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1. INTRODUCCION

Hoy en dia toda clase de alimentos viene conservado en alguna clase de envase o contenedor,
envoltorio, o muchas veces el envase y el alimento es todo uno (el caso del platano, huevos,
entre otros). En muchos casos estos envoltorios o contenedores son comestibles, como el
recubrimiento de los embutidos, cono de helados, frutas, etc. Los biopolimeros tienen
propiedades muy atractivas para el empleo en envasado de alimentacion. En la actualidad
mucha investigaciéon se esta llevando a cabo para potenciar el uso de biopolimeros como
recubrimientos o parte de sistemas activos con el fin de proteger la calidad y seguridad de los
alimentos. La finalidad es minimizar la cantidad de materiales externos no biodegradables y

la mejora de la conservacién y propiedades organolépticas del alimento.

Una linea prioritaria de investigacién con gran potencial son los polimeros derivados de
fuentes renovables, genéricamente llamados biopolimeros, obtenidos a partir de
macromoléculas naturales. Actualmente los biopolimeros basados en polisacaridos, proteinas
o lipidos, obtenidos directamente de productos marinos o agricolas son los que estan siendo
objeto de un mayor estudio como material de envase o recubrimientos de alimentos. La gran
ventaja de la utilizacién de estos materiales es que son naturales, biodegradables y en
muchas ocasiones pueden ser extraidos de residuos o como subproductos de la industria
agricola o alimentaria. Es por ello que la ventaja es doble, ya que el coste de la materia prima

se abarata y porque ademas, se le da un valor afiadido a un residuo o subproducto industrial.

Con este proyecto se pretende impulsar la linea de biopolimeros en AZTI, profundizando en
el estudio de extracciones de biopolimeros, uso y aplicaciones como recubrimientos y films
activos. De esta forma se intenta obtener el conocimiento y experiencia necesaria para
comenzar a ser competitivos y poder ofrecer a la industria alimentaria una alternativa

factible y real de los biopolimeros para aplicaciones en alimentos y envases activos.

Se ha desarrollado un proceso de evaluaciéon de distintas alternativas de aprovechamiento de
los residuos generados en la acuicultura. Debido al gran interés existente por numerosos

empresas de acuicultura, se ha enfocado la tarea principal en la extraccién de quitosano.
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Paralelamente se utilizé parte de la financiacién de este proyecto para la realizacién de otro
tipo de actividades complementarias relacionadas con la tematica de los biopolimeros que se
describen al final del informe y que han servido para complementar, impulsar y dar mas

presencia y contenido a la linea de biopolimeros.

2. BENEFICIOS GENERADOS

El objetivo general de este trabajo es la obtencién de quitosano de los residuos generados del
procesado industrial de cangrejo de rio (Procambarus clarki, con el fin de proporcionar una
alternativa para la obtencién de un producto de alto valor afiadido y mejorar asi la
rentabilidad de las plantas procesadoras de cangrejo. Asimismo, se pretende establecer
cuales son los requisitos técnicos, legislativos y de mercado que puedan determinar la

viabilidad de la obtencién de quitosano y su aplicacién comercial de modo y a escala real.

2.1 RESULTADOS MAS IMPORTANTES Y UTILIDAD DE ESTOS

Basados en experiencias anteriores y en otros trabajos de extraccién realizados con cangrejo
de rio, se ha seleccionado un proceso de extraccién (detallado en la Figura 1). En el diagrama

se indica ademas, el rendimiento aproximado estimado para 100 Kg. de materia prima.
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Figura 1: diagrama del Proceso General de Obtencién de Quitosano

Desacetilacién (DA)

La desacetilacién es el proceso en el que la quitina se convierte en quitosano tras la
extraccion de los grupos acetilos. En este proyecto se estudiaron tres tipos desacetilaciones
para probar el metodo mas efectivo que nos de un producto de alto grado de desacetilacion y
que nos

