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El ccfalotOrlLX de can1arPn ú ··c.ihc:/..._. de can1urúo"" rcprc:->cnta ¡ictualn1cntc 

!'>oUbproductl- apruvcchahlc por -.u ~dto \:1..11uenido de pr<1tcina. 4111tina y p1g1n<.•ntos. El 

cn1pleú del cefulotóra:-.. t.•vlta la '-·ontarninau\.n tlC.t~H'nad...1 ... d ~1rrnJ•H c:.tc .. Lh::-.pcrd1c10 .. 

a tiradcr0s 111un1cip.tlc~ y lecho:-. rnanno:'>. ~·' que .111u..1J1ncntc ~11n ~~cncr.u..1.c. 43,000 

toneladas que puclkn !>cr rcapn•\echada'.'. l !n '-"JCtnplo lo rcprc:-.cn1an Jo., pign1cnto!>. 

rosado" del c;1n1arún. 1:1 ..:1htu .Je: la .1st~".~u\11na u1nH .. ·r...:111l. \.Cndid.1 p"r la i.:orupañia 

linffn1an -L.1 Rlld~1,.· tSul/al. _.,c c111.:ucntr~1 entre ::.POO ~ ~.5110 dnlarr-. l..;.! def)<.:'ridu:ndo 

de ... u e:1li<luJ ~ l.·1,n1c-n1.Jn d.: .1-.!~1,.1n!1n.1 ( í' 1,.·¡ • S"" e" n.'>t.'1X.!nt1:1.1 '.- el rc.:-.10. •>;::"u, lo 

constitu:-cn los vchkulo~ dc d1o.;per:-.iún 1. e-. decir. Xtl ~~r.unP..., .Je .1:-.1.a."\.antina se 

'-·01nerciah/J.tl ,.k·-. ... h_.. ;.1pru"\.1tnaLlarncn1e S~O.(HJO h<L'>ti.1 S:!OO.CHHt pc ... 11'> rrn:xa;..u10..•:-.. 

L11..·pcnd1cndn del ..._·untl·n1dP de p1~n1cnto l·ntrc io-. u,,,.., ljlH: -.t.· lt:-. pueden dar·' la .... 

\:aif'llCt'IClf'rl'l<."lna:-. ~<.: Cilf.."tlC!llfo.tll !P-. dt• í'l)-:'ll1ent,u J.1 piel :- tc_11do-. o..Jc e~pCClC'> 

~cui1..:ol.1s f.."l•rnu s.1!n1urH:..., :- tn.1¡;ha-. .n1..:t)1n-.. .1un1cntar!dl• d<.· e-.t.1 fr,nn.1 ~u v.1ll1r 

1.:ona:rL:1al. l:n e! prc'>cntc tr;ih.1_ro ....... util1/" c..·l ...:cfah•r,-·ra-... .Jc ca1nan·1n pa~a oht<.'nt:r 

p1gn1cnt ..... ,::. .1~uci.1.j,1-. .1 pn1te1r..i.,. ll.'..U<ltcnupr1•tc.·1c.1'.'.l 1..·111pk·an..!•• tJfl,t cn/.UH<t 

prL)lt.•olit1c.1 de act1v1Ja.J prot'>,hL1 que pern11t1cra hi.Jrnlil'.tr .d ..._-,·1.i!.it"rª' ~ ._ibtcncr 

pi~mcnt0c;. con 1"':1.1yor cst.1hd1d..td. para lo cu.ti '>t: c.:.tra1.·tl·nl'1·~ t.1ntu J.1 harina de 

can1arón (ano.1li~1s pruxnn.111. l,.""t1n1d la ennrna 1 act1v1daJ 1..·n.•arn•·1:H.:a :- ""Je solubd1d..1d 

en TC.·\.) sohn: un .,u-.1rat11 c(1n11cidu t..:a.<>etna al qq•~", p.ira p<.1..,tt:nonnent<." ernple;.irla 

!>Obre la h.tnna .Je ccf.alutorax .Je l.'.anH1rún 1.a hanna .Je ccfalütora: ... tue ~lHne1id.J. .J. 

diferentes tiempo~ de h1tJrol1:<>1;:,, ( 10 • ...:o. ·HI. hlJ. 1..:ll. IXll n11nutl1:-.1 u111u.a.nu0 una 

protca..c,.a alc.:..slin'-1 (P:\-3000 F~~tLX S . .-\. Je C \" l cnn una rcl.u.:i1..u1 <le ES de O:;:; 

~ó (6.69 L1 'g protcmH). de l 0 ó ( 20.JJ L' g protcina): l1e 3° u' t1 l .017 t · ·~ pn•tcinaJ en 

valore!'. <lc plt Ce: 9.5 y tcmpcratura de 5lr'C Con la ayu.J.1 Jcl an~il:!-.1-. dc va:ianz.a con 

un 99'~(J de c..:unfiah1lidad se deh.:rrn1nú la relación úptim.i. rcsult<.!.nJn ~c.:r del luu. :..t 
que al i.:.itx-. de ::: !'11lras Je rc.:a(.:i.:i(,n. :-.1,.• nbt1enc la m.1xim~1 cantidad .Je prPtcin01 ~oluhlc. 

