literatura e indica la exitosa produccion de quitosano.
Luego del procesamiento de las cuatro muestras de escamas y de acuerdo con los resultados
obtenidos, se determind que las escamas sin moler y ruta metodoldgica 2 son los pardmetros méas
adecuados para tratamiento de la muestra principal, debido al bajo indice de degradacion del
polimero que presentd la muestra (m4) y la cantidad de quitosano obtenido. La tercera etapa,
consistio en someter la muestra principal a procesos de desproteinizacion, desmineralizacion
despigmentacién y desacetilacién de quitina, el quitosano obtenido se mezclé con matrices de
celulosa reciclada y escamas parcialmente desacetiladas para la elaboracién de cuatro muestras de
papel cuyas propiedades de rigidez, dureza y retencion de color fueron favorables.

Finalmente, se concluye que es posible producir papel a partir de quitosano y una matriz de
escamas de Tilapia y celulosa reciclada, utilizando el método quimico de desacetilacién termo-
alcalina de quitina procedimiento que arrojo buenos resultados y que, ademas, aporta al desarrollo

de nuevos materiales mediante el aprovechamiento de residuos de la industria piscicola.

Palabras clave: Aprovechamiento de escamas de Tilapia, desacetilacion alcalina de quitina,
obtencion de quitosano, papel de quitosano.
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INTRODUCCION
Luego de la celulosa, la quitina es el segundo polisacarido de mayor produccion natural anual en
el mundo [1]. Esta se puede extraer de diferentes fuentes naturales como: caparazones de langostas,
cangrejos y camarones, paredes celulares de hongos, algas, levaduras y protozoarios, en las alas
de algunos insectos como escarabajos y cucarachas, incluso en las escamas de ciertos pescados
[2].
Por medio de procedimientos enzimaticos o quimicos [1]-[2] es posible el aislamiento de la quitina
y, asimismo, la produccion de su biopolimero derivado conocido como quitosana o quitosano[3],
[4]. Este polimero, es la forma desacetilada de la quitina y tiene multiples aplicaciones gracias a
las modificaciones que se le pueden realizar debido a la abundante presencia de grupos amino e
hidroxilo en su cadena polimérica principal. Desde la produccion biofiltros de lecho fijo para la
remocion de pigmentos en aguas residuales [5]-[6] hasta aplicaciones en biofarmacéutica [7],
biomedicina [8] e ingenieria de tejidos [9], las propiedades fisicoquimicas de biocompatibilidad,
antihemorragicas y antimicrobianas del quitosano lo convierten en un material versatil de gran
interés para muchas industrias [10].
La quitina puede encontrarse en las escamas de la Tilapia roja (Oreochromis Spp), un pez hibrido
resultado del cruce entre especies de origen africano e israeli [11]. Posee escamas tipo ctenoides
compuestas mayoritariamente por minerales, proteinas, y carbohidratos, aunque también contienen
otras sustancias en pequefias cantidades [12]-[13]. Estudios han revelado que luego de procesos
de limpieza y eviscerado de peces se desecha la piel, espinas y escamas, lo que significa una
pérdida total de 16% del peso total del pez [14].
Durante el primer trimestre de 2020, el Ministerio de Agricultura de Colombia, emitio el informe
de cifras e indicadores del sector acuicola para el afio 2019. Alli, se reporta un aumento del 213%
en la produccion nacional de tilapia, trucha, cachama, camardn y otras especies, pasando de 80,255
a 171,026 toneladas respecto al 2010 [15].
La Tilapia constituye el 58% de la produccion anual de peces en Colombia, y durante el 2019 sélo
en Cundinamarca se produjeron alrededor de 3,238 toneladas de esta especie [15], que, en su
mayoria, se comercializan como filetes sin espinas, escamas ni visceras. Residuos como la piel, se
suelen vender a distintos sectores industriales para la produccion de harinas de pescado, compost
y/o extraccion de productos de interés como el colageno [12]-[13], no obstante, no se les ha dado

mayor aprovechamiento a las escamas.
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Por lo anterior, se realiza una revision bibliografica con el fin de identificar un sector industrial en
el cual Colombia invierta altas sumas de dinero y de esta manera proponer una alternativa de
aprovechamiento de escamas en este sector. Con respecto al 2020, Colombia gast6 65.9 millones
de dolares en importaciones de articulos y bienes de papel y cartdn [16], es por esto por lo que se
plantea la posibilidad de producir un nuevo articulo de papel cuyas caracteristicas permitan su
aplicacion en distintos campos y profesiones, sugiriendo el aprovechamiento de residuos como
potencial materia prima en la fabricacion de papel.

Para ello, se identificaron dos métodos de aislamiento para la quitina por via bioldgico-
fermentativa o quimica, de los cuales se selecciono esta ultima la cual consiste en la desacetilacién
termo-alcalina ya que es el método con mejores rendimientos de quitosano obtenido segun lo
reportado en la literatura.

La etapa de acondicionamiento de la materia prima consistié en el lavado, filtrado y secado para
remover el mal olor y material distinto a las escamas como algunas espinas y otros elementos que
contaminaban la muestra. Seguido por operaciones de molienda y tamizado para la reduccion del
tamafio de las escamas y definiendo las condiciones clave para la extraccion de quitina por
desacetilacién en medio alcalino, se procede con el aislamiento de las proteinas, minerales de
calcio y quitina contenidas en la muestra de escamas. Luego de pruebas de solubilidad,
determinacion del grado de desacetilaciobn mediante reaccion de color y analisis FTIR, se
compararon los resultados del quitosano obtenido con los reportados por la literatura y finalmente,
se prepararon las matrices a base de celulosa y quitosano en diferentes proporciones para producir

cuatro muestras distintas de papel.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Proponer una alternativa para el aprovechamiento de las escamas de pescado desechadas en la

plaza de mercado Las Ferias en Bogota, para la produccion de papel de quitosano mediante

desacetilacion de quitina en medio alcalino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la equivalencia estequiométrica de acido-minerales y base- proteinas necesarios
para los procesos de desmineralizacion y desproteinizacion.

e Implementar dos procedimientos experimentales reportados en la bibliografia para la
extraccién de quitosano.

e Producir papel de quitosano a nivel laboratorio siguiendo el procedimiento experimental con

mejores resultados.
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JUSTIFICACION

La propuesta de producir papel reciclado con escamas de Tilapia rojay gris constituye un proyecto
orientado hacia la sostenibilidad ambiental y el aprovechamiento de residuos agroindustriales,
pues propone la transformacion de un desecho natural de la industria pesquera a la elaboracion de
nuevos materiales y/o productos terminados Utiles y complementarios a los que se comercializan
normalmente.

Haciendo uso de nuevas materias primas y con el objeto de presentar una alternativa poco
explorada en Colombia en términos de produccién sustentable de papel reciclado de fuentes
distintas a la celulosa y cafia de azucar, este proyecto podria significar a futuro la fundacion de
grupos estratégicos y nuevas relaciones sociales entre sectores industriales que puedan
reincorporar e integrar subproductos a sus lineas de produccion o gestionar nuevos proyectos en
el contexto de la eco-innovacion.

Teniendo en cuenta los grandes volimenes de residuos de escamas generados, se ve la oportunidad
para el ingeniero quimico cuyo conocimiento y habilidades en areas como innovacion y desarrollo,
bioguimica basica, quimica organica e inorganica, le permite reutilizar residuos agroindustriales
para extraer componentes de interés y hacerlo parte de procesos productivos como la fabricacion
de papel reciclado como producto complementario al papel reciclado de 100% celulosa.

Es posible explorar nuevos campos de accion en la industria colombiana de pulpa, papel y carton,
donde el ingeniero quimico debe ser capaz de proponer alternativas que puedan darles valor
agregado a residuos bioldgicos, con el fin de convertirlas en un material ambientalmente util y de
alto valor agregado en procesos productivos sostenibles.

De este modo se pretende iniciar una propuesta que a largo plazo logre satisfacer, principalmente,
parte del mercado nacional de articulos de papel haciendo uso de métodos de bajo requerimiento
energético e implementando desechos naturales como escamas de Tilapia roja y gris como

potencial fuente natural de biopolimeros, asi como también de proteinas y minerales.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En Bogota se comercializa a diario un gran volumen de productos pesqueros. En marzo de 2010
la Unidad Administrativa Especial de Servicios Publicos de Bogota (UAESP) publico el informe
“Programa para la Gestion de Residuos Sélidos Orgénicos en Bogota” en el cual se menciona
entre otras cosas, que la plaza de mercado privada Las Ferias, dedicada a la comercializacion de
todo tipo de frutas, verduras, legumbres, flores y carnes, genera alrededor de 5,765.9 kg mensuales
de residuos carnicos no aprovechables como: escamas, orejas y pezufias, procedentes de procesos
de acondicionamiento de productos cérnicos [17]. No obstante, desde esa fecha no se registran
datos precisos del porcentaje real que constituyen desechos como las escamas dentro de la cifra
publicada en 2010.
De la literatura se conoce que los residuos generados en el acondicionamiento de un pez, entre
50% y 70% del peso inicial del pescado es desechado. De este valor, alrededor del 30% lo
constituyen la piel, visceras y espinas, mientras que alrededor del 5% de estos desperdicios
corresponden a las escamas [18], las cuales presentan un alto contenido de proteinas, minerales y
carbohidratos.
El aumento en la produccién, consumo y exportacion de productos marinos a nivel mundial,
especialmente pescado y mariscos ha provocado que se incremente el volumen de bio residuos
como exoesqueletos, escamas, visceras, piel y espinas que resultan de procesos de
acondicionamiento de los productos marinos, lo que ha generado un enorme impacto en el medio
ambiente, puesto que, hasta hace algunas décadas no se habia pensado en la valorizacién de estos
residuos y su posible participacién en procesos productivos industriales. Sin embargo, en los
altimos afos, estudiantes y académicos de todo el mundo, han desarrollado ingeniosas aplicaciones
para utilizar escamas en cadenas productivas o para extraer de ellas sustancias de alto valor
comercial como el colageno.
En basqueda de incorporar las escamas de pescado como un subproducto y no como un desecho
generado de la cadena productiva de comercializacion de carnes, se plantea ve la posibilidad de

producir papel reciclado de quitosano a partir de las escamas de pescado.
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1.1. Antecedentes

1.1.1. Residuos solidos

La UAESP define residuo sélido como “cualquier objeto, material, sustancia o elemento sélido
que se abandona, bota o rechaza, después de haber sido consumido o usado en actividades
domésticas, industriales, comerciales, institucionales, de servicios e instituciones de salud y que
es susceptible de aprovechamiento o transformacion en un nuevo bien, con valor econémico de
disposicion final” [19].

Como se expresa en el parrafo anterior, el origen de los residuos solidos es amplio y esto permite
su clasificacion. En adicion, también es posible agruparlos segin propiedades fisicoquimicas
como: toxicidad, inflamabilidad, explosividad, volatilidad entre otros.

Los residuos sélidos que actualmente son implementados en el sector industrial son: la piel, huesos
y sebos, de los cuales se producen porcelanas, espumas para extintores de incendios, pieles,
gelatinas, productos para mascotas, mangos de cuchillos e incluso aislantes eléctricos [20].

Sin embargo, el marco conceptual para este trabajo estara orientado hacia los residuos organicos
carnicos no aprovechables, definidos como “cualquier material o sustancia s6lida o semisélida de
origen organico e inorganico, putrescible o no, proveniente de actividades domésticas, industriales,
comerciales, institucionales, de servicios, que no ofrece ninguna posibilidad de aprovechamiento,
reutilizacion o reincorporacién en un proceso productivo. Son residuos sélidos que no tienen
ningun valor comercial, requieren tratamiento y disposicion final y por lo tanto generan costos de
disposicion” [21].

Dentro del documento emitido por la UAESP de gestidn de residuos sélidos organicos en Bogota,
se mencionan principalmente orejas, pezufias y escamas de pescado, estas Ultimas de principal
interés para el desarrollo de esta propuesta.

1.1.2. Escamas de pescado y eco-innovacion

1.1.2.a. Definicién y composicion quimica. Las escamas son huesos tegumentarios en laminas
duras, mas o menos flexibles, de origen dérmico incluidas en la bolsa epidérmica de tejido
conjuntivo fibrilar, que componen el exoesqueleto de los peces primitivos Ostracodermos y
Placodermos [5]. Segun J. Gomez y M.J. Benitez [22], la composicion general de una escama de
Tilapia es la siguiente: proteinas de tipo Colageno I, minerales de calcio y una gran cantidad de
agua. Ademas, poseen compuestos como carbohidratos, pigmentos y lipidos que se encuentran en

menor cantidad y en rangos variables dependiendo de las condiciones externas y factores asociados
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con el metabolismo y desarrollo de cada pez.
Por su parte J. Quintero y J. Zapata [13], al determinar la composicion proximal de escamas
provenientes de la especie tilapia roja (Oreochromis spp), encontraron un alto contenido proteico
y mineral. De igual manera, los resultados de composicion proximal de las escamas de Tilapia del
Nilo obtenidos por L. Alcalde y G. Fonseca [23], confirmaron un elevado contenido proteico. Si
bien es cierto que la composicion entre una especie y otra varia dependiendo a su alimentacion,
clima, sexo, edad y localizacion entre otros factores, los resultados de ambos analisis arrojaron

valores cercanos entre si, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1.
Composicion proximal escamas de tilapia
Parémetros Escamas de Tilapia del Nilo Escamas de Tilapia roja
(Oreochromis niloticus) (Oreochromis spp)
% Humedad 13.08 15.18
% Cenizas 36.06 32.08
% Proteina 54.97 67.96
% Carbohidratos 9.21 -

Nota. Datos de composicién proximal para dos especies de Tilapia. Tomado de: L. Boarin Alcalde y G.
Graciano-Fonseca, “Proceso alcalino para la extraccion de quitina y produccion de quitosano a partir de
escamas de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus),” 2016 [PDF]; J. Quintero y J. E. Zapata, “Optimizacion
de la Extraccion del Coléageno Soluble en Acido de Subproductos de Tilapia Roja (Oreochromis spp)

mediante un Disefio de Superficie de Respuesta,” 2017. [PDF]

1.1.2.b. Tipos de escamas. El desarrollo de las escamas de los peces depende de los genes, uno de
ellos es el gen Sonic Hedgehog, el cual mediante la proteina (shh) de ligando involucrada en los
procesos de comunicacion celular permite el desarrollo de estas laminas tegumentarias [24]. La
mayoria de los peces 0seos poseen escamas, pero estas varian en tamafo, forma, estructura,
composicidn y extension, y es por este motivo que la morfologia de las escamas puede ser utilizada

para realizar la identificacion de especies de peces [23].
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Figura 1.
Tipos de escamas de pescado

(a) (b) () (d)

Nota. Cuatro tipos de escamas de pescado. (a) Placoides, (b) ganoides, (c)

Cicloides y (d) Ctenoides. Tomado de: Universidad de Hawai en Manoa, Living

Ocean, CRDG. [En linea]. Disponible:
https://manoa.hawaii.edu/exploringourfluidearth/media colorbox/3903/media
original/en
e Placoides

Conocidas como denticulos dérmicos, estas escamas se pueden encontrar en peces cartilaginosos
como tiburones y mantarrayas. En cuanto a su estructura, son parecidas a los dientes de los
vertebrados pues tienen una pulpa dentaria central con vasos sanguineos, rodeada por una capa
cdnica de dentina, que se encuentra en la parte superior de una placa basal rectangular que descansa

en la dermis [13].