Metodos de caracterizacion

Para caracterizar los productos obtenidos se realizaron analisis de humedad, cenizas,

contenido de nitrégeno, grasa, solubilidad, grado de desacetilacién y andlisis antimicrobiano.
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Las céascaras trituradas se lavaron exhaustivamente con chorro de agua a temperatura
ambiente para lograr una mejor remocién de la masa proteica (proteina recuperable) pegada
a las cascaras. Después de escurrirlas bien se dejaron secar durante 12 horas a 60°C, se
pesaron y se midié el % de humedad. Esta fraccién (ciscara seca recuperable) se consideré la

base de los sucesivos rendimientos de las etapas de la extraccién calculados posteriormente.
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Figura 2: diferentes etapas del proceso de extraccién; (a) trituracién de las muestras; (b)
etapa de acondicionamiento, lavado de las céscaras; (c) cdscaras limpias y listas para secar;
(d) etapa de desproteinizacién; (e) etapa de desmineralizacién y (f) decoloracién de la

muestra.

La composicién de las cascaras residuo nos dio un 21,52% de contenido en quitina, resultado

en concordancia con otros estudios realizados para el mismo tipo de materia prima.

Las muestras de quitosano extraidas tras ser secadas 24 horas a 60°C consiguen un % de

humedad de entre 7.0% a 8,5% y este valor de mantiene después de dos meses de
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almacenamiento. Valores en concordancia con otros estudios realizados anteriormente.

Normalmente los quitosanos comerciales contienen menos de un 10% de humedad.

El contenido de cenizas es un indicador de la efectividad del proceso de desmineralizacion
(DM, el cual es una eliminacién del carbonato calcico. Adema4s, el contenido de cenizas en el
quitosano final es un parametro importante ya que las cenizas residuales pueden afectar la
solubilidad, contribuyendo a disminuir la viscosidad y afectando la calidad del producto final
(menos pureza). El contenido inicial de los residuos a tratar era aproximadamente de un
50%. Las muestras finales de quitosano extraido nos dan un contenido de cenizas de menor al
0.1%. El contenido de cenizas estda dentro del rango aceptado para este tipo de productos
(<3%) e incluso dentro del rango que se supone para un quitosano de alta calidad, el cual
debe tener un contenido de cenizas menor al 1%. Esto nos indica que nuestra extraccién es

Optima.

La proteina esté unida por enlaces covalentes formando complejos estables con la quitina y el
quitosano. Es imposible lograr el 100% de desproteinizacién. El nitrégeno queda en el
quitosano contenido en el grupo amino (-NHz). El contenido inicial de las cdscaras de residuo
era de un 15.83%, resultado acorde con la caracterizacién realizada por otros estudios para el
mismo tipo de residuo. La desproteinizacion realizada para la extraccion de quitina es de un
6,6% y para los quitosanos es de 7.2-7.6%, estos datos son aproximados al 7%, valores
reportados por otros investigadores. Segun las referencias consultadas el polvo de quitosano
varia en la naturaleza desde amarillo claro a blanco. En el caso del cangrejo de rio parece que
los pigmentos estdan mas intimamente ligados a la matriz ya que la decoloraciéon no parece
ser tan efectiva como para otras especies reportadas en la literatura. El producto obtenido en

nuestro estudio ofrece un color crema con algunas pequenas particulas de color anaranjado.

Los resultados de los estudios antimicrobianos indican que los quitosanos extraidos en Azti
muestran actividad antimicrobiana frente a Listeria innocua en las condiciones de ensayo.
En la Figura 3 se observa como durante las primeras 22 horas de incubacién, se observ) un
descenso de ufc-s desde 106 ufc/mL hasta el limite de deteccién de 10! ufe/mL en el quitosano
extraido nimero 12 y en el comercial, mientras que el quitosano extraido numero 13 necesita
29 horas para alcanzar el mismo nivel. El quitosano extraido ntimero 11, por el contrario, es
el que menor efectividad mostré ya que los recuentos de listeria sélo descendieron hasta
1.7x102 ufc/mL recuperando el crecimiento y llegando hasta 1x105 ufc/mL tras 59 horas de
incubacién. Se continuara trabajando en el analisis antimicrobiano de estos quitosanos con el

fin de evaluar la efectividad de los mismos en el tiempo.
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Figura 3: Desarrollo microbiano de los diferentes quitosanos
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2.2 CONCLUSIONES

Los resultados de la caracterizacion del producto extraido nos indican que los
procesos de desproteinizacién, desmineralizacién y decoloracién realizados en AZTI
han sido efectivos, los bajos indices de cenizas, nitrégeno y grasa, nos indican que el
producto final esta libre de impurezas y que los procesos de desproteinizaciéon y
desmineralizaciéon son los correctos, por lo que conseguimos un quitosano de alta

pureza.