P.S. tJ3.06 n1g P S 'mL i. en tanh1 4uc 1.1 1naxin1.J. cantidad <lc Pl!-!tm:ntu:-. 12.1rntc.:nGi..k~ 

se obti~ncn al cJbo <le 60 minulo:-. de lw..irnlis1'- ( 17 57mg ~k carotcnuidcs g Je 

carotcnoprotc1na..~). detcrn11nadl':-. c~pectrofpt(1n1t:tnc.uncnte. l·-.t11 :-.e uhtlJ\.l) .1 p-1rt1r di: 

::?.5g de ha.rin..t. d::·miim:raliL..ada de.: cahc/as de- c.:;ur1arún ( 31 l~ de f.."ahc:t4b fn:!'cas di: 

camarón). Se cornprnho la cst<ibilidad del pign1ento en la." l..'.arolcnuprntdna.s al ~t."r 

comparadas durante tres scn1tma......, con loe;. pigmento~ ai~ludo~ \:on disolventes 

orgánicos. Si ~e con~idcra c~tc rendimiento y el precio <le venta más b::ijo par:i el 

pigmento contenido en el complejo carotcnoprotcinicn. es po:-.itilc paga!" no ~olan1cnte 

los precios de obtcm.:iün del cornpit:jCl. sino ohti.:ner gananc1.b a p.Lrtir Je.: ~u\. en ta. 



l. A1'TF.CEDF.NTES 

1.1 Probkméticn 

La industria acuicola en ?\1éx1co hn tenido un notable crecimiento en los últimos 5 anos. 

siendo el r.:wnurún uno de los pnncipulc.., productos acuícoJa.._.,. de mn)or dczn:mda en el 

mercado rnundial. L>unmtc J 9<J5 fueron C<tpturadns alrededor de K(, mil toneladas de 

c¡un;i.rón en lo" litor.1lt:-.. Jcl Golfo de ~féxÍC•") y dd Pm.:ifico . ..,icndt• d c~t.:.uJo de S1nuloa la 

cntidaJ ll:dcrat1v.:.1 que ol"-tUVll t.~n C"-.c ~uln la tnayur pn•duccii•n de cunarón c2lJ.98\ TI L:...,tc 

volun1cn n:prescntó para nuC'~tn.., p:.!b un Hnportantc aporte Je divisa.<> dchido a 'º"' alto ... 

volUn1cnes de cxportac1ún ( 34.7 lb ·1. con urM gcncraciún aproximada de S ..;.i:!,974.0 lJSDJ 

(SE~tAR!'AP. 1945). 

El consumo de pcsc.:.1dos pnn.cnicnh:s de granja.-; acuicolas con!>titU)>C del 10 -15 ~ó del 

total de lu producción ncuicol" a nivel n1und1ul, dc~tucundo c-ntrc cst.i.s especie:-. el ~lmón) 

la trucha arcoiri!<.. Se cah:ula que tres de cada 1 O s<tlmones con~unlidos en el mundo son 

criado .. ~n r-ranja ... acukt1la:-. y se espera 4ue oara el JJ":ln ~OUU ~e cultt\.en 460.0UO T de 

salmonc:-. En 1990. m.1s de 200.00U T de ~lmón fueron proJucuJo~. pnncipalrncntc en 

Noruega. abarcando prácticamente todo el mercado del Atlántico y se espera que parJ el 

ai'l.o ~000. paises como Chile. Canadá y Japon comprendan el mercado dc:l Pacifico 

(Johnson. 1991) 

La porción comestible del camarón constitu):c solo el 50%1. !-.iendo Ja parte rc~tantc el 

cc:falotóra.x ó .. cabe;r.a" de c.:unarón. fracción no comcstihlc que representa un volumen 

aproximadamente de 43,000 T de dc!->cchos que son generados anualmente. En nuestro país, 

solo una minima parte de la cnbeza de camarón es utili;r..ada con fines estrictamente 

culinarios, ya que son secadas y molidas para preparar platillos típicos y caldos u también 



este producto puede ser u1iJj7 .. .ndo en l•1 dnlx•radó11 de nJimc..•ntos para <mimulcs cuando .se 

dese.tul ulra .. 'i conccntn1cioncs <le pnlleina (Ocsr<.J<;jcr, J<J86). Por utra pi!rtc.·. Ja gnm rnuyuría 

de estos Jc:sci:hos S(ln arroj.::uJo~ u tin.1d1:ro~ n1unicipuJc.,. o a kdlll.'> nHtrJJ1ns. c..:.;:1u,.::1nJo 

problen1as de etJntanlin.::1ciún ror l.1 gran cimtaJmJ de sólido~ en ~u!-.pcn.siún (n1atcria 

orgánica) y presentar una di:zn.mJa b1oquirn11.:.::1 Je- tn:1gcno (llUf>J n1uy dt.•\·.id.::1. limitando 

la c;mtidaJ Je 1'Xi.~.:cn1l J1~uc/to en el mc..·din (~..,;o y .'k~cr..;, 198'>1. L.1 riquc...-.. a deJ ccfalo1Ura.'< 

de carnarún en lo c..1uc rc!-.pecta a c.tUlfJn.::t. prolcína y pi¡;mcntu'>. Jo con\·icMc en un--i fuente 

susccptihle de :-.cr prtlcc:-..ada p:1ra ohrcncr <>uhprnductt•s úrilt·.s en Ja.., indu'>tria .. '> aluncntaria. 

co.!'.mericu) fi.1rn1.:ii:é-ut1c.1 ( Huci·:\.ki-Cht"n. y .\k:o cr~. 1 <JX1; Km•rr. J º'' J J. 

