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Resumen

Meéxico se caracteriza por su elevada produccidn camaronicola, destacando el camardon cultivado
Litopennaeus vannamei (160 015 ton. anuales). En el afio 2010 CONAPESCA di6 a conocer que esta
especie genera 10% de la produccion neta (16 001,5 ton.) de desechos de exoesqueleto. Para atender esta
problematica, se propone la obtencion de quitosano de los exoesqueletos desechados del camarén a
través de un tratamiento quimico y caracterizarlo a su grado farmacéutico para su posterior mezclado con
un gel base (carbopol y trietanolamina). Ello permite obtener el producto del gel de quitosano, el cual es
biodegradable y amigable con el medio ambiente. Asimismo, presenta un efecto cicatrizante sin toxicidad
alguna, lo cual podria contribuir en la disminucion de problemas en la piel (incidencia de 62%)
—quemaduras, heridas y, principalmente, diabetes—, en cuyo tratamiento se emplean normalmente
diversos productos quimicos que podrian ocasionar toxicidad. Ademas, sera evaluado posteriormente
como coadyuvante en la regeneracion y cicatrizacion de heridas en la piel en un ensayo in vivo.

Palabras clave: ciencia de materiales, biopolimeros, gel, biodegradable, quitosano, cicatrizante, exoesqueleto, camaron,
Litopenaeus vannamei, heridas

Abstract

Mexico is characterized by its high production of shrimp, especially farmed Litopennaeus vannamei (160
015 ton per year). According to CONAPESCA (2012), 10% of net exosqueleton waste production (16

001.5 ton.) comes from this species. As a way to address this issue, obtaining chitosan from these
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exosqueleton through chemical treatment and its pharmaceutical grade characterization for further mixing
with raw gel (carbopol and triethanolamine) is proposed. This makes it possible to obtain biodegradable,
environmentally friendly chitosan gel. Its non-toxic healing effect could contribute to diminish skin
problems —burns, wounds and diabetes—, normally treated by other chemical (and possibly toxic)
products. It will be further evaluated as coadjutant for skin wound regeneration and healing in an in vivo

assay.

Keywords: materials science, biopolymers, gel, biodegradable, chitosan, healing, exoskeleton, shrimp, Litopenaeus
vannamei, wounds
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Introduccion

Meéxico se caracteriza por su gran productividad camaronicola, en especial el cultivo de camaron blanco
(Litopennaeus vannamei), el cual asciende a una produccion de 160 000 toneladas anuales que

representa 70% del en el pais (CONAPESCA, 2010).

La produccion de camardn estd acompafiada por la generacion de una gran cantidad de desechos de
exoesqueleto y cabeza que son arrojados en las costas, marismas o basureros, lo que ocasiona
contaminacion terrestre y eutroficacion en los ecosistemas acudticos y, por consiguiente, la pérdida de
biodiversidad y productividad (Wu et al, 2011). La polucién generada por los residuos derivados del
procesamiento de esta especie llegan a 30% de la produccion, de la cual 10 a 20% corresponde al

exoesqueleto y 20% a cabeza (CONAPESCA, 2010).

Aun cuando el desarrollo sustentable exige al maximo el aprovechamiento de los recursos (Segrelles,
2008), esto no se cumple, ya que los exoesqueletos del camaron son desperdiciados y, con ello, se anula
la utilidad del empleo de biomoléculas de alta demanda mundial, cuyos usos van desde la industria y
agricultura (Abdelbasset, Lorne, Ismail y Fouad, 2010) hasta la industria farmacéutica y biomédica (Jiali

et al, 2010).

El exoesqueleto del camardn blanco Lifopennaeus vannamei contiene un alto porcentaje de quitina
(30-40%) (Pastor, 2004). Esta se puede extraer y obtenerse —mediante hidrolisis acida y alcalina— el
polisacarido conocido comunmente como quitosano, y utilizarlo a su vez en la formulacién de un gel
biodegradable de quitosano. Cabe destacar que no existe en la actualidad este producto como tal, pero
existen similares que no hacen mencion de la especie utilizada (Garcia y Roca, 2008), asi como
ungiientos elaborados a partir de cangrejo Cancer cetosus u otras especies de crusticeos (Baltodano y

Yaipen, 2006).