“La capa mas externa esta compuesta por vitrodernia, una sustancia inorganica en gran medida
similar al del esmalte dental. Las escamas placoideas no pueden crecer en tamafio, sino que se van

afiadiendo a medida que aumenta el tamafio del pez” [25].
e Cosmoides

Este tipo de escamas se pueden encontrar en peces de aletas carnosas o de aletas lobuladas,
Ilamados sarcopterigios. Estdn compuestas de una capa de denso hueso laminar llamado isopedina,
sobre la que se dispone una capa de hueso esponjoso con vasos sanguineos. Las capas de hueso
estan cubiertas por una sustancia similar a la dentina llamada cosmina y un recubrimiento

superficial exterior de vitrodentina [12]-[26].
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e Ganoideas

Estas se pueden encontrar en los esturiones, peces espatula, pejes lagartos, amias calva y bichires.
Las escamas ganoideas se derivan de escamas cosmoides y varian en que las escamas ganoideas

presentan una capa de dentina y una sal inorganica Illamada ganonina [12].
e Cicloides y ctenoides

Las escamas cicloides y ctenoides se encuentran en los teledsteos, derivado de los peces con
espinas Oseas en sus aletas. Las escamas cicloides tienen bordes lisos, mientras que las escamas
ctenoides tienen dientes diminutos en el borde posterior llamados ctenii, lo que les da una textura
aspera, en forma de peine. Estas escamas casi no contienen hueso, estan compuestas de una capa
superficial que contiene carbonato de calcio y una capa mas profunda, compuesta en su mayoria

de colageno.
A su vez, las escamas ctenoides pueden subdividirse en tres tipos:

e Escamas crenadas, donde el margen de la escama tiene muescas y proyecciones.
e Escamas espinoides, donde la escama tiene espinas que se contintan con la misma escama.

e Escamas ctenoides "verdaderas”, donde las espinas en la escama son estructuras diferentes.

Las escamas cicloides y ctenoides se superponen, haciéndolas mas flexibles que las escamas
cosmoides y ganoides. Crecen en tamafio a través de adiciones al margen creando bandas de
crecimiento estacional desigual llamados annuli [12].

1.1.3. Celulosa, Quitina y Quitosano

1.1.3.a. Definicion y estructura quimica. La celulosa es el homopolisacérido lineal que forma la
mayor parte de la biomasa terrestre, compuesto por moléculas de $-D-glucosa mediante enlaces
o-glucosidicos (figura 2(a)), es un polisacarido estructural que forma parte esencial de los tejidos
que les dan sostén a las plantas. Es insoluble en agua debido a su estructura fibrosa en la que se
presentan puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilos de cadenas yuxtapuestas de glucosa de
la cadena. Su uso principal es como materia prima para la elaboracion de papel y cartones, pero
también se utilizada para obtener fibras, derivados de acetato y nitrato de celulosa: principios
activos de la podlvora, vidrios parabrisas de carros y peliculas fotograficas [27].
Por su parte, la quitina es un biopolimero lineal formado por unidades repetitivas de 3-N-acetil-D-

glucosamina unidas por enlaces glucosidicos y hace parte de los amino polisacaridos naturales (ver
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figura 2b) [28]-[29]. Dentro de las propiedades quimicas mencionadas en la literatura [14], se
reporta que la quitina es una estructura rigida, que presenta una baja reactividad y alta insolubilidad
en agua debido a los puentes de hidrdgeno inter e intramoleculares que se forman en la molécula,
en consecuencia su uso en diversas aplicaciones es limitado, aunque esta se vuelve soluble en
acidos inorganicos diluidos cuando el grupo acetilamino pierde su radical acetilo, esto sucede
cuando se transforma en su copolimero derivado, el quitosano [9]. Otras propiedades relevantes
de este biopolimero son su alto peso molecular y su estructura porosa que favorece una elevada

absorcion de agua [30].

El quitosano es un copolimero de la forma parcial N-desacetilada de la quitina (figura 2(c)) que se
obtiene al sustituir los grupos acetamido por grupos amino, la tratar la quitina con alcalis fuertes.
Se caracteriza por ser un compuesto de baja toxicidad y cuya cadena polimérica presenta menos
unidades de glucosamina en comparacion con la quitina, pero posee mejores propiedades de
reactividad y solubilidad [14]-[29].

Este biopolimero funcional es uno de los pocos polisacéridos catidnicos de la naturaleza y gracias
al valor de pKa que ronda los 6.5 de los grupos amino que lo conforman, posee una carga positiva
ligera que le permite solubilizarse en medios acidos con pH menor a 6.5 o en soluciones neutras
dependiendo del valor de desacetilacion. Se ha descrito como un polimero biodegradable, no
toxico de alto peso molecular, biocompatible, semipermeable y con altas propiedades
antimicrobianas y filmogeénicas, de facil aplicacion y ambientalmente amigable [9]-[14].

Como se observa en la figura 2, la estructura de la celulosa y el quitosano es similar, aunque la
presencia de grupos amina e hidroxilos en la cadena principal del quitosano le permite realizar
ciertas modificaciones en su estructura, a diferencia de la celulosa [14]. Esto resulta conveniente
para el desarrollo del proyecto ya que la celulosa como material principal en produccién de papel
y cartones puede ser utilizada como matriz fibrilar para el quitosano en la creacion de un nuevo
papel que comparta las caracteristicas de ambos materiales, lo que es posible mediante la
protonacion de las aminas de la cadena de quitosano para estabilizar los grupos funcionales

negativos de la celulosa, brindandole mayor estabilidad, rigidez y dureza al papel [31].
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Figura 2.

Estructura quimica celulosa, quitina y quitosano
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Nota. Estructura quimica. (a) Celulosa, (b) quitina y (c)
guitosano. Tomado de: International Journal of Polymeric
Materials and Polymeric Biomaterials, A Review on the
Potential Use of Chitosan-Based Delivery System in Mild Facial
Cleansing Formulation, 2015. [PDF]

1.1.3.b. Aplicaciones del quitosano. Las aplicaciones de quitosano varian segin sus propiedades
fisicoquimicas, su actividad antimicrobiana, su biocompatibilidad y su degradabilidad.
Especificamente y debido al grado de pureza, grado de desacetilacion y peso molecular, lo
convierten en el proximo biomaterial de mayor interés para las industrias.

Actualmente, se comercializan productos de quitosano de alta pureza en aplicaciones médicas
como implantes quirurgicos, recubrimientos de heridas, pieles artificiales, liberacién controlada
de medicinas, asimismo para suplementos dietéticos y cremas medicinales.

En un rango de pureza menor, se usa en industrias de cuidado e higiene personal para la fabricacion

de jabones, shampoos, lociones para la piel y acondicionadores para el cabello.
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Ademas, en la industria de alimentos se han desarrollado biopeliculas como recubrimiento
alimentario y comida para animales.

Con los rangos de pureza mas bajos, este material es utilizado para la fabricacion de insecticidas,
en recubrimientos textiles, agente de floculacién y tratamiento de aguas, incluso para la remocion
de metales pesados y mejoramiento de suelos, como aditivo en la industria de papel y como
fertilizante en industrias agricolas [2].

1.1.3.c. Métodos para la obtencion de quitosano. Actualmente existen dos métodos para la
extraccion de quitina y produccion quitosano que son: el método quimico de desacetilacion en
medio alcalino y el método enzimatico que, a su vez, integra tratamientos fermentativos. Ambos
procesos involucran la misma cantidad de etapas reactivas: desproteinizacion, desmineralizacion,
desacetilacién y adicionalmente, es necesaria una etapa de acondicionamiento de la materia prima

para cualquier método que se seleccionado.

Pero son el agente y el medio en el cual se produce la desacetilacion los factores diferenciadores,
pues en el método quimico se procura un medio alcalino con el uso de una base fuerte, mientras
que, para los procesos enzimaticos, es necesaria una bacteria que garantice la fermentacién acido-
lactica del material o en su defecto, un microorganismo gque pueda producir enzimas proteoliticas

que realicen la ruta fermentativa correspondiente [3].

1.1.3.c.i. Acondicionamiento de la materia prima. Como se hizo mencion en el parrafo anterior,
existe una etapa previa al proceso reactivo que es el acondicionamiento de la materia prima. La
temperatura y tiempo de secado son intrinsecas de la materia prima y varian segun el contenido de
humedad, no obstante, puede hacerse un lavado con agua potable y posteriormente, un proceso de
secado que puede realizarse a temperatura ambiente (23-25°C) por varios dias, o si se prefiere en
horno o estufa entre 40°C-80°C por alrededor de 2-12 horas [12,30,32]. Existe también una etapa
de despigmentacidn, que consiste en la remocién de pigmentos como astaxantinas, cantaxantinas,
luteina y/o p—carotenos con un disolvente que tenga afinidad con estos compuestos y que no
despolimerice o desnaturalice la estructura [33]-[7]. Segun la literatura es comun el uso de etanol
0 metanol [31], cloroformo o acetona [34] e incluso, una mezcla de disolventes [35] para este
proceso, pero la seleccion del solvente depende directamente de las consideraciones en los criterios
de seleccion del experimentador como por ejemplo: toxicidad, tiempo de exposicion, afinidad con

los pigmentos y posibles procesos de recuperacion posteriores del solvente.
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1.1.3.c.ii. Método quimico. EI método quimico se lleva a cabo con el uso de alcalis fuertes y consta
de tres etapas reactivas principales que son: desproteinizacion, desmineralizacion y desacetilacion.
Pero existen etapas intermedias que pueden realizarse a eleccion del experimentador, estas son
procesos de purificacion [23]-[28].

La desproteinizacion consiste en la hidrolisis de las proteinas que conformen la materia prima,
sometiéndose a disoluciones acuosas alcalinas en concentraciones entre el 1% al 10%, a
temperaturas entre los 65°C a 100°C y con un tiempo de reaccion de entre 0.5 h a 72 h segun lo
requiera el proceso. Posteriormente, se recomienda neutralizar el material con la intension de
precipitar las proteinas. Algunos de los alcalis mas empleados son: NaOH, Na.COs, NaHCO:s,
KOH, K>COs, Ca(OH)2, Na2SOs, NaHSOs, NasPO.4 o NaxS [29].

Luego de esta primera etapa, se da la reaccion de desmineralizacion, durante la cual se remueven
minerales como el carbonato de calcio, carbonato de sodio y/o fosfatos que constituyen la materia
prima. En este proceso se presenta efervescencia por la liberacion de CO. como consecuencia de
la precipitacion de los minerales en sales de calcio solubles en agua, como se muestra en la
ecuacion 1. Este proceso se hace en medio &cido usando soluciones acuosas de acidos como: HCI,
HNOs, HCOOH, H2.SO. y CHsCOOH, a temperatura ambiente y usualmente en concentraciones
no mayores al 10% [29].

Ecuacién 1.

Reaccién de desmineralizacion de carbonato de calcio con &cido clorhidrico

CaCOs + 2HCl — CaCl, + H,0 + CO, 1

Finalmente, la Gltima etapa es la reaccién de desacetilacion, la etapa clave para la formacion del
quitosano. La reaccién de desacetilacion, consiste en la hidrdlisis de los grupos acetamido que se
encuentran en el carbono C-2 de la quitina como se muestra en la figura 2 (b) donde se enmarca
de color azul el grupo funcional acetamido unido al carbono 2 en la estructura del polimero.

Esta desacetilacion se realiza en medio alcalino y las concentraciones del reactivo dependen del
tipo de proceso: homogéneo 0 heterogéneo [29].
En el caso de la desacetilacion heterogénea, la concentracion de alcali es alta y ronda entre 40%-
60%, a temperaturas sobre los 100°C y en presencia de agentes reductores que eviten la

despolimerizacion del quitosano, como por ejemplo el argon atmosfeérico, tiofenol o borohidruro
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de sodio (NaBHa4) y/o el sulfito de sodio (Na.SOs) [36]-[37]. Por otra parte, la desacetilacion
homogénea se lleva a cabo con concentraciones moderadas de alcali (alrededor del 30%), a

temperaturas entre 25-40°C y por tiempos de exposicion entre 12 a 24 horas [38].

Ecuacion 2.

Reaccion de desacetilacion termo alcalina de quitina

H O CH
N~/ + NaOH (ac) ——» NH; Ny CH,co0Na

b HO b
Una anotacion importante es que en compafiias donde la obtencion de quitosano se realiza a gran
escala y con alto grado de pureza y desacetilacion, es necesario implementar una etapa adicional
a la desacetilacion denominada etapa de purificacion.

En publicaciones académicas no se suele desarrollar una etapa de purificacion ya que son procesos
que requieren activos financieros elevados pues involucran reactivos costosos 0 membranas de
filtracion [39] con especificaciones detalladas que permiten aislar el producto de mayor calidad
apto para uso farmacéutico, alimenticio y/o biomédico.