La quirina C-" c..•l 1n;i.s allundnnrc de'º" JmintlpoJi .. :1cáriJ1>s. '>e c.·ncucnrr.i t11nnando la pared 

celular c..k· "\ cgcr.::iles y micrrn•rgani~mos y con!"titu)c." :1pn_1 . ..,,imfü.1.:tmc:me el 30° ó <lr:J 

exoesquckto c.k cnist¿icco"> e in~ccto~ e Knorr. J t>8.i; l'rnc.· y col.. J 9861. En algunos 

biopoJimcros perntanc:cc a..'>oci.ida a proreínas por medio 'k enlaces reptidlcos. lo cual Je da 

a In molécula cierta cs~biJidad (GahricJ y coL. 1984). 

La quitosunJ t:s el deri\"ado m~b imponantc: de la quitin..1. su oblcnciún comercial se rc<:tJi,...::.i 

mediante una dcsacctilacic.'>n alcalina de.· Ja 4uitina con !'-:aOH al 50°0 a tcmpc:rotura de 

ebuJJición durante 3 hora!; 1.\.1uzzare1Ji. l Q?X; Knorr. J 984J. ranto Ja quitmn como Ja 

quitoSillla po~een numerosas aplicacionc.!'. en Jos ramos aJimcnlaril" médico, fannacCutico. 

cosmctoJógico y biotccnológico (K.norr. I 984; ~av.•al y I\.'a.rn.ng, 1990) 

La secuencia de wninoácidos que conforman a Jas proteínas del cefalotórax de camarón 

incluyen a todos los aminoacidos C!>c.·nciale.s y constitu~'cn aproximmJarncntc el 5CJ~ó del 

peso seco del ccfaJuióra.x (J. l. U. B .• 1995). Esta .. 'i proteínas son cmplc:ada..'i como una fuente 

alimenticia y como formulación pnrJ preparar medios de cultivo (Uough y col.. 1978). 



Lns snlc:s minerales. principahnenlc: fosfatos y cnrhonntus de calcio. constituyen el segundo 

co1nponentc más ahundantc en el l..'.cfi.1lotóra.x (27º,0 aproxin1adm11entc). se encuentran 

asociadas a In quitinu y proteínas. otorgándole una <lurc7a curnctcristica al exoesqueleto del 

crustáceo. Sin c1nha.rg1). se ha oh,crvaJo que un exceso J..: ~ales de calcio pueden causar 

deficiencias de n1Lu1gane~o en pci .. .-c~ al emplear t:1 l.:cfaloturax directamente en la 

forTnulac10n de l.t~ Jicta~ par::1 c~pec1c~ •u.:u1cola:-.. l'ur ello e!-> n.:..:0111crhJ.:thk reali7..ar una 

desminerali.Lación previa tSpincll1 y i:ol.. l'J7..lJ De acucn.lo con \.'clá.t".qucL 11995), los 

pi~mentos que se crn.·ucntrw1 conformando u l.l-> carotcnoprotcina...-> tOnnan panc del grupo 

de las x.antótilns ( fonna oxidmJ.i de \o.,. canllcnos ), de lo-; cualc!'>. son p1gn1cntos 

rcprcsentntivos c..lc este grnpc.-.. los ~iguii:ntcs pign1ent0s: la lute1na. 4uc en la llor c..lc 

ccmpa...,Uchil ( Ta¡.:1.•ft.'5 1.•re1.·ra1 .se emplea para proporcionar una colon1ción c..lc:-.eada en la 

yema de huevo de especie .. avícolas. u~i C~lmo tatnbicn al plumaje ~ piel de la~ nti~mas; la 

capsWltina. ln cual e~ t:ausantc del color rojo caracterí!->tico del p1n11cntu rojo ( ( ·aps1cum 

annum); la .tca.'l;antina. que ;unto con la luteina rcpre!>cntn J;.1 mayor proporción de la~ 

x.antófilns encontrada..-. en el maí.?. amarillo; la cripluxantina. que e~ una de la~ xülltófila.."' 

más conocidas, encontr.indo!->C principalmc:nte en ht naranja. el maiz y la papaya~ la 

cant.a..'Cantina y astaxuntina se e;:ncucntran formando los pig.n1cnto~ rcs¡x.ms.abh:~ de plumajes, 

piel y tejidos de aves. crustáceos. algas y microorgan1~mu~. entre otras (Couns.cll. 1981; 

Badui, 1990: Velá.zque:r.. 1995). 

De los pigmentos antes mencionado~. la astaxantina es el colorante emplea.do con1únmentc 

para tei\ir plumajes y tejidos de especies avícolas y acuícolas como son flamencos. 

salmones. trucha salmonada y arcoiris. ya que e!>tos grupos no pueden sintetizar "'de novo·~ 



estos pigmentos y es ncccsan(' udicionarlo..¡ en 'iU dicta para que adquieran la coloración 

rosa-anaranjada canu.:terística en e~tas especies CJohnhon. l 9ql ). 