El gel de quitosano biodegradable puede contribuir a la cicatrizacion y contrarrestar la incidencia de
heridas y quemaduras ocasionadas en la piel, las cuales se han incrementado alrededor del mundo. Tan
solo en México, de acuerdo a estudios realizados por el INEGI (2009), 62% de la poblacion ha sufrido

algiin tipo de accidente que implicé alteraciones en la piel. Ademas de los dafios dermatologicos por
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quemaduras, se presentan casos de afecciones cutdneas en las personas que padecen diabetes quienes,
como consecuencia de este padecimiento, sufren problemas de cicatrizacion, engrosamiento y
endurecimiento en la piel (Piérard, Seit¢, Hermanns-L&, Delvenne, Scheeny y Piérard-Franchimont,

2013; Tsourdi, Barthel, Rietzsch, Reichel, y Bornstein, 2013).

Estos problemas son atendidos con geles cicatrizantes a base de hialuronatos de zinc y sodio (Ill¢s, Javor
y Szijartd, 2002) y ketanserina elaborados con sustancias quimicas (Lawrence, Matthews y Cox, 1995;
Salazar, Ledn, Serrano y Torres, 2000; Liu et al, 2011), lo que los hace toxigénicos con minima
biocompatibilidad y biodegradabilidad nula; ademas, ello genera contaminaciéon al medio ambiente, ya
que poseen una estructura compleja de ceras derivadas de hidrocarburos (Espinosa et al, 2012) y
permanece por muchos afios en este, lo que le permite entrar en contacto con otras sustancias como
metales y posiblemente ocasionar una biomagnificacion de la toxicidad en organismos que se encuentren
en su entorno, alterando los ecosistemas expuestos a este agente (Irache, 2007). También existen

ungiientos (ceras) con quitosano obtenido de caparazon de cangrejo que presentan menor toxicidad

(Baltodano y Yapen, 2007) y brindan solucion a los problemas de la piel, pero no son biodegradables.

Este trabajo contribuye en la recuperacion de quitosano contenido en los desechos del camardn de la
especie Litopenaeus vannamei,, posibilitando la solucién del impacto que se ocasiona en el ambiente
(condiciones anoxicas de los ecosistemas) de dos formas: evitando arrojar los exoesqueletos del camaron
en las costas y usando estos desperdicios en la elaboracion de un gel que, ademas, sustituiria aquellos
productos quimicos que no son biodegradables y que se emplean en los procesos de cicatrizacion.
Actualmente este gel de quitosano es utilizado para la reconstitucion de la piel dafiada por heridas o
quemaduras en un ensayo in vivo; asimismo, se encuentra en proceso de gestion de patente en el Instituto

Mexicano de la Propiedad Industrial (MX/a/2013/085B66).

Materiales y métodos

Tras la recoleccion de la materia prima —exoesqueleto de camardn blanco cultivado—, esta se lavo, secd

y moli6 en una licuadora industrial. Posteriormente fue sometida a un tratamiento quimico basado en tres
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etapas. En primer lugar una desmineralizacion con 4cido clorhidrico (HCI) con relacion p/p 1:10 a 37°C
por tres horas, seguido de una desproteinizacion con hidréxido de sodio (NaOH) con relacion p/p 1:10 a
un intervalo de temperatura de 50-60°C por dos horas (Shahidi y Synowiecki, 1991). De aqui se obtuvo
quitina, la cual se caracteriz6 de acuerdo a los parametros establecidos por Gamage y Shahidi (2007).
Finalmente se obtuvo quitosano al aplicar una etapa de desacetilacion para la cual se emple6 NaOH

liquido al 50%, relacion p/p 1:10 a 80°C por tres horas.

En las transiciones de una etapa a otra se efectuaron lavados de los respectivos productos con ayuda de
un tamiz de acero inoxidable de 0,0016 pm de didmetro hasta obtener pH neutro; cada una de las etapas
se realizd en matraz de 1 L colocados en planchas electromagnéticas marca ThermoScientific con un

intervalo de temperatura de 200°C.

Posteriormente, con el fin de obtener quitosano grado farmacéutico, el polisacarido se purificd aplicando
técnicas de disolucion, filtrado con bomba de vacio y centrifugado a una velocidad de 8000 rpm durante
15 min. a 29°C en una centrifuga ThermoScientific (CIMAREC). Enseguida se efectu6 la caracterizacion
del quitosano, en la cual se determind lo siguiente: contenido de cenizas acorde con el método
establecido por NMX-F-083-1986; porcentaje de humedad segin el método establecido por
NMX-F-066-S-1978; porcentaje de grasas y aceites de acuerdo a la metodologia de
NMX-AA-005-SCFI-2000; porcentaje de nitrogeno con base en el método establecido por
NMX-068-S-1980.