1.1.3.c.iii. Método enzimatico. Esta metodologia es desarrollada bajo el concepto de “Quimica
verde”, el cual estd orientado a proponer alternativas amigables con el medio ambiente integrando
procesos quimicos y bioldgicos en el mismo sistema.

En estos procedimientos la extraccion de quitosano también consta de un proceso de
acondicionamiento, el cual ya ha sido descrito anteriormente y la desproteinizacion,
desmineralizacion y despigmentacion pueden llevarse a cabo usando extractos de enzimas,
enzimas aisladas o fermentaciones bioldgicas (bacterias 0 hongos).

En cuanto a la desproteinizacion, esta puede realizarse por métodos enzimaticos o fermentativos,
ya sea por parte de los microorganismos o la aplicacion directa de enzimas proteasas, se obtiene
como resultado proteinas hidrolizadas.

No obstante, la eficiencia del proceso varia de un organismo a otro o de una enzima a otra. El uso
de microorganismos da pie a la produccion de &cidos organicos que reaccionan con los minerales
presentes en la materia prima y permiten su precipitacion como sales hidrosolubles que luego de

procesos de lavado y/o filtrado son removidas. Segun la literatura, la lacto bacteria es el
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microorganismo mas utilizado en procesos de desmineralizacion por su eficiencia [36] pues en su
actividad microbiana produce acido lactico, el encargado de precipitar los minerales. Finalmente,
la remocidn de pigmentos como: astaxantinas y cantaxantinas también puede realizarse mediante
actividad enzimatica [3].
1.1.4. Economia circular e innovacion ecoldgica
La economia circular en la actualidad se define como la estrategia de produccién, consumo y
gestion de residuos que permite a largo plazo la sostenibilidad ambiental, de recursos y de costos
para cualquier compafiia en el mundo. Este modelo procura principalmente compartir, reutilizar,
reparar, renovar y también reciclar materiales y productos existentes siempre y cuando sea posible
procurarle un valor afiadido.
Son siete los principios que constituyen la economia circular:

Desincentivar la generacion de residuos.

Crear estimulos econdmicos para que los materiales mantengan su valor.

Propiciar la recirculacion de materiales a través del retso y el reciclaje.

1

2

3

4. Reducir la extraccion y uso de materiales virgenes.

5. Aumentar el aprovechamiento de las capacidades energéticas de los residuos.

6. Evitar que los residuos impacten negativamente la salud humana y el medio ambiente.

7. Contribuir al uso sostenible de los recursos materiales utilizados en la produccion.

En otras palabras, este sistema busca reducir el impacto de la sobreexplotacion de los recursos
naturales finitos a través de la reduccién del consumo y desperdicio de materias primas, agua y
fuentes de energia proponiendo como alternativa el aprovechamiento de los residuos en nuevos
ciclos productivos o el regreso de estos a las cadenas productivas de donde fueron fabricados en
un primer momento. Es asi como se genera un proceso ciclico que desplaza el modelo econémico
actual de extraer, consumir, generar residuos y desechar.

De la mano con lo que se expresa en el parrafo anterior, la economia circular se extiende
directamente hacia el campo de la ingenieria de procesos, de alli se establecen los doce principios
de la ingenieria verde. Estos invitan a todos los ingenieros y demas profesionales que participan
de manera directa o indirecta de cadenas productivas, a esforzarse por disefiar procesos que, en
primera instancia, maximicen la eficiencia en el uso de la materia prima y minimicen el consumo
de energia y materiales. Pero, adicionalmente promueve el disefio de procesos, productos y

sistemas orientados hacia la produccion bajo demanda mas que hacia el agotamiento de las
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materias primas e igualmente, sea posible reutilizar componentes tras el final de la vida util del
producto.

Es por esto por lo que productores, intermediarios e incluso los mismos consumidores se han
puesto en la tarea de idear nuevas estrategias y herramientas que permitan reducir el impacto
ambiental que producen toda clase de articulos cuando su vida Util finaliza, motivo por el cual bajo
el concepto de “ecodisefo” se busca reducir costos de produccion, optimizar la calidad y vida util
de los productos, seleccionar recursos mas sostenibles o con menor consumo energético,
implementar energias mas limpias y minimizar los costos de gestion de los restudios y desechos.
Al mismo tiempo se busca hacer frente a la normativa ambiental y atender a las peticiones de los
consumidores que en la actualidad se inclinan por adquirir productos ambientalmente amigables,
provenientes de procesos sostenibles y libres de crueldad animal.

A raiz de esto, en varios paises alrededor el mundo se han elaborado novedosos materiales y
productos cuya materia prima se ha obtenido de residuos agroindustriales mayoritariamente. Por
ejemplo, en América Latina a partir de fibras y desechos de productos pesqueros, especificamente
con escamas, se han ideado proyectos que en la actualidad han sido tan novedosos y Ilamativos
que ingenieros de distintas &reas se han dado a la terea de escalar estos proyectos que iniciaron de
manera artesanal o quiza en un pequefio laboratorio, y lo han llevado a nivel industrial.

Gracias a esto, se ha podido acceder a productos alternativos, amigables con el medio ambiente e
igual de dtiles para la industria y para los consumidores como alternativa al uso de materiales
plasticos en la industria del empaque de productos no alimenticios, etiquetas de ropa, asi como en
la produccion de nuevos articulos de papeleria cuyas aplicaciones van desde areas como el disefio,
las artes plasticas hasta el disefio arquitectonico a pequefia escala [40].

En 2011, un estudiante en el Reino Unido desarroll6 varios articulos de escamas de pescado de
manera artesanal y utilizando Unicamente calor y presién, sin embargo, se desconocen muchos
detalles sobre como se realiz6 este increible proyecto, lo que si se conoce es que algunos de los
objetos construidos son vasos y gafas para nadar, aunque también usé las escamas como
incrustaciones en muebles [38].

Un estudio en India revel? la elaboracion exitosa de un composito de resina con escamas del pez
Labeo rohita, las cuales fueron trituradas y utilizadas como fase de refuerzo de una resina epoxica
[41]. Este material present0 caracteristicas favorables como un bajo indice de porosidad, mejora

en la micro dureza y la ligera disminucion a la tension y flexion si se le comparara con la resina
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libre de escamas. Asi mismo, se experimenté el desarrollo de laminas biodegradables usando la
fibra organica de las escamas como matriz de la resina, proyecto que dejé a discusion el potencial
de este composito para su implementacion en ingenieria ya que sus propiedades pueden ser
explotadas potencialmente y esto le permite tener una alta variedad de aplicaciones en distintas
industrias.

De manera similar, pero con otro origen de la materia prima, la ingenieria tisular ha puesto sus
ojos en el desarrollo de matrices sintéticas compuestas de quitosano proveniente de la pluma de
calamar con fines biomédicos, entre ellos estd la regeneracion de tejido 6seo dafiado por
enfermedades degenerativas como la osteoporosis, osteonecrosis o por tumores 0seos.

La basqueda de nuevos materiales en el campo de la ingenieria de tejidos permitio el desarrollo de
sustancias poliméricas de origen natural, cuyas caracteristicas y propiedades favorezcan la
adhesion, proliferacién y biocompatibilidad del quitosano. Un grupo de investigadores, resaltan
en su trabajo que los resultados obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica y biologica de lo que
ellos denominan “scaffolds” de quitosano-PCL, sugieren un enorme potencial para ser adicionados
con dosis de alendronato para su aplicacion en la ingenieria de tejido dseo [46]. Estas novedosas e
ingeniosas aplicaciones del quitosano en el desarrollo de nuevas aplicaciones interdisciplinarias
empiezan a llamar especial atencion para quienes desean investigar, desarrollar y descubrir el
potencial de productos terminados con propiedades asombrosas provenientes de buenas estrategias
de aprovechamiento de residuos no aprovechados.

Los ejemplos citados en esta seccion son una pequefia muestra de los avances en ingenieria en
campos como la investigacién y desarrollo de nuevos materiales, productos y proyectos
ambientalmente sostenibles que le den un valor agregado y un correcto aprovechamiento a residuos
de las industrias piscicolas, particularmente para este proyecto, las escamas de pescado, que en el
pasado se consideraron “residuos” pero que en la actualidad ya hacen parte de nuevos materiales
para la innovacion tecnoldgica en una amplia variedad de procesos industriales.

Es necesario destacar que en la literatura existe un sin fin de documentos, proyectos y avances en
aplicaciones de otros residuos que estan siendo aprovechados industrial y/o artesanalmente
muchos paises alrededor del mundo, que han encontrado en los desechos una fuente potencial de
generacién de nuevas materias primas que podran ser aplicadas en novedosos procesos de
produccién de cualquier indole o que dan pie a la integracion de estos a procesos de fabricacion

ya existentes.
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2. METODOLOGIA
2.1. Estrategia de trabajo: Primer objetivo especifico
2.1.1. Recoleccién y acondicionamiento de la materia prima
El primer objetivo especifico esta orientado a caracterizar la materia prima (escamas de pescado)
mediante un analisis de composicion proximal, y para dar cumplimiento a este, los propietarios de
las tres pescaderias seleccionadas de la plaza recolectaron las escamas de Tilapia roja y gris en
bolsas plésticas durante aproximadamente 3 semanas.
Luego, fueron recogidas y almacenadas dentro de un refrigerador doméstico marca Haceb a una
temperatura aproximada de -4°C, mientras se pact6 la fecha y hora de entrega de la muestra al
laboratorio que se encarga de realizar las prueba, se realiz6 un lavado a temperatura ambiente e
inicialmente, se sumergié la muestra de escamas en un recipiente plastico, el cual se llené de agua
potable y mediante una separaciéon manual se removid la mayor parte de impurezas como piel,
espinas y otros residuos que las acompafian.
Finalmente, la muestra fue secada a temperatura ambiente durante dos dias, registré un peso de
600 g, fue envasada y rotulada segun el nimero de muestra asignado.
2.1.2. Determinacion de la composicion proximal
La muestra de escamas de Tilapia roja y gris se envio a analisis proximal de consumo humano
completo a los laboratorios de la empresa Enzipan S.A, donde se van a extraer con mayor interés
los valores de proteinas, calcio y cenizas para el desarrollo del presente trabajo. Los demas analisis
que hacen parte del andlisis proximal completo son parte de la metodologia de célculo del
laboratorio para determinar los valores de mayor relevancia ya mencionados.

En latabla 2, se especifican los analisis y métodos empleados para la caracterizacion de la muestra.
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Tabla 2.

Anélisis y métodos de caracterizacion proximal de la muestra

Andlisis Método
Calcio UNE-EN 15505 (Digestion microondas- AA llama)
Carbonhidratos totales NTC 512-2
Cenizas AACC 08-01
Grasa NTC 6240
Humedad Gravimetria
Proteinas Kjeldahl ISO 1871

Nota. Los andlisis implementados para la determinacion de la composicion proximal de la muestra de
Tilapia gris y roja fueron propuestas por los analistas de la empresa contratada y siguen las metodologias

reportadas en los métodos de la tabla.

2.1.3 Revision bibliogréafica y especificaciones técnicas

Se realiza la revision bibliografica para la seleccion de las dos metodologias con las cuales se
orientardn los parametros, condiciones y etapas reactivas que hacen parte del objetivo especifico
2. Los criterios de seleccidn de las metodologias obedecian a una fuente de materia prima similar,
que para este proyecto hace referencia a escamas de pescado. También se tuvo en cuenta que
ambos procedimientos se tratasen de obtencién de quitosano a mediante ruta quimica de
desacetilacién en medio alcalino, asi mismo, se prefirié elegir documentos con una clara
descripcion de la metodologia y cuya fecha de publicacion fuer reciente, concretamente no mayor
a cinco afios de antigliedad. Teniendo en cuenta estos criterios, se considera que metodologias
descritas por Tri-Putri D., et al [42] para la obtencién de quitosano a partir de las escamas del pez
Channa striata y, la especificada por E. Gokulalakshmi [45] con la cual se extrajo quitosano de
las escamas del pez Clarias gariepinus, son procedimientos concretos y conscisos con la
informacidn necesaria y condiciones de operacion replicables para la extraccion de quitosano de
las escamas de Tilapia.

A continuacion, se recopilan las condiciones para la extraccion de quitosano segun los dos

procedimientos metodoldgicos de la literatura:
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Tabla 3.

Metodologias seleccionadas para la etapa experimental

Etapas

Metodologia 1 (M\)

Metodologia 2 (M2)

Acondicionamiento

Lavar continuamente la muestra con agua

potable, secar al ambiente vy
posteriormente reducir el tamafio de
particula hasta alcanzar un polvo fino de

50 mesh.

Recolectar, acondicionar y secar a 50°C la
muestra de escamas en un horno de secado

por 24 horas.

Desproteinizacion

Sumergir la muestra en NaOH (en
concentracion 4% m/v) hasta ebullicién
por 1 hora en una relacion 1:1 m/v.
Lavado con agua destilada hasta pH

neutro y secado por 24 horas a 50°C.

Sumergir la muestra en NaOH (en
concentracion 2-4% m/v) y calentar hasta
ebullicion. Luego dejar enfriar por 30

minutos.

Desmineralizacion

Sumergir la muestra desproteinizada en
HCl (en concentracion 1M) en una
relacion con la muestra de 1:5 m/v, bajo

agitacion por 24 horas a 30°C.

Sumergir la muestra desproteinizada en

acido clorhidrico (al 1%) por 24 horas.

Desacetilacion

Sumergir la muestra en NaOH (en
concentracion 50% m/v), aumentar la
temperatura hasta alcanzar 100°C vy
contabilizar 2 horas. Filtrar la muestra
resultante y lavar con agua destilada
hasta pH neutro. Finalmente, secar a
120°C por 24 horas.

Sumergir la muestra en hidrdxido de sodio
(en concentracién del 50% m/v) a 100°C
por 2 horas. Lavar continuamente con
NaOH al 50% y posteriormente filtrar.

Finalmente secar a 110°C por 6 horas.