El grado de fijaciún : a~imilaci('•n del pig1ncnt"-1 en piel :- kju.los a través de la pared 

intestin;.sl depende de factorch l.'.ülll(• ~on: cdouJ, hC'XO, época del a1'º· mudurcz sexual. 

estructura quu11ka del carote110 qw: ~e ingiera. proporción ci<> en que se encuentre. 

cstcrificac1nn y ••. h.· la a:->LH.::1acit"H1 ...:11n 11p1du~. proteína-.. u otro-.. cn1npue<;tos que prnmu~'ª" 

la ahson.:1ón. Cahc 1ncn..::n1n.u que hh tnanufcn.l-. rrc:-.cntati UllJ 1ncjllr ahsorcinn dL."" 

l'-carutcnos. mientra!'> qiu: pccc'i : 01..-e-.. ah~urhcn nicJor la!O. xantófila.s ( Sch1cdt: col.. 1 'JK~. 

Johnson. ) l)9 l l 

L"-1s produchnc .... J.c ~alnl<lllC"- ~ trucha an.:oiri~ e<>Lln uncn: ... aJo~ en tinnJar al consu1nidvr 

especies con coloradonc-.. tdCntica....¡ a las qul..'." adquieren en .su hah1tat naturul. ya l.lUC 

dependiendo de la pigrncnt;ición que prc~L-""ntcn tendran una rn;i:or .1ccptación por parte..· J.e 

lo'> con~umiJ ... ,re!'. incrcm1.:nHu1do:.c con!'>ccucntcn1ente su valor cotncrci;tl. El pign1ento 

rr~f,.,rit"i,-.. ~•r J,,..,. rrn.t11c-tnn•..¡ dl" lº'1.l!'> C!'>f"CCIC~ C..¡ la <\<.,!.a.xantina natural. dchldl) ;:.1 qUI! ~C 

obtiene una n~cJOr fijac1<.1n c-n piel : tc..·Jidn~ de c~te p1gn11.:ntu c.-. l.1~ c~pcctcs ante-. 

mendonaJ.a_-.. ~in cn1bargo. como :-u fuente de nhtcnci1"1n .... e encuentra O'lUY limitada. utiliL<Ul 

altemat1vamcntc la a.Sl4.L,ant1na sintética. \;..s Ct..Wl fue aprobaJa en rna:1d' J.c: 1995 por la 

Llnitcd Statcs Fmu..l and Drug ...\.dmini ... tration (Fll.·\.l en do~i.., que: van Je ·i-10 mg de 

a.suxantina:'kg de alimento : In cu.d e.s prcl..luciJa p..Jr la ..::nmraz1ia 11offrnun-L;:.1 Roch~ 

(Sui:L.a) con un co~to que th:ctú.a entre los :2.000 y ::.son l) S. d0iurcs. El costo del pigmento 

eleva de un 10-\5°/o el costo total de L.1 formulación para las diet..'l.s de esta_., especie:>. por lo 

que muchas veces no es accc~ible b comp"!"a del pigmento sintCt1co y es nccc~ario "!"Ccurrir a 

otra fuente de obtención del pi~n1cntn ma..<., v1ablt:. p1.n lo que e~ 11c1.:c:sario proponer 



procesos n1as ncccsib1cs rnr:\ los produc1orcs y de esta forma poder Jistninuir los costos al 

consumidor(Johnson, 1'>91~ Fang y C.:htou. 1()96). 

La in1ponancia de lo!-. carntenoidc!>. en gi..·ncral. no 'º'º rm..lica en la importancia atribuida u 

la coloración que proveen i.:n la naturah:.l"a. ~ifl(l porque poseen di,crsa.."> funcione~ 

metabólica.-,. en anin1alcs y en el hornhre indu;. cndl• "u 1..:on' crsiún <I 'it:un1na ,:\ y la lle 

actuar c0rno agentes anticanccrigt:no~ c:1p:1cid:td de 1,;apturur 

raJicalec.; lihrc~ (l\a<lui. 1'~90) Actualn)ct1te ~e conocen trc..,, vias principalc!> para Ja 

ohtcnclón de usl:L"'\:Untina 

/)Sinfl.·.n~ quimh:a-En la actual1JaJ la compai1ia llofftnan-1.a Roche (Sui:r.n> es la cmprc~a 

que produce la tr.l.n!<i-astaxantina con el nun1hrc corncrcial de º'l{<•Xrmthin .. ó .. Carophyll 

n:d ... El Cüntcn1do 1..kl princ1p1n a1..:t1vo es Je 8°., de ¡1st .. lx:mtína. no c'cc...111.:nd'l el ::."·o del 

isómero cis y en cuyo excipiente contiene: grenctina. sa...:aro .... .a. alntidún. a..<>corh1palmitato. ) 

ctoxiquín como antíoxid~tc. sin crnbarg.0 lo" altos co~to Jo:..· .... u comcrc1ali:t•H.:1ón impiden 

muchas veces el acceso di.: e.'.tC colorante limitando consc~ucntcn1cntc .... u uso 

(Johnson. 19QI ). 