Se ha logrado poner a punto un método de desacetilacion mediante autoclavado
(DA11) el cual genera un quitosano soluble con mejor grado de desacetilacién y por
mejor solubilidad del mismo. El sumergir la quitina en solucién basica previo al
autoclavado (DA13) hace posible obtener un quitosano de igual o mejor calidad que
doblando el tiempo de autoclavado. Esta técnica, ademas, rentabiliza el proceso ya
que el rendimiento es superior y se economiza en coste de energia. Aun asi, se puede

decir que el quitosano obtenido por los tres métodos analizados es de gran calidad.

Se ha realizado la caracterizacion fisico-quimica de los diferentes quitosanos
extraidos: solubilidad, andlisis quimico, colorimetria, humedad, FTIR, vy
viscosimetria. Los resultados obtenidos nos indican que el quitosano extraido en
AZTI es de gran pureza y calidad. Gracias a la colaboraciéon con la UPV se ha
podido completar esta caracterizaciéon del quitosano. AZTI en compensaciéon ha
realizado ensayos de reologia de varios biopolimeros para la UPV y a puesto a
punto la metodologia para el estudio de la tensién superficial de filmes

biopoliméricos utilizando el equipo de FTA32 para “contact angle”.

Se ha realizado la evaluacién de la capacidad antimicrobiana mediante estudios in
vitro. Los resultados de los estudios antimicrobianos indican que los quitosanos
extraidos en AZTI muestran actividad antimicrobiana frente a Listeria innocua en
las condiciones de ensayo, alguno de ellos con efectividad tan alta como la del

comercial.
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3. TRABAJOS COMPLEMENTARIOS

e Paralelamente al trabajo de extraccién de quitosano se ha optimizado el proceso de
extraccion de proteina de atun de residuos de conserveras. Se ha desarrollado una
vigilancia sobre filmes y recubrimientos de proteina miofibrilar para seleccionar
unos parametros basicos a utilizar en nuestros laboratorios a la hora de elaborar
dichos filmes. Una vez realizadas las pruebas preliminares de preparaciéon de
filmes con proteina de atin de residuos de conserveras y tras definir algunos
parametros basicos para su obtencién, se realizan nuevas prueban utilizando
diferentes condiciones de extraccién (T, pH, tiempo de extraccién, etc.) para obtener
una proteina de mejor calidad o un mayor rendimiento en el proceso y asi utilizar
una menor cantidad de proteina a la hora de realizar los filmes. Por otra parte, se
han realizado unas primeras pruebas de la capacidad antimicrobiana de la
proteina. En estos momentos se continuia el proceso de optimizacién de la

extraccién ya que se han tenido problemas con el método.

e Con esta temAtica como base, “biopolymers for food packaging” AZTI mantuvo (de
enero a mayo del 2007) diversas reuniones junté con un consorcio compuesto por 10
diferentes socios europeos con el fin de redactar una propuesta en el VII Programa
Marco Europeo. El call en el que se enmarcaba la propuesta era el NMP-2-4-3-
"Renewable materials for functional packaging applications". En esta propuesta de
proyecto llamada “Renewable water barrier and active packaging” (REWAP) se
describia el desarrollo de envases activos alimentarios con materiales renovables
biopoliméricos con funcionalidad antimicrobiana. El objetivo era el uso de materiales
renovables para la fabricacién de los envases activos y la mejora de la conservacién
de los alimentos. La propuesta fue rechazada en junio. El consorcio, aun asi, ha
decidido mantenerse en contacto para la posible redaccién conjunta de futuras
propuestas europeas. Gracias a la participacién en esta propuesta, AZTI, ha dado un

primer paso para darse a conocer a nivel internacional en este area de trabajo.
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e Kl 16 de noviembre, Idoia Olabarrieta, presentdé en la Escuela de Ingenieros de
Bilbao (Departamento de Ciencia de los Materiales), la tesis doctoral en euskara
“polimero naturalen hesi propietateak eta portaera mekanikoa hobetzeko
estrategiak- kitosanoa, esne-gazur proteina eta gari-glutena” (ESTRATEGIAS
PARA LA MEJORA DE LAS PROPIEDADES MECANICAS Y DE BARRERA DE
LOS POLIMEROS NATURALES- Quitosano, proteina de suero de leche y gluten
de trigo). Esta tesis, iniciada y desarrollada en gran parte en Suecia y financiada
parcialmente por El Vicerrectorado de Euskera de la UPV, ha servido para
comenzar oficialmente y afianzar una relacién de colaboracién entre la UPV y