Purificacion

No aplica

Filtrar la muestra, precipitar el quitosano
con NaOH (en concentracion 1N) vy
desmineralizar una Gltima vez con &cido

clorhidrico e hidroxido de sodio.

Nota. Las metodologias de la literatura seleccionadas fueron parcialmente modificadas para ajustar

variables criticas como: Temperatura, tiempo de retencidn y concentracion de reactivos. Tomado de: Tri-

Putri D., et al. “Synthesis and Characteristics of Chitosan from Haruan (Channa striata) Fish Scales”

Departamento de Biomédica, Facultad de Odontologia, Universidad de Lambung, Banjarmasin, Indonesia,
2020. [PDF].; E. Gokulalakshmi, K. Ramalingam, Umasankari, and M. Vanitha, “Extraction and
Characterization of Chitosan Obtained from Scales of Clarias gariepinus (Catfish),” Biotechnol. J. Int.,
vol. 18, no. 4, pp. 1-8, 2017. [PDF].

30




2.2. Estrategia de trabajo: Segundo objetivo especifico

2.2.1 Pretratamiento de la materia prima

2.2.1.a. Lavado. Para iniciar la etapa de limpieza y acondicionamiento de la materia prima, se
realiz6 el lavado de las escamas para retirar restos de carne, espinas y materiales extrafios que
pudieran quedar adheridos en el proceso de descamacion y eviscerado de los peces.

Este procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente e inicialmente, se coloco la muestra de
escamas en un recipiente plastico, el cual se llené de agua potable y se sumergi6 alli repetidas
veces con el fin remover la mayor parte de residuos que las acompafian. Nuevamente se repitio el
proceso anterior, pero la muestra se remoja en un poco de acido acético (concentracion de 3-5 %)
en 3 L de agua potable para disminuir la actividad microbioldgica presente.

Finalmente, si no se ha eliminado el olor y los restos adheridos a las escamas, estas se sumergen
en una solucion con hipoclorito de sodio de uso doméstico por un tiempo no mayor a 10 minutos.
2.2.1.b. Secado. Una vez lavada la materia prima, se procede a una etapa de secado. El objetivo de
esta etapa es retirar el exceso de agua que es absorbido y contenido en las escamas, ademas se
realiza con el fin de someter la muestra a un posterior proceso de molienda sin que se forme una
pasta por exceso de humedad. El secado se realizé a temperatura ambiente por 3 dias, con ayuda
de toallas absorbentes, papel periddico y un secador de cabello para agilizar el proceso, ya que la
muestra recolectada es bastante grande.
2.2.1.c. Molienda. Por Gltimo, se realiz6 una molienda a la mitad de muestra de materia prima para
reducir el tamafio de particula con el propdsito de estudiar el efecto de este sobre el proceso de
obtencion del quitosano y formacion de papel. Segun la literatura el tamafio éptimo debe estar
entre los 200 a 500 micrémetros, debido a esto, la molienda se realizé en una licuadora Oster
Classic con potencia de 600 Watts y capacidad de 1.25 L, en la cual se introdujeron 139 g de
escamas por 26 minutos.

Mas tarde, la muestra de 100 g fue colocada en un tamiz vibrador digital PINZUAR PS-34 151,
con mallas cuya abertura varian entre 4.75 mm y 1 mm por 15 minutos. Cumplido el tiempo de
tamizado, se peso el contenido retenido en cada malla para determinar un aproximado del tamafio
de particulas obtenidas del proceso de molienda.

2.2.2. Obtencion de quitosano
La obtencion de quitosano se desarrollé en los Laboratorios de Quimica de la Facultad de

Ingenieria Quimica, Universidad de América.
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Tras una revision bibliografica, se seleccionaron dos articulos que proponen metodologias
similares en cuanto a materia prima utilizada y concentracion de reactivos se refiere, y que, en
adicion, se ajustan a los criterios de seleccion que se han establecido para el correcto desarrollo
del presente documento: disponibilidad de reactivos y materia prima, tiempo demandado por etapa
reactiva y requerimiento energético.

Las dos metodologias seleccionadas para el proceso de obtencion de quitosano (M: y M)
reportadas en la literatura constan de las siguientes etapas reactivas: desproteinizacion,
desmineralizacion, despigmentacion y desacetilacion. A eleccion del experimentador los métodos
extractivos pueden o no involucrar la despigmentacidn, para este caso se realizario el proceso de
remocion de pigmentos en ambos métodos ya que el objetivo final es producir papel de quitosano
cuyas caracteristicas fisicas sean, en la medida de lo posible, lo més similares al papel blanco de
celulosa.

2.2.2.a. Proceso de desproteinizacion. La remocion de proteinas de coladgeno se realiza en medio
alcalino. En la metodologia M, la desproteinizacion se llevo a cabo sumergiendo las muestras mu,
y mz en una solucion de NaOH (Hidroxido de sodio) al 4% bajo la relacién escama-solvente 1:1
(g/mL), a temperatura ambiente durante 12 horas. Para la metodologia M, las muestras ms y ma
fueron remojadas en una solucion de NaOH (Hidroxido de sodio) al 4% a una relacion escama-
solvente 1:5 (g/mL), hasta ebullicion por 1 hora. Luego, las cuatro muestras se llevaron hasta pH
neutro agregando agua desionizada, se filtraron, secaron a 80°C por 4 horas y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente.

2.2.2.b. Proceso de desmineralizaciéon. Los minerales como: carbonato de calcio y el fosfato de
calcio fueron retirados mediante precipitacion mediante solucion acuosa de HCI (acido
clorhidrico) 1M entre 25°C- 30°C y un tiempo de residencia de 24 horas. Para las cuatro muestras
se establecio la relacion escama-solvente 1:5 (m/v) a 30°C, como se reporta en ambas referencias
metodoldgicas. Pasadas las 24 horas, ambas muestras se llevaron a pH neutro con agua
desionizada, se filtraron y se secaron a temperatura ambiente.

Las modificaciones en los parametros de operacion del método 2 (M:2) para las muestras ms y ma
tienen como objeto el estudio del posible efecto de la agitacion sobre el proceso de remocion de
minerales y grado de desacetilacion del quitosano.
2.2.2.c. Proceso de despigmentacion. Normalmente, dependiendo de los solventes que se utilizan

en las tapas de desproteinizacion y desmineralizacion no es posible remover completamente los
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pigmentos que se encuentran en la materia prima.

Es por esto por lo que, en esta etapa de decoloracion, se realiz6é una busqueda bibliogréafica para la

eleccidn del solvente con mayor afinidad a los pigmentos y se encuentra que el solvente de menor

costo, alta afinidad y facil comercializacion es el etanol y de acuerdo con esto se decidié sumergir
las cuatro muestras (mi, mz, ms y ms) en etanol al 96%, con agitacion constante a 500 rpm durante

1 hora a temperatura ambiente para realizar la etapa de despigmentacion.

2.2.2.d. Proceso de desacetilacion. La desacetilacion, para las cuatro muestras (mi, mz, ms y ma)

se realizd en medio alcalino con una solucion de NaOH en solucion al 50% durante 2 horas a una

temperatura promedio entre 80°C — 85°C. Para este procedimiento se tiene en cuenta las siguientes
anotaciones:

1. La relacion escama-solvente 1:5 (m/v) la cual fue asignada tras realizar una revision
bibliografia adicional, ya que las dos metodologias de referencia seleccionadas no reportan
este parametro.

2. Todas las muestras deben ser lavadas y neutralizadas con agua desionizada, para
posteriormente ser filtradas y secadas a una temperatura no mayor a 80°C por 10 horas.

Las condiciones originales que estan descritas en las metodologias seleccionadas de la literatura,

fueron modificadas ya que para esta etapa se reporta una temperatura de 120°C por 24 horas, esta

variable tiene incidencia en la probabilidad de degradacion del polimero teniendo en cuanta que el

material tiende a descomponerse a temperaturas mayores de 80°C [44]-[45].

2.2.2.e. Analisis de las muestras. Los analisis propuestos para la caracterizacion de las muestras

desacetiladas teniendo en cuenta procedimientos reportador en la literatura con tematicas similares

al presente documento, son las siguientes:

2.2.2.e.i. Identificacion de quitosano en la muestra y grado de desacetilacion. Para detectar la

presencia de quitosano en la muestra desacetilada de escamas, el quitosano reacciona con una

solucién de reactivo de Lugol al 1%, este reactivo permite que la mezcla se tifia de un color
amarillo pardo.

Luego, se adiciond H-SO. (Acido sulfarico) 1 M el cual se espera que reaccione con el quitosano

y permita que éste se disuelva. EI cambio de color de amarillo pardo a violeta indica la reaccion

positiva a la presencia de quitina. [41]

2.2.2.e.ii. Solubilidad. El método para verificar la efectividad de la desacetilacidn es la medicion

de la solubilidad. Esta se realiza introduciendo en tubos de ensayo 100 mg de muestra de quitosano
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en 5 mL de diferentes solventes organicos e inorganicos. Los tubos de ensayo se deben agitar y
dejar en reposo durante 24 horas aproximadamente, segun la existencia de precipitados o no, se
determina la solubilidad parcial o total [28].

2.2.2.e.iii. Rendimiento. Los rendimientos escama-quitosano y quitina-quitosano, se calcularon
pesando en una balanza analitica con sensibilidad de 0.0001 g, la muestra inicial de escamas para
el rendimiento escamas-quitosano corresponde al valor de (RT) y después de la reaccion de
desacetilacion (RR), se volvid a pesar la muestra [28]. Posteriormente, se realiza el célculo del

rendimiento de la siguiente manera:

Ecuacion 3.
Porcentaje de rendimiento (%R)

%R=g*100

2.3. Estrategia de trabajo: Tercer objetivo especifico

2.3.1. Proceso de obtencion de quitosano para la muestra principal MP

Segun los resultados obtenidos del segundo objetivo especifico, se seleccion6 una de las cuatro
muestras con los mejores resultados en términos de color, facil manipulacion, solubilidad y tamafio
de particula y adicionalmente cantidad de quitosano producida. Una vez seleccionada la muestra
se identifica la metodologia con la cual se procesé para realizar nuevamente las etapas de
desproteinizacién, desmineralizacion, despigmentacion y desacetilacion de la muestra principal
obedeciendo dicha ruta metodoldgica.

2.3.2. Formacién de la pasta de papel

La preparacion de la pasta se realizo preparando una base de celulosa reciclada en medio neutro y
paralelamente, la pasta con escamas en medio &cido, usando acido acético. Es importante realizar
la trituracion de celulosa y escamas en simultaneo ya que esto facilita la uniformidad de absorcion
de agua en ambas fibras y disgregacion de fibras lo que permite que estas puedan enlazarse mejor
en la etapa final de formacion de la hoja de papel.

Ambos materiales son sometidos a un proceso de trituracion en una procesadora de comida y
dispuestas en un recipiente plastico grande el cual contendra agua potable, medio en el cual se
dispersara el material triturado el cual debera reposar alli durante 20 minutos. Este procedimiento

se realiza para las cuatro muestras de papel segun las siguientes proporciones:
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e Muestra 1: Matriz con 80% de celulosa reciclada y 15% de escamas de pescado.

e Muestra 2: Matriz con 55% de celulosa reciclada y 20% de escamas de pescado.

e Muestra 3: Matriz con 30% de celulosa reciclada y 20% de escamas de pescado.

e Muestra 4: Matriz con 0% de celulosa reciclada y 49% de escamas de pescado.

2.3.3. Elaboracion de la preforma de las hojas

Se realizaron tres muestras cuyas matrices estan compuestas por celulosa reciclada y escamas de

pescado parcialmente desacetiladas en distintas proporciones como se describe en el parrafo

anterior. Por otra parte, se formd una cuarta muestra cuya matriz se compone unicamente por

escamas parcialmente desacetiladas. Estas matrices fueron la base para la aplicacion del quitosano

obtenido de las escamas y cuyas proporciones se distribuyeron de la siguiente manera:

e Muestra 1. Matriz con 80% de celulosa reciclada, 15% de escamas de pescado y 5% de
quitosano.

e Muestra 2: Matriz con 55% de celulosa reciclada, 20% de escamas de pescado y 25% de
quitosano.

e Muestra 3: Matriz con 30% de celulosa reciclada, 20% de escamas de pescado y 50% de
quitosano.

e Muestra 4: Matriz con 0% de celulosa, 49% escamas de pescado y 51% quitosano.

Luego del lapso de 20 minutos, se introdujo un bastidor con malla que retuvo la pulpa elaborada

con las composiciones mencionadas. Se retird la pulpa delicadamente con ayuda de una esponjay

se dejo reposar sobre un lienzo de algodén para que adsorbiera el exceso de agua. Este

procedimiento se repitid para la elaboracién de cada una de las cuatro preformas de papel.

2.3.4. Secado y prensado de las preformas

Cuando se haya disminuyo0 el exceso de agua, se cambiaron nuevamente las toallas de algodon y

se dejaron las muestras alli por 2 dias. Luego de minimizar el contenido de agua, fue necesario

someter las hojas a un proceso de prensado para que al secarse las fibras no se doble del papel y

tras 5 dias de secado de las hojas a temperatura ambiente y bajo prensado, se obtienen las hojas de

papel. Con el fin de mantener lisas las hojas, sin curvaturas que se generan por las regiones

himedas que se secan en distintos intervalos de tiempo, las muestras de papel se sometieron una

vez mas a un proceso de prensado, pero esta vez es en caliente. Para ello se alisaron las muestras

pasando varias veces una plancha aproximadamente a 71°C.
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2.3.5. Retencion de pigmento

Como analisis adicional para evaluar la aplicabilidad de las hojas elaboradas, las cuatro piezas
fueron sumergidas en un recipiente que contenia tinta vegetal verde disuelta en agua. Luego de 10
minutos se retiraron del recipiente, se secaron a condiciones ambientales y se hizo un registro
fotografico. Pasadas 24 horas se volvio a hacer un registro fotografico de las muestras para ser
comparadas con las fotografias iniciales. Con el resultado de retencién de color de las muestras,
se realizaron los andlisis correspondientes que permitieron dar respuesta a los fenémenos que se

presentaron.
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2.4. Materiales y equipos

A continuacion, se indican los materiales y equipos requeridos para dar cumplimiento a las actividades planteadas para cada objetivo.