2)Fut!nte ... mu:robranu .... -La nsta. .... ant1na puede ohtcncr~c pt1r medio de levaduras del género 

Phaffia (aislada duran1c los ai'lo!-> 70"s de exudado<> de residuos de Urbole..., en Japún, Ala.ska 

y lo que antiguamente era la CRSS). las cualc!> !'-C caracterizan por prc..;.cnt.ar c0lonias rojo­

anaranjadas debido a la síntesis de pismentos carotenoides. El contenido de a.sta.. .... .:mtina en 

la cepa silvestre es de 500 µg del total de carutcnoidcs. de los cLWlcs el 40-QO~ u corresponde 

a astaxantina (pudiendo variar el contenido de carotcnoidcs dcpcndiendo Je b cepa que ~e 

maneje); sin embargo. se pueden presentar algunos problemas técnicos en c1 momento de 

extracción del pigmento (ruptura de la pared celular por medio de enzimas digestivas), asi 



como unn bnjn nbsc.1rción Je ustu\:anlinn por purte de uJgunas especies. como son 

fa.q: 1ruchas urcoiris :>.. una P<J"iihlc inc.'itahllidnd del pigmento nJ extraerse 

con solventes orgánicos (Jnhn.-..nn, 1qq1 ). 

J)C'ru.iordn·o.\·.-CapuraLonc~ de cn1stiíccos con10 lo es el ccfolotórn." de camnrón Poseen 

entre otros pi~nl<.""n1<1s, canlt1.:no1dc.'i (astaxantinas). J, • ._ cuales son ut.il17...ados pu.ru pigmentar 

saln1nm .. ·s y truchas arcoiris y <>almcinada: <>in cmhargo, dt"bido al alto C'Jntcnido de sales y 

ccni7a<> que presentan los cxocs4uclch1s de esto~ cn1stüceo:., se oh~tacuJi..--a la ahsorción dc:J 

pigmento en lo.s tejido~ dc cst~ts cspccics :- por l.'.onsihuientc !-.C oht1ene una baja ;1b!>orcit'>n 

de a_.¡taxantina. repercutiendo en la coloración final Je la.s cspc:cics :-· en los co~tos de venta 

del producto (John~un. 149 I ). Dado lo anterior se propone una metodología parJ la 

extracción de pigrncntos .1..'oc1ados a protcinas empleando una cflLjm:t protcolitic.a de 

actividad probada por Escobcdo ( l 9Q4 ). para que de c~ta fom1a se puedan obtener proteínas 

unidas a pigmentos (carotcnoprotcina...") que no :;e encuentren muy hidrolizada'> pam evitar 

inestabilidad del pigmento y procurando tener la ma~or cantidad po~iblc del oiJ.!Jnento 

asociado u la proteína. 

J.2 Objeli"·os 

A continuación se presentan Jos objetivos particulares de este trabajo en el marco de un 

objetivo general. 
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1.2.1 Ob}L•tivu gr!nr!ral 

•obtener pigmentos asociados a proteinas (carotenoprotdna..o;;) presentes en el 

ccfolotórax de cmnarón por medio de una prote.n~a comercial de actividad 

probada (Pn.'lten.sa nkalin;.i P l'\.-JOOO. EN~1EX S. A de C. V). 

1.2.2 Objdivos particu/arrr-_,. 

•scparur del cefulotórn.x de camarún la mayor cantidad posible de proteínas 

empicando una protea.su alcalina comercial de nctividad probada. 

•octenninar las condiciones de c:xtrocción en las cualc~ ~e ohtiene la máxima 

cantidad de pigmento a.. .... ocüido proteína. 

•oetcnninar In cantidad 

carotcnoproteinas. 

de pigmentos carotcnoides presentes en las 

•Evaluar la presencia de astaxantina en las cnrotenoprotcfnns empleando 

cromatografia en capa fina (T L C. por siglas en inglés). 

•Evaluar el perfil de anlinoácidos. tanto en las harinas de caznarón (entera y 

desminera.liz.adu) como en las carotenoproteínas. 

el efecto protector Je 

pigmentos carotcnoides realizando 

extracción pigmentos obtenidos por 

las carotenoprotcínas 

wta comparn.cióo 

química. 

hacia 

con 

los 

los 



2. FlJ='rlDAl\1ENTO TEÓIUCO 

2.1 Coloranle~ nalurulc!lll 

Actwtlmcntc: h~'Y un con ... -.idcrnhk interés mundial en el dc:-.urrulJo de Jos colorJntcs 

naturales. Esto 'e llc:bc-. p<lr un lu<lo, a la necesidad de cxpansiún de la variedad de 

colordlHCS y. por otro. a la idea de que ni ser natura le:~ ~un p.._lr dio ">c.i;uros. l !n indicativo 

de esto e~ d nUmcro y ... h:-.tnhu..:iún ..Je la~ patente!> n:portad.1s a nivel rnundi;:il en los 

períodos de 1 q{.9-1 q78 > de l 97Q - 1 ()S4 1 1 ah la 1 ). Fn c:-sl.:l tahla !'>C put·i.Jc ut->scrvar que el 

incrcn1ento en patente~ fue rna~llf en lllS ult1rno-. c1ncl1 •u1os uuc en lnc; antcriorc:-. 10 años. 

patentes fueron de colorantes nattu;.ilc!">, rn1cntra:-. ...¡uc 7 J fueron de colura.nlc!> ~intéticos 

(García>" LopcL. l 9l)=' ). 

Tabla J. Vislribución dt.• Ju;<;; pulc..·nlt.·~ mundialc~ de coloru.nlL~ rGiJrc!a_l l...ópe=. 1993) 

PATENTES 

Fucnlc~ de colorantt.""i 
Aplicaciones de lo" 
coloranle.s 
Tocal 

2.J.J Pigmentos carotenoide.\ 

PERIODOS 
119f.'1-1972 1 !979-!.9R.t 1 

TOT."~L 

210 :!17 4:?7 
134 136 :!70 

344 697 

Los carotcnoides son un grupo de compuc:stos principalmente Jlposolubles rcspons.ables de 

muchos de los colores rojos y arnarillos de Jos productos vegetales y animales. Se 

encuentran distribujdos en Ja natur.i.lczu en grandes cantidades, además de encontrarse 

formando complejos proteínas. carbohidmtos y úcidos grn.sos (\Valford. 1980; 

Fenncma. 1993). 