El grado de desacetilacion se llevd a cabo segun el método de valoracion titulométrica, midiendo el pH
cada 2 mL con un potencidmetro ThermoSientific modelo Orion Star en una disolucion de 0,04 g de
quitosano en 35 ml de &cido clorhidrico 0,01 M, valorada con hidréxido de sodio 0,1 M. El peso
molecular se determind por el método viscosimétrico, para lo cual se empled un viscosimetro capilar tipo
Ostwald equipado con un bafo termostatico para mantener una temperatura de 25°C. Se estableci6 el

tiempo de caida a partir de la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada.

Una vez caracterizado el quitosano y corroborando que cumple los parametros para ser utilizado en el
area farmacéutica, se procedio a la elaboracion del gel biodegradable. En primer lugar se prepar6 el gel

base agregando agua tibia (30°C) en el recipiente de la agitadora; enseguida se incorporaron carbopol
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50% p/p, trietanolamina 40% p/p (Abdullah ef al, 2011; Karavana et al, 2012) y alcohol 9,7% p/p con
agitacion constante a 300 rpm durante 15 min. hasta lograr una mezcla homogénea. Luego se agrego el
quitosano (ingrediente activo) en concentraciones de 0,15% y 0,30% (p/p). Una vez obtenidas las

diversas concentraciones, se envasaron en frascos de polietileno de 100 g previamente esterilizados

(Garcia y Roca, 2008).

Resultados y discusion

La quitina obtenida cumplié con los pardmetros de color, textura y solubilidad, lo que permitié que fuera
transformada en quitosano. Se obtuvo un rendimiento de 31% —310 g a partir de 1 kg de exoesqueleto
molido—, el cual se encuentra por encima del maximo rendimiento logrado de camarén (30%, especie no
especificada) reportado por Hernandez et al/ (2009). Una vez purificado el polisacarido, se obtuvo su
grado farmacéutico con un rendimiento de 20,55% —205,5 g a partir de 1 kg de exoesqueleto molido—,
siendo superior al maximo rendimiento alcanzado por Gacén y Gacén (1996) (10%, especie no

especificada) y por Baltodano y Yaipen (2007) (7,02% , cangrejo especie cancer cetosus).

En el area biomédica, especificamente en la aceleracion de curacion de heridas, se requiere que el
quitosano muestre valores bajos de contenido de grasas ya que, de no ser asi, los grupos acetilos
permanecen ocupados por las grasas, lo que obstruye la posible interaccion con las proteinas de adhesion
celular encargadas de la formacion de fibrillas y enlaces con el colageno y retarda el proceso de
cicatrizacion y regeneracion de la piel (Arce, 2011). En nuestro caso, la caracterizacion fisicoquimica del
quitosano grado farmacéutico arrojo un contenido de grasas y aceites de 0,8 = 0,2160 g/kg, adecuado
para su aplicacion en la aceleracion de curacion de heridas y que, al mismo tiempo, conserva su

propiedad de biodegradabilidad.

Es importante la cuantificaciéon de diversos parametros. El porcentaje de cenizas indica la presencia de
impurezas de tipo mineral, como el calcio contenido en sales de CaCO,, o incluso la existencia de
contaminantes metalicos y productos de ignicion que son retenidos en la etapa de desacetilacion; en
nuestro caso, el valor obtenido fue de 0,51%. Con respecto al porcentaje de humedad, su resultado

dictamina el proceso de manipulacion que se le dard al quitosano, debido a que es un compuesto

ISSN 1900-6241 No 138 Julio 2013 :: Bioplasticos

VIRTUALPRO

WWW . REVISTAVIRTUALPRO.COM




Elaboracion de un gel biodegradable... H.F. Martinez Sanchez et al

altamente higroscopico; nuestro quitosano arrojo un valor de 2,73%, lo que facilita su almacenamiento y
es un parametro importante a considerar al efectuar otros analisis de caracterizacion (Khan, Peh y Ch'ng,
2002). Por su parte, la evaluacion del contenido de nitrégeno permite corroborar la presencia de grupos
amino, cuyo interés es su aporte anfotérico y bacteriostatico al gel de quitosano un caracter anfotérico y
bacteriostatico (Kulkarni, Kulkarni, Keshavayya, Hukkeri, y Sung, 2005); el valor para nuestro caso fue
de 6,23%

Los resultados de la caracterizacion de estos parametros indican que el proceso empleado para la
obtencion de quitosano propicia la reduccion de impurezas y aporta mayor biodegradabilidad (Dong, Xu,

Wang, Wang, Wu y Ruan, 2000).