Tabla 4.

Tabla de equipos e instrumentos requeridos por objetivo

OBJETIVO PROCEDIMIENTO PASOS EQUIPOS E INSTRUMENTOS
e soa | ANALISISE
los procesos de dZsmineFalizacién P COMPOSICION N/A N/A
Procesos de | y PROXIMAL
desproteinizacion.
Metodologias para la obtencién de quitosano M3 M;

2. Implementar dos procedimientos
experimentales reportados en la bibliografia para
la extraccion de quitosano.

EXTRACCION DE

QUITINA'Y QUITOSANO

Acondicionamiento de
materia prima

Recipiente plastico, molino, tamiz, molde de
aluminio, horno de secado, balanza analitica

Desproteinizacion

Desmineralizacion

Despigmentacion

Desacetilacion

Erlenmeyer, Beaker, plancha de calentamiento,
agitador, tamiz, recipiente plastico, papel
indicador de pH o potenciémetro.

CARACTERIZACION DE

QUITOSANO

Rendimiento

Solubilidad

Balanza analitica, tubos de ensayo, gradilla,
pipeta, potenciémetro, bureta de 50ml,
Erlenmeyer y montaje de titulacion.

Grado de desacetilacién

N/A

3. Producir papel de quitosano a nivel laboratorio
siguiendo el procedimiento experimental con
mejores resultados.

PRODUCCION DE PAPEL

Formacion de la pulpa

Recipiente, licuadora, toallas absorbentes.

Formacion de la hoja

Dos bastidores (uno con rejilla), recipiente
pléstico.

Prensado

Secado

Prensa, toallas de algodoén plancha de
calentamiento

CARACTERIZACION
DEL PAPEL

Retencion de pigmentos

Recipiente pléastico, probeta graduada, agitador,
balanza analitica

Nota. Se relacionan los materiales y equipos requeridos para cada procedimiento realizado para dar cumplimiento a los objetivos propuestos para el presente

documento. Tomado de: Taquez-Bueno L., y Vargas-Torres G., “Obtencion y evaluacion del quitosano a nivel laboratorio para la depuracion de aguas residuales

industriales provenientes de un laboratorio cosmético,” Tesis de pregrado. Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente, Universidad Nacional
Abierta y a Distancia— UNAD, Bogota, Colombia, 2018. [PDF]




2.5. Sustancias y reactivos
A continuacion, se indican las sustancias y reactivos utilizados para dar cumplimiento a los procesos reactivos y pruebas de

caracterizacion para las actividades propuestas para dar cumplimiento a los objetivos.

Tabla 5.

Tabla de sustancias y reactivos requeridos por objetivo

OBJETIVO PROCEDIMIENTO PASOS SUSTANCIAS Y REACTIVOS
1. Establecer la equivalencia estequiométrica de A
L. - ; . ANALISIS DE S
acido- minerales y base-proteinas necesarios para COMPOSICION N/A Muestra de escamas de pescado de Tilapia rojay
los procesos dg’desmmerallzamon y PROXIMAL gris
desproteinizacion.
Metodologias para la obtencién de quitosano M1 M2
Acon(_;hcm_namlento de Agua desionizada Agua desionizada
materia prima
OBTENCION DE Desproteinizacion NaOH al 4% NaOH al 4%
QUITOSANO Desmineralizacion HCI 1M HCI1M
2. Implementar do_s procedJmlentos experlmgntales Despigmentacion* Et,a_nol grado N/A
reportados en la bibliografia para la extraccién de analitico
quitosano. Desacetilacion NaOH al 50% NaOH al 45%
) Solubilidad Quitosano, etanol grado analitico, acido acético,
CARACTERIZACION HCI 0.2M y agua destilada.
DEL QUITOSANO
Presencia de quitosano H>SO4 1M, Reactivo del Lugol al 1%

PRODUCCION DE
3. Producir papel de quitosano a nivel laboratorio PAPEL Protonacion
siguiendo el pr)rzgpoerdelsnwrleesr:jtﬁazzp;erlmental con CARACTERIZACION

g : DEL PAPEL

Acido acético al 3%, agua destilada

Retencidn de pigmentos | Agua potable, pigmento sintético color verde

Nota. Se relacionan las sustancias y reactivos requeridos para cada procedimiento realizado para dar cumplimiento a los objetivos propuestos para el presente
documento. D. K. T. Putri et al., “Synthesis and characteristics of Chitosan from Haruan (Channa striata) fish scales,” Syst. Rev. Pharm., vol. 11, no. 4, pp. 15—
20, 2020, doi: 10.31838/srp.2020.4.04.[PDF] ; E. Gokulalakshmi, K. Ramalingam, Umasankari, and M. Vanitha, “Extraction and Characterization of Chitosan
Obtained from Scales of Clarias gariepinus (Catfish),” Biotechnol. J. Int., vol. 18, no. 4, pp. 1-8, 2017, doi: 10.9734/bji/2017/27944. [PDF]
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2.6. Diagrama de bloques del proceso (BFD)

Muctra de escamas: 270.15 g

Inicio

Y

Agua potable: 3.00 L
CH,COOH: 0.10L ’

Lavado
T ambiente

————

NaClO: 0.02L

v

Secado
T ambiente, 3 dias

—

Y

Solucion de NaOH al 4%
(1:5 wfv escama-solvente) ————p
H>O desmineralizada: 0.70 L

Desproteinizacion
T ebullicion, <1h

!

Solucién de HCL 1M

(1:5 w/v e¢scama-solvente)

Desmineralizacion
25-30°C, 24h

v

EtOH al 96%: 0.50 L
Agua desmineralizada: 0.75 L

Despigmentacioén
T ambiente, 500rpm, 1h

v

Solucién de NaOH al 5096
(1:5 wfv escama-solvente) ———
H3>O desmineralizada: 0.95L

Desacetilacion
76-80°C, 1h

v

Filtrado

T ambiente

v

Secado
60-80°C, 10h

Celulosa reciclada: 30.00 g
H,O potable: 5.00L
CH;COOH: 0.20L

\J

Formacién de
matrices

Y

Secado
T ambiente, 5 dias

A\

Agua residual: 2.35 L
Impurezas sélidas (espinas y piel): 60.00 g

Fraccién de agua retirada: 25.96%

Escamas libres de humedad: 200.05 g

Proteinas: 104.29 g
Solucién de NaOH: 0.75 L

Minerales de calcio: 16.93 g

Agua residual: 950.00 mL
Pigmentos =1.48 g
Agua residual: 1.20 L
Agua residual: 1.30 L
Quitosano = 1.00 g
——»  Fraccion de agua retirada: 45.86%

Quitosano libre de humedad: 26.35 g

———»  Aguaresidual: 0.10 L

Prensado
180° C

——» 4 piczas de material:12.00 g

!
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3. RESULTADOS Y ANALISIS
3.1. Composicion proximal
En cumplimiento del primer objetivo, los resultados de analisis de composicion proximal:
humedad, cenizas, grasa, carbohidratos, proteinas y una prueba especial para la determinacion de

calcio en la muestra de 600 g escamas, entregados por la empresa ENZIPAN S.A, se resumieron

en la siguiente tabla:

Tabla 6.
Composicion proximal de escamas
Parametros Resultados Unidades
Humedad 20.27 (9/1009)
Cenizas 25.78 (9/1009)
Proteina 52.13 (9/1009)
Carbohidratos 1.76 (9/1009)
Lipidos 0.06 (9/100g)
Calcio 8.707 (9/1009)

Nota. Resultados del analisis de composicidn proximal para la muestra de Tilapia rojay gris.

Tabla 7.

Comparacion de resultados composicion proximal

) Escamas de Tilapia del Nilo | Escamas de Tilapia roja | Escamas de Tilapia
Parametros o i grisy roja
(Oreochromis niloticus) (Oreochromis spp)
% Humedad 13.08 15.18 20.27
% Cenizas 36.06 32.08 25.78
% Proteina 54.97 67.96 52.13
% Carbohidratos 9.21 - 1.76

Nota. Contraste de la composicion proximal de tres especies de Tilapa distintas. Tomado de: L. Boarin

Alcalde y G. Graciano-Fonseca, “Proceso alcalino para la extraccion de quitina y produccion de

quitosano a partir de escamas de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus),” 2016 [PDF]; J. Quintero y

J. E. Zapata, “Optimizacion de la Extraccion del Colageno Soluble en Acido de Subproductos de Tilapia

Roja (Oreochromis spp) mediante un Disefio de Superficie de Respuesta,” 2017. [PDF]
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3.2. Obtencion de quitosano

3.2.1. Molienda y tamizado

Luego del proceso de molienda y tamizado para una muestra de escamas de 100 g en mallas con
aberturas entre 4.75 y 1 mm, se obtuvo la distribucion de la muestra por cada malla, como se ilustra
en latabla 7.

Tabla 8.

Resultados del proceso de tamizado

No. Malla | Abertura (mm) Cantidad de la
muestra retenida (g)
4 4.75 45
5 4 277
6 3.35 30
8 2.38 27.6
12 1.68 5.2
16 1.19 3
18 1 5
Total (9) 100

Nota. Datos obtenidos del proceso de tamizado de escamas de

Tilapiarojay gris.

A pesar del tamafio sugerido en segunda metodologia para la reduccion del material hasta 50 mesh
o 0.5 mm aproximadamente, la disminucion de tamafio podria significar un alto riesgo de
despolimerizacion del compuesto de interés como ocurrié con la muestra ms en la figura 4(c). Del
mismo modo, tal reduccién del tamafio de particula en los procesos de filtrado puede producir una
mayor tasa pérdida de material debido a su limitado tamafio inicial y la continua pérdida de este

en etapas reactivas donde se utilizan acidos y bases fuertes a altas temperaturas.
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3.2.2. Eleccion del tamafio de las muestras

Teniendo en cuenta los resultados de la tabla 8, para la eleccion del tamafio de las muestras se
eligieron las mallas 4 a 8 en donde se concentra el 89.8% de la muestra de escamas y con las cuales
puede resultar méas facil la implementacion de las etapas reactivas y la manipulacion de las
muestras. Los 89.8 g de escamas molidas se dividieron en dos partes iguales cada una de 44.9 g
las cuales constituyen las muestras m: y ms. Por otra parte, la muestra de 100 g de escamas sin
moler fue distribuida también en dos muestras: m. y mas cada una con peso de 44.9 g, quedando

10.2 g escamas sin moler como excedente.

Figura 3.

Tamario y forma de las muestras

(b)

Nota. La imagen 3 (a) corresponde a la apariencia de las muestras
mz y m4 las cuales no fueron molidas, muestra que la figura 3(b)

corresponde a la apariencia m: y ms las cuales fueron molidas.

3.2.3. Desproteinizacion

Las muestras ms y ma4 correspondientes a la metodologia M2 presentaron una evidente degradacion
de la materia prima en comparacion de las muestras m: y ma. Como se observa en la figura 4c, las
condiciones de operacion de M: contribuyeron a la completa degradacion de la materia prima,

haciendo de las escamas molidas (ms) una muestra polvorosa.
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Figura 4.

Resultado desproteinizacion de las muestras

(@) (b)

(d)

Nota. Imagenes del proceso de desproteinizacion. (a)
Muestra mi; (b) muestra m2; (c) muestra ms y (d) muestra

mas.

Tabla 9.

Resultados del proceso de desproteinizacion

Muestra Peso previo a desproteinizar (g) Peso posterior a desproteinizar (g)
m 449 18.35
m 44.9 20.08
ms 449 11.49
ma 449 16.83

Nota. Datos del peso (en gramos) en base seca de las muestras mi, mz, ms y ms antes y después de la etapa

de desproteinizacion.
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Debido a la notable reduccion de la materia prima segin los datos obtenidos de peso como se
reporta en la tabla 9, es posible que se haya presentado la precipitacion de las proteinas, pero
también la degradacion del componente de interés en las muestras ms y ma tratadas con la ruta
metodologica M. Por esto, se decide hacer una modificacion en el procedimiento disminuyendo

el tiempo de exposicion a menos de 1 hora, asi como también, la disminucion en la temperatura.

Con estas nuevas condiciones, se replico el procedimiento de desproteinizacion para estas dos
muestras degradadas exponiéndolas al medio alcalino por alrededor de 45 minutos y temperatura
promedio de 76°C, condiciones que resultaron favorables para las muestras ms y ma ya que

presentaron una mejora en su grado de degradacion, lo que se evidencia en la siguiente tabla.

Tabla 10.
Resultados de la segunda desproteinizacion

Muestra Peso desproteinizacion 1 (g) Peso desproteinizacion : (g)
m 18.35 No aplica
m: 20.08 No aplica
ms 11.49 15.43
ms 16.83 19.62

Nota. Datos del peso (en gramos) en base seca de las muestras ms y ma antes y después de la modificacion

en la concentracion del reactivo para la etapa de desproteinizacion en la metodologia Mo.

Figura 5.

Segunda desproteinizacion de la muestra ms

Nota. Imagen del segundo proceso de
desproteinizacion para la muestra ms.
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3.2.4. Desmineralizacion
La cantidad de acido que se suministrd por muestra segun la relacion escama-solvente de 1:5

(9/mL) propuesta en la metodologia se calculd de la siguiente manera:
Ecuacion 4.

Determinacion de la cantidad de calcio en la muestra

g de la muestra desproteinizada*8.7 g
100 g

g de calcio en la muestra =

Ecuacion 5.

Célculo de HCI requerido para la desmineralizacion

mlL de HClrequerido = g de calcio en la muestra * 5 mL

Haciendo uso de las ecuaciones anteriores para cada una de las cuatro muestras se construyo la
tabla de datos numero 10. Adicionalmente, en la tabla se adiciono el valor de peso (en gramos) de

cada muestra luego de los procesos de desmineralizacion y secado.

Tabla 11.