2.1 .. 2 Est:twcrura 

Los carotcnos 500 hidrocarburos en Jos que la molécula de is.opn::no cit la unidad repetitiva 

(ocho unidades nonnalmcntc). encontrándose en la naturn..ler..a trc!'I isómeros 

fundamcntalmcnie a... P y y-ca.roteno (fig l) El 5.egundo es el mas común. d cual presenta 

dos anillos de ionona unidos a través de una cadena intenncdia isoprcnoidc con diez dobles 

ligadura..<io conjugadas las cuales contribuyen a la estabilidad y al color de los mismos. La 

abertura de los anillos ó el aumento de la conjugación de los enlaces produce un cambio de 

color hacia el rojo. mientras que la cpoxidación o la pérdida de la conjugación produce 

tendencias hacia los amarillos. De acuerdo con su estructura química. se dividen en dos 

grandes gn.ipos carotenos y xantófilas (forma oxidada de los mismos) Los primeros tienen 

caractcristicas de hKiroca.rburos, son solubles en éter- de petróleo y poco en c:tanot 

destacando entre este grupo el a.. P. -y-caroteno y el licopcno (Badui, 1986) 

Fixura 1- Esln.Jcturai. qu(micas de los c•rolrnos (Hadul, 1986) 
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La.o; xantúfilas se cncuentrnn a"iociadas con lo~ carotcnos y "iU.,. e~tructuras sun mu)' 

parecid~L'i a la del rJ-carotcno. COO Ja única Jifcrcm.:iu de que tienen un h1dro.'lo¡iJO en el 

segundo anillo 4uc puede estcriric.:ir~c ClHl \.luit.lS ácidos ~rasos. En tCnnino~ gcncn1Je~. en 

la naturalc7 ... a b '-·J.ntH.Jud de .x<.u11otila<> (ti~ ~l Sllhrt'"pa~t .1 la l.k· carotcnos .. -\n1ho.-. g.n1po ... le 

que tienen todas sus dohle.-; l1t_!1.1duroL' en forma rr,Jn."i LJlH.." .. e tr~tn~torman en la fo.)rrn.:t cis 

durante tratamientos en JU!'>encia de n~í~t.·nn. 1-,,1;1 rc..icc1nn ... h.· ¡,e>n1cnz.ac1un 'e puede 

cfc...:tu•tr durante el pn•..:c~o ,k- C!'>tcrilí...-.Jción de prrnJucto!'> cnlat~1i..Jo:-. con lu que !'>e pierde el 

poder vitan1inico de Jo~ carotc.·nos (Badui. JGS6l. 

Figura 2. t-:~1ructuru químicu de Ju U'-tuxuntfnu. cantuxuntinu y del astuccno rBaJui. 19861 

i'r' 

ASTA..\'..-1.'\Tl.'\A 

ASTA CENO 
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2.1-"1 Reacciones qubnlca,· 

Dehido u ~u C!>tnJctura insaturaUa. los carorcnoiJes y xuntófilus se c:ncucntnm sujeto~ a 

muchc•s can1billS quünic'l' inúuc1úos fXlr Ji.L, úit"c:rentes condicione,.,, de pruces.:imiento como 

~on altilS temperatura->. raúiuciuncs clcctron1agnétic~L'i y la pre .. cm:1a de oxigeno. Su 

transfornu1c1ón. m.Jemás lk proV<lCar cun1hios de 1.·oJ,•r. reJu..::c: el .. aJor nutriti .. o de lo!> 

.1lilnento., ya que: , .. fr:.trU)c l..i ..i.:t1\i...J •. hJ Je pro .. 1tanlin.1 .·\. {B..tdu1. 198ó). 

<Yxiclucicín 

l . .a causa princip.ll de la ú1.•!-!radación de Jos curotcnoidcs en lo~ alimentos e5 la 011:idación. 

La intensidad d1.· Ja o.xidación dcpcn.Jc de~¡ cJ pigmento ">C encuentra !!!. ~ ó l.!J_}'UrQ. y de 

las cund1cioncs an1hicnt..Jlc~ Lo~ pig1ncntos M: pueden auloxidar ~,r n:¡u:ción con oxigeno 

atmosf¿.rico a .. -clocidades que <le~ndcn de: la luI. el calor. metulc .... ) < .. hsponihilidad de 

oxígeno. La!> rt!acCioncs se cr1.·c que son dchidas a la fum1ación de radicah.:~ lihrc!> 

Debido a esto. la prcc;.cncia de..· a~entcs tisicos ó químico!> que fav0rc7¡,;an la pruJucclún de 

carotenoides ordimu-iarnente son m~ cs~blc:s en sistemas con alto grado de: insaturación. 

posiblemente porque el sistema lipídico ror si mi">mo acepta los radicalcs llhre~ má..'> 

fácilmente que el propio carutcno (Fcnncma. 199}). 