AZTI.
Resumen tesis

El quitosano, la proteina de suero y el gluten de trigo son biomateriales con
prometedoras propiedades para su empleo en aplicaciones tales como envases.
Tienen buenas propiedades formadoras de filmes y buenas propiedades barrera
en condiciones secas. Ademas, por ser extraidas de subproductos del procesado
industrial de alimentos y ser biodegradables, ofrecen ventajas ecolégicas sobre
los polimeros derivados del petréleo. Aun asi, sus caracteristicas fisicoquimicas
deben ser mejoradas para convertirlos de interés comercial para la industria de
envases. El objetivo de este trabajo es el estudiar diferentes estrategias con el
objetivo de mejorar la resistencia al agua y las propiedades de envejecimiento
de éstos polimeros, las cuales son las desventajas clave de estos materiales.
Palabras clave: polimeros biodegradables, quitosano, proteina de suero, gluten de
trigo, Poli (-caprolactona), montmorillonita, envases de alimentos, propiedades

mecdnicas, envejecimiento, pH, migracion.

e Entre las acciones de colaboracion realizadas entre la UPV y AZTI ha estado la
gestion de la participacién, en el curso 07/08, de dos investigadores de AZTI en la
docencia de parte del Master de postgrado “Ingenieria de Materiales” impartido por
la UPV. Para ello, se ha preparado la materia que se va a dar en la asignatura de
dicho Master titulada "Obtencidén, propiedades y aplicaciones de biopolimeros y

sistemas poliméricos biodegradables".
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4. DIFUSION

e Los resultados obtenidos de la extraccion de quitosano se van a utilizar para
presentar una publicacién cientifica con autores tanto de AZTI como de la Escuela
de Ingenieros de Bilbao. En estos momentos se tiene un borrador, a la espera de los
ultimos resultados de viscosimetria y peso molecular que estdn siendo realizados
por la UPV. La revista inicialmente elegida es el: Journal of Agricultural and Food

Chemistry (ACS Publications) con un factor de impacto de 2.32.

e Dentro esta linea también se ha realizado un pequeno estudio de caracterizacién de
filmes de proteina de pescado utilizada por el restaurante Mugaritz. Los resultados
obtenidos han sido incluidos en una presentacién oral realizada en la conferencia
“Delivery of Functionality in Complex Food Systems: Physically-Inspired
Approaches From Nanoscale To Microscale”, el 8-10 de octubre del 2007 en la
Universidad de Massachusetts, Amherst, MA, USA.

o Los resultados presentados en la Conferencia anterior han sido utilizados para la
redaccion del articulo cientifico siguiente, enviado a la revista Food Byophysics:
“From the chef’s mind to the dish: How scientific approach can help to make the
way easier”’, con Juan-Carlos Arboleya, Idoia Olabarrieta, Andoni Aduriz, Daniel
Lasa, Javier Vergara, Esther Sanmartin, Leire Iturriaga, Antonio Duch and Ifigo

Martinez de Marafén como autores.

Como se ha descrito anteriormente, el presente proyecto, a pesar de haber tenido como eje
central la extraccién y caracterizacién del quitosano para su aplicacién en envase activo, ha
servido para desarrollar diferentes estudios y tareas en paralelo en la tematica de polimeros
naturales que ha servido para afianzar la linea de biopolimeros en AZTI. Durante este afio se
ha profundizado en el estudio de su uso y aplicaciones como recubrimientos y films activos.
Gracias al presente Convenio Marco se ha gestionado y planificado el inicio de una tesis
doctoral para el préximo curso que tendra como tematica los biopolimeros en envase activo y
sera dirigida desde AZTI, la cual, lanzara por fin, la linea estratégica de biopolimeros en

envase activo en esta empresa.
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