Resultados del proceso de desmineralizacién

Muestra Peso antes de Cantidad requerida de Peso despues de
desmineralizar (g) HCI 1M (mL) desmineralizar (g)
my 18.35 8.00 16.13
m; 20.08 9.60 17.46
ms 15.43 6.41 12.01
ms 19.62 9.07 18.38

Nota. Se reportan los pesos en base himeda entre 35-45%, de cada muestra antes y después de la

remocion de minerales de calcio y despigmentacion.

Como se muestra en la figura 6, durante el proceso de desmineralizacion se observé efervescencia
en todas las muestras, este resultado concuerda con la literatura y hace constatar que se liberé CO:

durante la precipitacion de sales minerales.
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Figura 6.

Liberacion de CO: durante el proceso de desmineralizacion

Nota. La liberacion de CO: en la desmineralizacion se

fundamenta con la precipitacion de sales de calcio.

3.2.5. Despigmentacion

Antes del proceso de despigmentacidn, las cuatro muestras ya se habian tornado ligeramente mas
blancas como se puede ver en la figura 6, adicionalmente, el etanol es mencionado en la literatura
como uno los solventes mas efectivos por su afinidad con los compuestos coloreados para este tipo
de materiales. Es por esto por lo que no fue necesario sumergir las muestras por mas de 2 horas en
etanol para lograr la remocion de compuestos coloreados.

Las muestras ms y m4 presentaron un grado de despigmentacién mayor con respecto a las muestras

de la metodologia M: como se evidencia en las figuras 7(c) y 7(d).
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Figura 7.

Resultados despigmentacion de las muestras

Nota. Proceso de despigmentacion. (a) Muestra mi, (b) muestra mz, (C)

muestra ms y (d) muestra ma.

3.2.6. Desacetilacion

Del proceso de desacetilacion se obtuvieron dos panoramas distintos. Por el lado de las muestras
a las cuales se les aplicd la metodologia M, se observd nuevamente un alto indice de degradacion
del material en las muestras m: y ms que dio como resultado la precipitacion de polvos muy finos
en comparacion con las muestras mz y ma de las cuales también se obtuvo material polvoroso, pero

mMAs grueso y en mayor cantidad.
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Figura 8.

Resultados desacetilacion de las muestras

Nota. Quitosano extraido del proceso de desacetilacion termo alcalino

en la (a) Muestra mu, (b) muestra mo, (¢) muestra ms y (d) muestra ma.

Tabla 12.
Resultados del proceso de desacetilacion

Muestra Peso previo a desacetilar (g) Peso posterior a desacetilar (g)
mi 16.13 10.16
mz 19.46 14.37
ms 12.01 8.42
ma 18.38 15.33

Nota. Se reportan los pesos respectivos de cada una de ellas antes y después de la remocion de grupos
acetamido. El valor de pesaje de cada muestra luego de la desacetilacion obedece al peso del quitosano en

base humeda entre 30-45%.
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Los valores del peso de cada muestra para cada etapa reactiva se reportan con un contenido de
humedad de entre el 30-45% a pesar de que al finalizar cada proceso fueron sometidas a procesos
de secado a temperaturas no mayores a 50-70°C. Segun estudios cinéticos sobre la degradacion
térmica de la quitina reportados en la literatura [46], el rango de temperaturas que se menciona
anteriormente no debe tener implicaciones en la descomposicion de la cadena polimérica de la

quitina, sino mas bien, se contribuye a la pérdida de humedad en la muestra.

Tabla 13.
Resultados de quitosano obtenido

Muestra Peso previo al secado (Q) Peso posterior al secado (g)
mi 10.16 6.10
mz 14.37 9.34
ms 8.42 5.89
ma 15.33 10.73

Nota. Se reportan los pesos respectivos de cada una de ellas antes y después del proceso de secado de las

muestras de quitosano.

Se debe tener en consideracion también, que la quitina suele presentar mayores temperaturas de
descomposicion en comparacién con el quitosano y esto se debe principalmente al grado de
cristalinidad que esta presenta segun la evidencia bibliografica de difractogramas y Analisis
Térmico Diferencial (ATD) [3]-[48]. Esto quiere decir que la quitina en comparacién con el
quitosano presenta una mayor estabilidad térmica ya que al tener un mayor grado de cristalinidad
su estructura molecular es significativamente mas rigida que la del quitosano y por esto el
requerimiento energético para lograr el rompimiento del compuesto es mayor [43].

Por lo anterior, el proceso de secado del compuesto des acetilado (quitosano) no deberia llevarse
a cabo a temperaturas mayores de 50°C y por mas de 10 horas ya que podria generarse una
desestabilizacion térmica en su cadena como consecuencia del grado de despolimerizacion y
desacetilacion, esta ultima relacionado con el contenido de grupos acetilo de este biopolimero

luego de su tratamiento termo-alcalino.
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3.3. Andlisis de las muestras

3.3.1. Identificacidn de quitosano en la muestra y grado de desacetilacion

Para detectar la presencia de quitosano en las muestras se hizo reaccionar el quitosano con una
solucién de reactivo de Lugol el cual hizo que la mezcla se tifiera de un color amarillo pardo.
Luego, se agrego acido sulfurico con el cual se esperaba un cambio en la coloraciéon de amarillo
pardo a violeta, lo que indicaria un resultado positivo para quitosano, pero como se muestra en la
figura 9, la valoracion de quitosano en las muestras dio negativo.

Esto puede deberse por las condiciones en las que se dio la reaccion, ya que en la literatura este
proceso no detalla a profundidad factores externos al procedimiento (atmosfera inerte,
temperatura, presion y humedad), implicaciones del grado de pureza de los reactivos o incluso la
naturaleza u origen de la materia prima, ya que la prueba de color propuesta en 1989 se realiz6 con
quitosano extraido de escorpiones.

Figura 9.

Identificacion de quitosano en la muestra

Nota. Resultado negativo a la valoracion de
identificacion de quitosano en la muestra

por el método reaccion de color.

Por otra parte, aunque este fenémeno también podria deberse al bajo contenido de quitosano en
las muestras, este no es el caso ya que tanto en los resultados de composicién proximal como en

la tabla 13, se reporta la presencia del carbohidrato en las muestras.
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Teniendo esto en cuenta lo anterior, la valoracion de las muestras mediante la reaccion de color
deberia arrojar un resultado positivo reflejado en el cambio de color de amarillo pardo a violeta,
haciendo la consideracién de que la fuente natural de la quitina no signifique un factor critico para
esta técnica. Debido al dudoso resultado obtenido por colorimetria, se propone la identificacion de
quitosano en la muestra mediante el método de Espectroscopia de transmision de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR) en la muestra que registr0 mayor peso luego de la etapa de
desacetilacion, esta corresponde a la muestra nimero 4.
Este procedimiento se realizd en las instalaciones de la empresa SALUS PHARMA LABS en la
cuidad de Bogota a través del grado de desacetilacion, medida que indica la cantidad total de
grupos acetamido convertidos en amina al someter la muestra a los procesos de desacetilacion.
La dependencia de los resultados que se pueden obtener de desacetilacion por los métodos
analiticos [44]-[45] y métodos de purificacion [47] se han reportado en la bibliografia, esto es
importante tenerlo en cuenta cuando se plantean comparaciones de los grados de acetilacion y
desacetilaciéon de quitina y quitosano de diferentes fuentes. EI método mas referenciado en la
literatura es el FTIR-AR, debido a que es relativamente rapido y no requiere la disolucion de la
muestra en solventes acuosos.
Este proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos organicos e inorganicos de
interés con una frecuencia de 550-4,000 y una resolucién de 4 cm™' en muestras de quitosano,
especificamente [49]-[50]. Con ayuda de esta técnica, se determina la longitud de onda de los
grupos hidroxilo (A-3450 cm™) y grupo amida (A-1655 cm™!), para poder aplicar las siguientes
ecuaciones [51]:

Ecuacion 6.

Grado de desacetilacion (DD)

A
%DD = 87.8 — [3 (Al—ﬁ“)]
3450

Ecuacion 7.
Grado de acetilacion (DA)
%DA = 100 — DD

El grado de N-acetilacion corresponde al numero de unidades de glucopiranos en la cadena del
polimero que presenta grupos acetil incorporados [30]. Tomando (6) y (7) leyendo los resultados

para las muestras 1y 2, se obtuvieron los siguientes resultados:

51



Tabla 14.
Resultados Grado de acetilacion (DA) y desacetilacion (DD)

Muestra Absorbancia en A 1665 Absorbancia en A 3450 % DA % DD
1 0.0821 0.0389 81.47 18.53
2 0.0108 0.0108 15.2 84.80

Nota. Los valores de absorbancia en las longitudes de onda indicados son propios de las muestras que se
analizan para este documento, el cambio de espectros FTIR para sustancias de distinto origen indicaran

valores de absorbancia diferentes en regiones distintas del espectro.

Los resultados obtenidos de los espectros FTIR para las muestras de quitina y quitosano se

presentan en las figuras 10 y 11, respectivamente.

Figura 10.
Espectro FTIR-ATR muestra 1- Quitina

0,204

] A |

0,104
] [
|

Absorbancia

| I| \ '\\f\ |
0 05_- \l lu L'll \/\[/\ |I
] ] LV
|
i ’j\ |
0,00+ \\__‘______ o ___“_/j
) e sl
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Ondas (cm-1)

Nota. Espectro FTIR de una muestra de quitina en polvo extraida de escamas de Tilapia roja y gris

luego de someterlas a procesos de desproteinizacion y desmineralizacion.

El primer espectro revela la presencia de grupos OH alrededor de la banda amplia que segun la
literatura deberia encontrarse entre 3500-3200 cm-1 y que para este caso se halla en 3450 cm-1
con un valor de absorbancia de 0.0389, significativamente mayor que en la muestra de quitosano

donde el valor de absorbancia de este grupo en la misma banda es de 0.0108 casi 4 veces menor.
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Figura 11.
Espectro FTIR-ATR muestra 2 - Quitosano
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Nota. Espectro FTIR de una muestra de quitosano en polvo obtenido del proceso de desacetilacion

de quitina proveniente de Tilapia rojay gris.

También aparece la tension del grupo N-H entre las bandas 3400 y 3200 cm-1 con una apariencia
visiblemente menos amplia que la del enlace O-H. Especificamente en la banda 3295.59 cm-1, la
cual en el espectro del quitosano no se evidencia, ya que este es el resultado del proceso de
desacetilacién acorde con lo reportado en la literatura [48]. Mientras que en la banda 2931.38 cm-
1 se evidencia la vibracion de tension del enlace C-H, resultado que concuerda con el rango de
longitudes de onda para esta region y grupo funcional en particular [49].

Por otra parte, se aprecia una banda que corresponde a una amida | entre los 1700-1600 cm-1,
especificamente en 1665 cm-1 en ambos espectros, pero se encuentra en menor proporcion en la
muestra de quitosano que en la de quitina, como se reporta en la tabla 14 con un valor de
absorbancia de 0.0108 para el quitosano, este representa la octava parte de lo obtenido para la
quitina conforme con lo planteado por Brugnerotto et al [52] y Peniche [53].

El grado de desacetilacion en muestras de quitosano puede determinarse mediante el FTIR-ATR
con el debilitamiento de enlaces N-H representados entre las bandas 3500-3200 cm-1, en las
bandas de amidas secundarias entre 1565-1520 cm-1 y segun la banda que se asocia con el enlace
C=0 de la amida primaria que suele encontrarse entre 1830-1650 cm-1 que generalmente intensa

y puede notarse facilmente.

Cuando la quitina se sumerge en soluciones fuertemente termo alcalinas, sus grupos acetilo en los

grupos amida del carbono-2 se hidrolizan en el medio lo que da lugar a la formacion de grupos
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amino en esta posicion, este proceso convierte la quitina en quitosano [54]. La banda de absorcion
del grupo amida I puede ser la mas indicada, por sobre otras bandas mencionadas en el parrafo
anterior, para determinar el grado de desacetilacion de una muestra de quitosano, tal como se
reporta en la literatura las bandas de los grupos amida (I o Il) se correlacionan con bandas de
referencia como los grupos OH y CHs; como banda de correccion del grosor del cristal que se
utiliza para anélisis de FTIR-ATR [49].

Otro aspecto por analizar segun resultados revelados en la literatura es que la quitina se puede
encontrar en la naturaleza en tres formas cristalinas diferentes; o 3, y y segun su arreglo molecular
[3]-[50]. Esto tiene una gran influencia en las propiedades fisicoquimicas de la materia prima,
temperatura de degradacién y, ademas significa que las condiciones de operacion en los procesos
de extraccion de quitina y obtencion de quitosano pueden no ser los mismos para las tres
conformaciones. Pero adicionalmente, el arreglo molecular de la quitina condiciona la
determinacion de los grados de acetilacion y desacetilacion de las muestras ya que en los espectros
FTIR-ATR las bandas de las amidas primarias y secundarias son distintas; en a—quitinas la amida
| produce dos bandas divididas nitidas identificables alrededor de longitudes de onda entre 1660-
1620 cm-1, mientras que la conformacion 3 solo presenta una banda alrededor de 1640 cm-1
debido a la vibracion de tension de los enlaces de hidrogeno entre las moléculas [55]. Aunque
existe informacion limitada sobre el espectro infrarrojo de la y—quitina, M. Kaya et al [56]
compara los espectros de las tres conformaciones y plantea la hipdtesis que para este tltimo arreglo
molecular la banda de amida | se presenta parcialmente dividida.

Por lo anterior, se cree que la quitina extraida de las escamas de Tilapia roja y gris es buena fuente
de produccion de B -quitina ya que las bandas correspondientes a la amida | registradas en el
espectro no se encuentran parcial o totalmente divididas en dos bandas distintas.

3.3.2. Solubilidad

Como se puede observar en la figura 10 la solubilidad del quitosano es variable segun el tipo de
solvente con el que se mezcle; para el caso del etanol (a) y agua (b) cuyo pH es neutro el quitosano
es insoluble, es por esto por lo que se genera un precipitado de quitosano sin disolver el fondo de
los tubos de ensayo, mientras que en acidos organicos como el &cido acético (d) e inorganicos para
el caso de éacido clorhidrico (c), el quitosano logra disolverse parcial y completamente,

respectivamente.
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La razon por la cual se aprecia turbidez en el ensayo (d) se atribuye posiblemente factores criticos
como lo son: la sobresaturacion por exceso quitosano en la solucion agua-acido acetico,
contaminacion de la solucién &cida que no permite alcanzar la concentracion indicada para la
completa disolucién del material o por el grado de desacetilacion de la muestra de quitosano.