Pro\"ftamina A 

Los carotenoidc!>, en general. han recibido gran atencion debido a que el P-carotcno es un 

precursor de la vililmina A. Esta vitamina solo presenta actividad híológica cuando su 

estructura quimícu se encuentra totalmente en configuración trans pudiendo adquirir 

diversas f'ormas qui micas como son de alcohol (retino)). de aldehido {retina!>. de ácido 

(ácido n:tinoico) y esterificada. principalmente con el tlcido palmítico (Scheidcr. 1985; 
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Ondui. 1986). Ln conversión del carotcno n vitamina A sucede primero por una reacción de 

oxidación que transforma el curoteno en retina! que. a su vez. por una reacción <le oxi<lución 

se uansfonna en rctinol, el 1.:uul e!> finalmente almuccnado en el hígado en forma de 

pa.Jmitato. Lu función hiolU~ica mús conocida de la vitamina i\ C3 la fom1ación del 

pigmento visuul lhunado rodopsina ( 1 1-cis-rctin.al-opsina) c1 cual es esencial para que el 

proce!>o de ki -.:1s1ón pucd,., cfci.:tuar~e. Otra funi.:iún es 1~1 Lle protecci6n contra la acción )' 

fi.,nnuc1ón de radicales llhrt:3, 103 que a :'>U \.C.I' llegan a da.1"\ar las célula!>; !'>e considera que 

o.lgunos de Jos prohlcma!o,o que caus.an -.on las cnti.:rmcdades crónica!> del conuón ) di: los 

pulmones. asi como por ejemplo artritis y canccr (Badui. 1986>. 

2 .. 1.4 Usos yfunciún de la a.~ta.li:antina 

Dada In importancia comercial del color en la industria avícola y piscicola se han realizado 

diversas in,·cstigacioncs en el u..<>o <le cnro!cnoidc!-> sintéticos y natur.ilcs como fuente de 

pigmento. Las xa.ntófila. ... de mayor relevancia como aditivo en general son: la capsantina 

encuentra generalmente en el ccrnpa.suchil (T:omp..i xochi1f) y la astaxantina es utilizada en 

la industria acuicola corno colorante par..1 pigmentar especies como salmones y trucha 

arcoiris, ya que éstas no pueden sintetizar este pigmento de 120\·o y es necesario incluirlo en 

la dieta. Su importancia como aditivo radica en proporcionar la pigmentación caructcdstica 

a la carne y piel de la especies antes mencionadas e intervenir en procesos reproductivos. 

además de participar como agente protector de factores fisicoquimicos. durante el 

desa.TTollo embrionario (Hudon. 1994 ). 
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Ln asta.xnntina ul igunl 4,Ue otros carotenoidcs tienen un U$o potencial cumu colorantes en 

cosmctolo~ia. pero ~u inestabilidad frente a factores tlskos con10 la lu; ~ la presencia de 

oxigeno limitan su aplicar..:1ó11 en e.._ta Un:¡' (Katsun1ot:-.:1 :-· r..:ol, l<><JJ). 

2.2 Prolcinu~ 

2.2.1 Definición yfuncjont!.'l J,· /a.\ proteina'li 

El non1hre de (lrott"ina proviene Je la palabra griL·~~' pro1t·1cos, que s1~nificu lo primen~ 

(~tomson y lii1~d. }QQO) S(lO pol1mcnls fnnnadPS por uniJude-. de arninoácidos ligados 

unos a otros por un1one.c;. an1id1ca.-.. 1 Schuet.t" y i lan, i Q80) Esta~ m.acromolCculas 

desempeñan papeles cru..:ialc~ en prácticarncntc todos lus pn.1ccsns hii1lúgicns. tale!> con10 

los sisten1as h1olúg11.:os cst~in cat.ali7ai.la.. ... por cn.1"in1a;:,., .1un1entandi) las "clncidadcs de 

reacción. El hL.·cho sorprcndcntL· ec.; que toda:. lus en7.Írn01 cono..:1da...;. !->Un proteínas. Así. pues 

las proteínas juc~an un papel in1p...)rtantisimo en la determinación Je las caractcrí!->tÍca.."> de 

tas transtOnnacioncs químicas en ...,1...,tcn1as biológii.:os. :!.) Tr¡tllsp~irtc y •dmJi.::cnarnientü. 

muchos iones y moléculas p<.:qucños. :,.on tr:in:->portado~ p1.)r pro:cina!-> específicas. cnn10 por 

ejemplo la hemoglobina transportad oxígeno en lo:-> eritrocitos. mientra:.. que 1.t mioglobina 

transpona el oxígeno en el n1úscuk• '.') :\.1o' 1micnto coordinado. las prntcín::t'> el 

componente principal del mUsculu. La r..:ontraccion mu....,r..:ular lleva a cabo por el 

movimiento dcslu..antc de dos clases de filamentos rrotcico:i.. 4) Soporte mi.:can1co. la 

enorme fuerza de tensión en lu piel y el huc!->o .... e debe J la pn:scncia de colágeno. 