Tabla 1. Resultados de peso molecular y grado de desacetilacion de quitosano para aplicaciones farmacéuticas

Investigaciones que aplicaron quitosano en la Peso molecular Grado de
farmaceitica g/mol desacetilacion
Esta investigacion 1,0 x10° 72.4%
Khodaverdi et al (2012) 1,3 x10° 75%-85%
Xuetal (2013) 1,6 x10° 75%-85%
Cao et al (2009) 5,0x10*a 1,9 x10° 75%-85%
Wisénieswka-Wrona et al (2002) 1.4x10° 82%-85%

Fuente: elaboracion propia (2013)

Dentro de la caracterizacion de quitosano grado farmacéutico, los pardmetros a evaluar mas destacados
son porcentaje de grado de desacetilacion y el peso molecular, ya que estos marcan la pauta para
determinar si un quitosano puede tener aplicaciones industriales o farmacéuticas. El peso molecular
obtenido para este quitosano es de 1,0 x10° g/mol, el cual presenta similitud con otros aplicados en la

farmacéutica (tabla 1).

El grado de desacetilacion cuantificado en este estudio fue de 72,3%, siendo similar al obtenido por otros
investigadores (75-85%). Esto es importante, ya que se requiere de un quitosano con un grado parcial de
desacetilacion (60-90%) debido a que se degrada mas lentamente que los de grado bajo; una degradacion

demasiado rapida puede ocasionar una reaccion inflamatoria aguda durante el proceso de curacion de la
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herida asociada a la acumulacion de productos de degradacion, presentandose asi un efecto no deseado
incrementando el tiempo de cicatrizacion de la herida y pudiendo ocasionar severas complicaciones en las
personas que presentan diabetes (Kojima et al, 2004; Pastor, 2004; Minagawa, Okamura, Shigemasa,

Minam y Okamoto, 2007; Alsarra, 2009).

Por otro lado, el quitosano debe mantener un minimo de tres unidades acetiladas consecutivas. Si el
producto es altamente desacetilado se corre el riesgo de perder estas unidades acetiladas, las cuales son de
vital importancia para que el sustrato sea reconocido por la lisozima y que esta pueda degradarlo,
permitiendo asi la granulacion y organizacion celular del tejido dafiado al formar una cicatriz disminuida

(Ueno, Mori y Fujinaga, 2001).

En cuanto al diseno del gel, este se elabord a base de quitosano grado farmacéutico en estado semisolido
para mantener el ingrediente activo en contacto con la piel. Debido a su estructura molecular permitira el
transporte de oxigeno del exterior hacia el interior y funcionara como un vendaje oclusivo. Es muy

recomendable en los procesos de cicatrizacion y heridas.

Conclusiones

Bajo las condiciones experimentales aplicadas en este trabajo se logré extraer quitosano de exoesqueletos
de camar6n blanco Litopenaeus vannamei con un rendimiento de 31%, lo que permite sefialar que se
alcanz6 una transformacion eficiente. Se obtuvo la desacetilacion termoalcalina de la quitina en 72,45%.
Los resultados de porcentaje de cenizas, humedad, grasas y aceites, peso molecular y grado de
desacetilacion demuestran que el quitosano obtenido en esta investigacion cuenta con la calidad necesaria

para aplicaciones médicas o farmacéuticas como agente biodegradable.

El gel de quitosano presenta grandes ventajas en comparacion con otros productos cicatrizantes, ya que
este solo se prepara con cuatro ingredientes (trietanolamina, carbopol, alcohol y quitosano) y de los
cuales ninguno presenta toxicidad alguna; otros, ademas de requerir del gel base (trietanolamina y

carbopol), incluyen otras sustancias como poliacrilamida (Xu et al, 2013), pantenol y portulaca (Shaul
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Hasson Nisis, 2009) o glucano (Valentova, Bilerova, Suldkova y Velebn, 2009), lo cual hacen mas

complicados sus procesos a diferencia del nuestro.

El proceso de elaboracion del gel de quitosano también muestra grandes virtudes. Requiere de un proceso
corto y con costos minimos, ya que la materia prima se obtiene facilmente (residuos de camar6n). En
contraste, otros productos cicatrizantes generados por procesos complejos —y, por ende, mas costosos—
utilizan mayor niimero de ingredientes de caracteristicas quimicas con posible toxicidad, lo cual podria

afectar a las personas que lo utilizan y al medio ambiente al no ser biodegradables (Veiga y Ruiz, 2004).
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