Figura 12.

Solubilidad de las muestras
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W0 4 2 )

(d)

Nota. Resultado de la prueba de solubilidad para las muestras en distintos

(@) (b)

solventes: (a) etanol, (b) agua, (c) &cido clorhidrico y (d) acido acético.

Tabla 15.
Resultados de solubilidad de quitosano

Pruebas de solubilidad
Prueba Solvente Solubilidad
a Etanol Insoluble
b Agua destilada Insoluble
c Acido clorhidrico 0.1 M Soluble
d Acido acético 0.2 M Parcialmente soluble

Nota. Se reporta la solubilidad del quitosano en cuatro solventes (organicos e inorganicos) en

concentraciones especificadas para los acidos.
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El comportamiento de la solubilidad del quitosano en los distintos solventes acidos se fundamenta
segun la literatura, en la presencia y cantidad de los grupos aminos en su cadena principal los
cuales se ionizan con los iones hidronio (H;O) de las soluciones &cidas lo que le otorga la
propiedad de protonarse convirtiéndolo en un polielectrolito cationico soluble. De alli las aminas
ionizadas no son capaces de enlazarse con los acidos por lo que no se forman puentes de hidrégeno,
esto genera el incremento en la flexibilidad de la cadena polimérica facilitando que el quitosano
se convierta en un fluido cuando haga parte de los iones disueltos de la solucion [28]-[46].

En relacion con lo anterior, es importante agregar que la capacidad de disociacion del quitosano
en &cidos tiene una relacion directamente proporcional al grado de desacetilacion de la muestra,
resultado que se presentd en la seccion anterior mediante un analisis FTIR-ATR fue posible
determinar el grado de desacetilacion del quitosano obtenido, el cual obedeci6é a un valor de
84.80%.

El ensayo de solubilidad del quitosano también nos permite considerar una transformacion efectiva
de la quitina en quitosano, ya que se sabe por la literatura que la quitina ademas de ser insoluble
en agua, a condiciones normales no es capaz de disociarse en disolventes organicos o soluciones
alcalinas o acidas, a diferencia del quitosano y su alta solubilidad en soluciones acidas, tal como
se muestra en la figura 12.

3.3.3. Determinacion del rendimiento

La determinacion del rendimiento escamas-quitosano para la muestra 4 (ma) y la muestra principal
(MP) se calcularon con la ecuacion 3. En la tabla 16, se recopilan los datos necesarios para realizar
el calculo del rendimiento escama-quitosano en la muestra m4 y la muestra principal.

De acuerdo con los resultados, se evidencia que el rendimiento global (escama-quitosano) es bajo
en comparacion con los rendimientos alcanzados por otros autores para otras materias primas como
caparazones de crustaceos y camarones, residuos en donde se ha comprobado que el contenido de
quitina en la especie Tilapia suele ser del 9% a diferencia del contenido en escamas de pescado,
como se establecio en la seccion 3.1 en la tabla 6, donde el carbohidrato (quitina) representa
alrededor del 1% de una muestra de 100 g de escamas. A pesar de esto, el rendimiento escama-
quitosano arrojé resultados cercanos de 13.16% y 13.17% para la muestra con mejores resultados

de la primera etapa de experimentacion (m4) y la muestra principal (MP) para la elaboracién del

papel.
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Tabla 16.
Datos para el célculo de rendimiento

Item Muestra 4 (ma4) Muestra principal (MP)
Muestra original de escamas (g) 44.90 200.05
Proteinas extraidas () 25.28 104.29
Minerales y pigmentos removidos (g) 411 18.31
Muestra sin desacetilar (g) 10.73 47.80
Muestra desacetilada (g) 591 26.35
Rendimiento escama-quitosano (%) 13.16 13.17

Nota. Los datos de humedad, proteinas, minerales y pigmentos permiten el calculo del peso de la muestra

antes de la desacetilacion, lo que en la ecuacién 3 se denomina como RT, mientras que el valor del peso

del quitosano obtenido luego de la desacetilacion se refiere al término RR.

3.4. Proceso de obtencién del quitosano muestra principal (MP)

El proceso de obtencion de quitosano de la muestra principal (MP), se llev6 acabo con 200.05 g

de escamas sin moler y con ciertas modificaciones de la metodologia M2 en los tiempos de

exposicion, secado y temperatura teniendo en cuenta las diferencias en cuanto a cantidades y

proporciones con respecto a las primeras muestras.

3.4.1. Desproteinizacion de la muestra MP

El proceso de desproteinizacion fue exitoso, las escamas no presentaron un indice elevado de

degradacion y adicionalmente, se recuperaron 40.54 g de proteinas precipitadas como se muestra

en la figura 13 (b).
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Figura 13.
Resultados desproteinizacion de la muestra MP

Nota. (a) la desproteinizacion con NaOH de la muestra principal de

escamas (MP) y (b) la proteina recuperada por precipitacion,
filtracion y secado de la muestra MP.

3.4.2. Desmineralizacion y despigmentacion de la muestra MP

El proceso de desmineralizacion y despigmentacion siguiendo las especificaciones de la
metodologia M. arrojo buenos resultados. Se presentd efervescencia en la muestra por la
precipitacion de las sales de calcio con 4cido clorhidrico dando lugar al desprendimiento de CO-
como se indica en la ecuacion 1 en la que se muestra que, ademas de la produccion de este gas
también se forman moléculas de agua, lo que hace que el medio reduzca pH hacia la neutralidad.
Esto se corroboré pasadas las 24 horas de este procedimiento, cuando se introdujo una tira de papel
indicador el cual al secarse indic6 un valor de pH entre 6-7.

La muestra pes6 26.92 g y luego fue sometida a un proceso corto de secado por 4 horas a una

temperatura de 70°C para retirar la mayor cantidad de agua y etanol del material escamoso.
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Figura 14.
Resultados desmineralizacién y despigmentacion de la muestra MP

(b)

Nota. En (a) se confirma la precipitacion de minerales con la

generacion de CO:, (b) el proceso de despigmentacion con
etanol aclara el tono amarillo de la muestra con respecto al

proceso previo.

3.4.3. Desacetilacion de la muestra MP
Durante el proceso de desacetilacién no se present6 ningun evento distinto a los reportados en la

seccion 3.2.6. La muestra final pes6 28.16 g, compuesta principalmente por quitosano.

Figura 15.
Resultados desacetilacion de la muestra MP

(b)

Nota. En (a) se documenta el proceso de desacetilaciéon termo

alcalino en la muestra MP, y en (b) es la evidencia fotografica
del exitoso proceso de obtencidon de quitosano luego de la

desacetilacion de la muestra principal.
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3.5. Resultados de la produccion de papel

En el proceso de elaboracion de papel fue necesario formar matrices con celulosa reciclada y
escamas parcialmente desacetiladas para adicionar quitosano en proporciones del 5%, 25%, 50%
y 51% respectivamente. Debido a las propiedades fisicoquimicas que construyen al quitosano, este
no es capaz de formar una estructura lo suficientemente fibrilar y flexible para formar hojas de
papel que en términos de funcionalidad sean cercanamente similares a las hojas de celulosa que
normalmente se utilizan para imprimir o para fabricar cuadernos y agendas.

Si bien las hojas de papel obtenidas no son cien por ciento quitosano y aun no estan listas para ser
puestas a prueba como papel de impresion, estas presentan propiedades ventajosas de absorcion y
retencion de tintas debido a las porosidades que se forman en la hoja debido a las irregularidades
en la morfologia de las piezas que puede explicarse por la no uniformidad de secado de los
componentes de la matriz e igualmente por las propiedades fisicoquimicas inherentes al quitosano

y su grado de desacetilacion.

Figura 16.
Muestra 1y 2 papel de quitosano

e
(a) (b)

Nota. La muestra de papel (a) se elaboré con una matriz de 80% celulosa, 15%
escamas y 5%-quitosano; la (b) se elabor6 con una matriz de 55% celulosa,

20% escamas y 25%-quitosano.

Las principales caracteristicas de las piezas fabricadas son: un peso de 3 g cada una, dimensiones
de 10 cm x 10 cm luego de procesos de perfilacion para darles un aspecto completamente cuadrado
En cuanto a sus propiedades estas son ligeramente flexibles pero a la vez mas rigidas en

comparacion con las hojas comunes de celulosa, v, estas caracteristicas de flexibilidad y rigidez
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varian dependiendo del porcentaje de quitosano que se haya agregado a cada matriz, asi como

también, se ve afectada su porosidad, color y retencién de pigmentos.

Paralelamente, la pieza cuyo contenido de quitosano es del 50%, presenta un alto grado de
similitud con el material de carton con el que se comercializan huevos en Colombia. A pesar de
que estos recipientes tradicionales estan compuestos en un 70% papel perioddico - 30% de otros
papeles, las propiedades observadas del material de quitosano elaborado podrian permitirle a este
la posibilidad ser considerado un material alternativo para la elaboracion de recipientes para el
transporte de alimentos, ya que con posteriores estudios podria determinarse el potencial de esta
pieza para absorber energia causada por impactos durante el proceso de transporte de estos
alimentos y también podria protegerlos de ciertas particulas ambientales, ya que el quitosano

presenta propiedades antimicrobianas y antifungicas.

Figura 17.

Muestra 3 papel de quitosano

Nota. La muestra de papel se elabord con una
matriz de 30% celulosa, 20% escamas y 50%

quitosano.

Es asi, como al disminuir el porcentaje de quitosano en las matrices del papel se obtienen hojas
maés flexibles y uniformes, menos porosas y con caracteristicas similares al papel celulosa para
usos artisticos y de oficina. Pero aumentar el contenido de quitosano, se forman piezas gruesas,
rigidas y con un uso potencial como materiales sustitutos al plastico en la produccién de envases
para alimentos y etiquetas de ropa (ver figuras 18 y 19) e incluso como piezas para disefios de

maquetas en arquitectura, gracias su firmeza y dureza.
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Paralelo a las muestras de papel presentadas hasta el momento, en la figura 20 se aprecia una pieza
completamente distinta a las anteriores en términos de sus caracteristicas fisicas, asi como también
en sus propiedades. Este material tiene una tonalidad visiblemente amarillenta a comparacién de
las otras tres muestras, ademas, al tacto presenta una dureza y densidad significativamente mayor,
es altamente quebradiza y presenta un aspecto similar a las pastillas de escamas de pescado que
desarrollaron en 2018 como producto alternativo al plastico, como se muestra en la figura 21.

La razon por la que ciertas propiedades de ese material difieran tanto en comparacion con las otras
es debido a que la cuarta pieza se elabor6 con una matriz que difiere a las de las primeras piezas,

pues esta Ultima esta compuesta Unicamente con escamas parcialmente desacetiladas y quitosano.

Figura 18.

Etiquetas ecoldgicas para ropa

Nota. Producto propuesto elaborado con escamas de pescado como alternativa
de etiquetas plasticas. Tomado de: D. Cruz Fabian y A. Oliveri Rivera,
Desarrollo de un producto elaborado con escamas de pescado como
alternativa al uso de materiales plasticos, Tesis de maestria. Universidad
Auténoma de Querétaro, Facultad de Ingenieria, México, Querétaro, 2018.
[PDF]
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Figura 19.
Prototipo de empaques ecoldgicos

Nota. Producto propuesto elaborado con escamas de pescado como alternativa
de envases plasticos. Tomado de: D. Cruz Fabian y A. Oliveri Rivera,
Desarrollo de un producto elaborado con escamas de pescado como alternativa
al uso de materiales plasticos, Tesis de maestria. Universidad Autdnoma de
Querétaro, Facultad de Ingenieria, México, Querétaro, 2018. [PDF]

Figura 20.
Muestra 4 papel de quitosano

Nota. La pieza 4 se elabor6 con una matriz compuesta por 49% escamas y 51%
quitosano. En (a) se observa el aspecto de la pieza de quitosano mientras que
en (b) se observa la muestra con un acercamiento que revela de manera mas

detallada como es la apariencia de esta.
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Figura 21.
Pastillas de escama de pescado

Nota. Pastillas de escama de pescado. Tomado de: D. Cruz Fabian y A.
Oliveri Rivera, Desarrollo de un producto elaborado con escamas de
pescado como alternativa al uso de materiales plasticos, Tesis de maestria.
Universidad Autonoma de Querétaro, Facultad de Ingenieria, México,
Querétaro, 2018. [PDF]

3.5.1. Prueba de retencién de pigmento

Se sumergieron en tinta verde fragmentos de las cuatro muestras de papel obtenidas en la seccion
anterior y adicionalmente, fue necesario realizar una muestra de papel reciclado de celulosa para
comparar los resultados de la prueba de retencion de pigmento.

Durante la realizacion de eta prueba se evidencia que la velocidad de adsorcién de la tinta en las
muestras es casi que inmediata, al cabo de 5 minutos, aproximadamente, todas las muestras se
encontraban completamente coloreadas con un tono verde. Algo por resaltar es que, aunque las
piezas que contenian escamas y celulosa en su matriz presentan un color visiblemente mas vibrante
sobre todo en las zonas donde se encuentran las escamas, su coloracion no fue homogénea en
comparacion con la muestra de sélo celulosa, la cual si presenta una coloracién uniforme pero su

tonalidad es notoriamente mas opaca que el resto de las muestras.
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Figura 22.
Resultados retencion de color muestra de celulosa

(a) (b)

Nota. La muestra de papel estda compuesta por celulosa reciclada al
100%. En (a) se presenta el resultado de retencion de color luego de 5
minutos de exposicion a la tinta, en (b) se observa el cambio en la
intensidad de color luego de 24 horas.

Figura 23.

Resultados retencion de color muestra 1

@ 0

Nota. La muestra de papel esta compuesta por una matriz de 80%
celulosa, 15% escamas y 5%-quitosano. En (a) se presenta el resultado
de retencién de color luego de 5 minutos de exposicion a la tinta, en (b)
se observa el cambio en la intensidad de color luego de 24 horas.
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Figura 24.
Resultados retencion de color muestra 2

(@) (b)

Nota. La muestra de papel estd compuesta por una matriz de 55% celulosa,
20% escamas y 25%-quitosano. En (a) se presenta el resultado de retencién
de color luego de 5 minutos de exposicion a la tinta, en (b) se observa el

cambio en la intensidad de color luego de 24 horas.

Figura 25.
Resultados de retencidn de color muestra 3

(@ (b)

Nota. La muestra de papel estd compuesta por una matriz de 30% celulosa,
20% escamas y 50% quitosano. En (a) se presenta el resultado de retencion
de color luego de 5 minutos de exposicién a la tinta, en (b) se observa el

cambio en la intensidad de color luego de 24 horas.
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Figura 26.
Resultados de retencion de color muestra 4

(@) (b)

Nota. La muestra esta compuesta por 49% escamas y 51% quitosano. No se

presenta ningun cambio en la coloracidon de las muestras (a) y (b) con el paso

del tiempo.
Como se puede observar en las imagenes anteriores, la prueba de retencion de pigmentos en las
muestras se ve afectada por la proporcion de componentes en las matrices de papel, esto quiere
decir que las piezas con mayor cantidad de escamas y quitosano presentan una retencion superior
del pigmento y una coloracion mas brillante e intensa en las zonas donde se concentran estos dos
materiales, como se evidencia en la figura 23 (b) comparada con la 25 (b).
Lo anterior se debe a la presencia de escamas y quitosano, los cuales actian como materiales bio
adsorbentes de intercambio iénico [5] lo que les permite la retencion de particulas coloreadas y la
proteccion de estas a la degradacion, esto se puede comprobar con las figuras 23 (b), 24 (b) y 25
(b), en aquellas regiones donde se encuentran acumuladas las escamas de pescado el pigmento
color verde se preserva brillante y vibrante luego de 24 horas, mientras que en las zonas de celulosa
se pierde la intensidad del pigmento. Algo similar ocurre con la muestra de papel en la figura 22
(b) en la cual no se presenta la retencion efectiva del pigmento luego del tiempo indicado y en
cambio, se observa una tonalidad verde opaca y desgastada.
Paralelamente, en la pieza de la figura 26, no se observd cambio alguno en la coloracién del
material al cabo de las 24 horas, ya que su matriz se compone de quitosano y escamas. Tal como
se menciono en secciones anteriores la presencia y cantidad de los grupos aminos en la cadena

principal de quitosano, le permiten protonarse convirtiéndolo en un polication, lo que hace posible
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que este material se enlace con sustancias cargadas negativamente como los colorantes sin
degradarlos [9].

Por otra parte, la razon por la cual las regiones de celulosa reciclada no son capaces de retener el
color por si mismas se debe a que fibras como la celulosa, algodén y lino no pueden formar enlaces
iGnicos debido a que en su estructura no poseen grupos acidos ni basicos que lo permitan, en lugar
de estos, dichas fibras se componen por una gran cantidad de grupos hidroxilo los cuales pueden
formar puentes de hidrogeno con los pigmentos que tifien la fibra directamente. Ahora bien, la
debilidad de este tipo de enlaces moleculares genera la pérdida del color en las fibras con el paso
del tiempo o con lavados sucesivos por lo que es necesario el uso de una sustancia llamada
“mordente”, la cual se une mediante enlaces covalentes con el colorante y con los grupos hidroxilos

de la fibra para poder fijar el color de manera permanente [57].

68



4. CONCLUSIONES
Tomando en consideracion las equivalencias estequiométricas mas frecuentes reportadas en la
bibliografia y los andlisis de composicion proximal para la muestra de escamas de Tilapia roja y
gris que se utilizaron para este proyecto, se evaluaron dos relaciones de desproteinizacion: 1:1 m/v
y 1:5 m/v, mientras que para el proceso de desmineralizacidn una gran parte de la documentacién
que si reporta las equivalencias concuerda con la relacién minerales-acido de 1:5 m/v.
A partir de los resultados generados para los procesos de desproteinizacion y desmineralizacion
en muestras con escamas molidas y sin moler, se concluye que para el caso de las proteinas la
mejor equivalencia es de 1:1 m/v ya que las muestras tratadas bajo esta equivalencia reportaron
aproximadamente 25.05 g de proteinas extraidas, lo que significa un rendimiento de extraccion de
91.13%. Por otra parte, con la Unica relacion seleccionada de equivalencia estequiométrica de 1:5
m/v para minerales se retiraron en promedio 4.00 g de minerales con un rendimiento de extraccion
del 94.89%.
Junto con las equivalencias estequiométricas, el factor de tamarfio de particula result6 ser crucial
para el producto resultante de las primeras dos etapas del proceso, en los que las muestras de
escamas molidas m: y ms presentaron una pérdida de peso mayor en comparacion con las muestras
sin moler mz y ma. Se determino que lo ocurrido pudo deberse a la generacion de desgarres en las
fibras de las escamas durante el proceso de molienda, provocando una mayor exposicion del
material con el solvente en el medio.
Se implementaron dos metodologias quimicas de desacetilacion de quitina en medio alcalino para
la obtencion de quitosano, cuya principal diferencia radica en las temperaturas y tiempos de
retencion y secado, asi como la implementacion de etapas adicionales de purificacion o
despigmentacién, como se reporta en la tabla 3.
De conformidad con las metodologias implementadas y los resultados obtenidos se puede concluir
que la metodologia 2 (M2) result6 ser la mas adecuada para la obtencion de quitosano a partir de
escamas de Tilapia sin moler, generando 5.91 g de quitosano en comparacién con la metodologia
1 (M) de la cual se obtuvieron 4.97 g. Con los anélisis FTIR-ATR realizados a la muestra de
quitosano obtenido, se determind su grado de desacetilacion de 84.80%, valor que concuerda con
los rangos reportados en la literatura para una desacetilacién media del material, el cual es apto

para aplicaciones en industria textil, creacién de nuevos materiales y tratamiento de aguas.
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Se logro la produccion de papel de quitosano implementando la metodologia 2 (M2) y elaborando
matrices de celulosa y escamas parcialmente desacetiladas las cuales permitieron el desarrollo de
tres hojas de papel con diferentes propiedades. Adicionalmente, fue posible desarrollar un material
completamente diferente a las muestras de papel y cuyas caracteristicas permiten impulsar esta
investigacion hacia el mejoramiento y desarrollo de este nuevo material que ha sido el resultado

del correcto aprovechamiento de las escamas de pescado.
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ANEXO 1

RECOMENDACIONES
El presente documento deja a disposicion del semillero de investigacion GPS de la Fundacion
Universidad de América, el desarrollo de futuros estudios que permitan enriquecer esta propuesta.
En ese orden de ideas se recomienda la investigacion sobre el grado de cristalinidad del quitosano
obtenido, factor que repercute en la identificacion del tipo de quitina extraida de las escamas de
Tilapia y las propiedades de formacion de fibras mas resistentes del biopolimero, quitosano.
De igual manera, se recomienda la experimentacion para determinar el peso molecular tanto de la
quitina como del quitosano producido, asi como también la construccion de las curvas tipicas
termogravimétricas (TG) para comprender la relacion en la pérdida de peso de la muestra en
funcion del aumento de la temperatura. De alli, se pueden modificar parametros de operacion como
la temperatura y concentracion de reactivos, de forma mas precisa para el tratamiento de esta
muestra en especifico, lo que podria significar una mejora en la calidad y propiedades del producto
final.
Adicionalmente, se sugiere ampliar el estudio de retencién de pigmento del quitosano con el
diagndstico de parametros cinéticos y termodinamicos del material para la aplicacion del método
de isotermas de adsorcion de Langmuir y Freundlich para la determinacion de la capacidad de
adsorcion del material.
Finalmente, se recomienda realizar pruebas de flexién, tensién y dureza de las hojas de papel y del
material alternativo al plastico obtenido para poder comparar los resultados con las propiedades
de materiales estandar que se comercializan en el mundo y de esta manera, continuar con la mejora
de los materiales producidos en este proyecto para que puedan llegar a ser competitivos en el

mercado de pulpa, papel y carton.
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ANEXO 2.
RESULTADOS — COMPOSICION PROXIMAL

:,
Wad
VoY
A
NS
WY
LABORATORIOS 5.A. Tecnologia al Servicio de la Industria Alimentaria
INFORME DE ENSAYOS
Muestra No.: A32605 Informe No.: 1-30274-00-FQ-21
Cliente: ANDREA CAROLINA FUENTES Fecha de recepcion: 2021-02-09
CARRILLO
Direccién: Calle 146 C # 77-19 Fecha de anilisis: 2021-02-09/2021-02-24
Producto: Escamas de pescado Tomado por: Cliente
Fecha de Fab.: No reporta Fecha de Venc.: No reporta
ID Muestra Cliente: |d S-2594-21-1 Condi. Muestra: Muestra en buenas
condiciones
RESULTADOS
ENSAYO RESULTADO uND METODO
Humedad 2027 (9/100 g) Gravimetra
Proteina kjeldahl 52.13 (/100 g) 180 1871
Grasa 0.ce (g'100 g) NTC 6240
Cenizas 2878 (/100 g) AACC 0801
Carbohidratos Totales 176 100 g) NTC 5122
Aporte Calonco 296 (Kcal't00g) NTC 812.2
Caldo 8707.85 (mg/100g) UNE-EN 15505(Digestion
microondas-AA llama)
REFERENTE [No Aplica |
NORMATIVO:
OBSERVACION: [No aplica |
Realizado por: 2021021 Aprobado por:

+adedys Nispoza &

PQO7127 FARLEIDYS NISPERUZA
DIRECTORA TECNICA

recwncemronue: [ 0710728 ]

LOS RESULTADOS SE APLICAN A LA MUESTRA COMO SE RECIBIO Y SON VALIDOS UNICAMENTE PARA LA MUESTRA ANALIZADA, SILA
MUESTRA ES TOMADA POR EL LABORATORIO (SEGUN PDT 90-73 TOMA DE LA MUESTRA) LA INFORMACION DEL MUESTREO ES
ENTREGADA POR EL CLIENTE BAJO SU RESPONSABILIDAD. LOS INFORMES NO PODRAN SER REPRODUCIDOS SIN AUTORIZACION DEL
LABORATORIO EXCEPTO CUANDO SON REPRODUCIDOS EN SU TOTALIDAD.

FIN DEL INFORME

Revisado por: 2003021

FOR90-118
Vemmo_g
Fecha de emision: 2020-1

Pagina 11
Codigo de plantlla: 16
Kra 53 No. 68-52 PBX 7425300. fax: 7550003 Begota DC.
www.enzipan.com.co E-Mail:laboratorio@enzipan com.co - info@enzipan.com.co
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ANEXO 3.
EJEMPLO - BALANCE DE MATERIA

Ey S
Xqo:? Secado - Xo:?
XH20°? 3843 g 60-80°C, 10 h 2635 XH20:?
S2

Balance de masa para un proceso de secado

Con el fin de ejemplificar los balances de masa representados mediante un diagrama de bloques
de proceso (BFD) en la seccion 2.6 del presente documento, a continuacion, se presenta el
procedimiento de balance de masa para la etapa de secado del material desacetilado. Etapa cuyo
objetivo es la remocion de la mayor cantidad de humedad de la muestra para la obtencion final del

biopolimero que servira de materia prima para la elaboracion del papel.

Ecuacion general de balance de materia

Entrada + Generacion - Salida - Consumo = Acumulacion (1):

Suposiciones para el balance de materia

Para el desarrollo de los balances se hicieron las siguientes consideraciones:

1. Estado estacionario
2. Proceso discontinuo
3. Proceso no reactivo

Determinacion de los Grados de Libertad (GL)

GL = Incognitas — Ecuaciones de balance — datos adicionales
GL =4-2-1

GL=1
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Planteamiento de las ecuaciones de balance

1. Balance global

E,=85+S (2
2. Balances por componente
Quitosano

Xoorr * Ey = Xpps1x S1 (3)
Agua
Xuporr * By = Xppos1 % S1+ Xypps2 xSy (4)
Resolviendo para (4),
Xpo0Et 3843 g = X051 % 26359+ 1% S, (5)

Despejando S, en (2),

S;=E; -5 (6)

Reemplazando (6) en (5),

Xpa0F1 ¥ 3843 g = X051 * 2635 g+ 1+ (E; — S1)
Xpyo0F1 ¥ 3843 g = Xpp0s1 * 26.35 g + 1+ (38.43g — 26.35 g)
Xpo0Ft #3843 g = X051 % 26359+ 1+12.08 g

X081 * 3843 g = X,pps1 * 26359 +12.08g  (7)
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Como se expone en la seccion 3.2.6 del presente documento, el peso de cada muestra luego de la
desacetilacion se reporta como peso de quitosano en base humeda cuyo contenido de agua
estimado es de 30-45%. Con esta informacidn, se designa un valor comprendido entre este rango

para la variable X, &1, correspondiente a 0.45.
0.45 % 38.43 g = Xp,0s1 * 26.35 g+ 12.08 g (8)

Resolviendo para X, ,s1,

(0.45 % 38.43 g) — 12.08 g
26359

XH2051 = 0.20

Teniendo en cuenta la restriccion por composicién para (3):

c
le' =1
i=1

Entonces:

Xoost =1 = Xyp0s1 (9)
Finalmente resolviendo para (3),
Xoor1 #3843 g = (1= Xyp051) * 2635 g
Xoor1 %3843 g =(1-0.20) * 26359

(1-0.20)* 2635¢g

X =
Qo 38.43 g

XQOEl = 055
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Tabla resumen balance de materia para un proceso se secado

Corriente E; | 38.43 ¢

Corriente S; | 26.35

Corriente S, | 12.08 ¢

X ok 0.55
Xgost 0.80
X201 0.45
X081 0.20
X 2052 1.00
Xg0:0.55 £y Secado 51 X0:0.80

Xp20: 0.45 3843 g 60-80°C, 10 h 2635 g Xp20+ 0.20

Sz 12.08 g

—> XH20+ 1.00
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