5)Protccc;;ión inmune. los anticuerpos ~on proteínas alt~mentc e~pcdfica...., que reconocen y 

se: combinan con viru. .... bacteria!> y la<> célula._...¡ de otros orl!¡mismüs. 6) Generación :!' 

transmisión de impulsos nerviosos. la respuesta de las células nerviosas o estímulos 
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e~pecifo.:os de¡')C'ndc l.k lu presencia de rcccptorc~ proteicos, con10 poi- ejemplo la i-odnpsina 

es el receptor proteico en lo-; ba!>tom:ito~ de la retina Lus mnl¿culns receptora!->. que pueden 

"er <lisparm.i•b por tnnlCcul. .. i-.. espe;.;1tica:. pcqucñ•t~ corn<..• la acctilcohna. ...on la~ 

rcspon .. abh:-; < .. k· la tran~nu.,ión Ue lo-.. 1n1pubo~ nerviosos en l.b .,¡n.t¡")'>I~. 7) Cu11trul di: 

pequeña frai.:c1on ... .k:l ~CfH11na \..h: una cdula !>i.: c::...prc:-a en r..::u.1!quicr rnurncnto. Ln las 

cuales 11 de ellos son cunsidcr.aios c:senc1a\cs p~1ra el ht1mbrc 1 ... kbi~k-. a que el or~am~ni.o fü'I 

(Scheidcr. 1985) .. 

Tabla 2. :Scccsidadcs cstin1udas de 11minnácido~ c"icnciu.lcs 1.\·._·}J'-·uicr ¡y.¡5) 

t. ... OI ! UCISA 

ll'"l"<..."'1""'\ 1 ~"' 
,, 

tO-IALDI JO'>QlT(.l)..,JIJ .... , ~. 
1 " -- 1 .-\,;'\ ~nt1· º"H- !!(-'!'-!~ ... •(l ... it"f .... ,\ • 

TCITAI '" 1.0,A}Hl._1"\!l.f_I~ 1 l~ -- 1 <l l !'.ll..ALA-..;~~'°I. • T1!-'.I ,._¡..,_ "I 

'" íM.ll'"TófA)'.IJ 

'" ,. 
Ht-.:101.._, ..... " 

•En un pnnc1pm ~ reou~a q1..c ct".i. C\cTu.:1ao: 1...mcamc•~h: r-ar"' l.>:- \a.:::lJln~c:t.. pero en i..'i ~tual!Ja.j -.e considera tambitn 
para el adulto Fuente i"oo.J nnd ~utn:1un l"w>ard. Rc.:omcnJcd d;clal) all••"an,;c-.. 9"' cd Sallona.1 Acadcmy of Scicn~ 
Wuhmgton. 1980. p .13 
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~.2.2 Organl:.ac/ón ~.J;tructural 

Ln secuencia de lo<> nn1inoúdc.1os e:. irnportantc poi-que Jctcnninu la confonnactón de la 

protcina (Strycr, Jt>KKJ. Al cstud1.u- lu arquitectura Je ta-. protcina~ ~e citan frccucntcrncntc 

cuatro niveles de estructuración las cu.alcs se encucntrun cstahiliz.ad.i~ por diferente~ ti[XJS 

de uniom .. ·:-; ....¡uünicas C<lttHl lo "'º" l.l!> uninnc ... Je l•P•' ctn alcntc. de 11pü 1único, put!'nlcs de 

hidróbcno y 1ucrLJ.'S .ltr.1..;tiva..-. Je" .u1 dcr \\"a._t! .. t B.:i.1.!u1. l 9!Hl l 

E_,.tr11c1uru primaria.- J,a c~trui..:tura prunana '>C c-ncucnlra detenninada por la forma 

secuencial ~ ordenada en 4U'-'" "e ~ncucntran d1stnhu1dll:-O \o-. arninooicido~ a Jo largo Je la 

cadena de proteina .. ·\."1 puc--,., la estrw • .:tura pnrnan.l l..'.lJtllpn:ndc l.ts unhll1'--'' ._:._1,.;.tlcntc~ de !:J. 

proteína (Badui. 1 Q8b; Str:er. 1 lJ881 

EstnKtura .h'cund.1rta - Se rc-ficrc- a Ja onJcnaciún regular ~ peribd1ca en el espacio de- las 

cadenas pohpcptidica.s a lo lar¡.:o de unu dirc..::dón, lo que es má,.., C'- H.lcntc en la.. ... protcinas 

fibrosas, en donde lo!-- pol1m1..·nls pos.ccn una conforn1ación extendida o cnro~cada 

y la hClicc: de colágenn. p.:ro todas cst.ln c~tahili7.adas por J.1fercntc~ fucr.1.a.<.., <>tcndo la.., 

mÜS imponantcs las dei.:trost:'J.ticas, lo-. pUt!'ntC!'t <le hidrn~cno. l.t~ 1Iltt:r.1cc1pnc~ h1dr,.Jfoh,1s y 

la$ intcraccionc-s dipolo-dipolo. 

La gran mayoria de- Ju.s prutcína . .;. tienden a fnm1ar u-hélices. /\Jgunn!-. CJCmphl:, de estas 

conformaciones se pueden observar en la miosina ) tropomiosina del músculo. en 1.a 

epidermis. etc. La estructura~ se presenta en la fmnilia de 1as prlltdna!'t ll~unaJa~ queratinas 

en donde. como ejemplo. se puede mencionar a la tibrisin::i dt.! Ja seda. El tercer tiTX"' de 

estructur.l secundaria se prcscnla en las hél1cc!'t de colagcno que !--C cn...:ucntra en abundancia 

en los tejidos conccti,.os <le los vertehrado~ superiores (Baduí, 1QR6; Strycr. 1988). 
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E.<rtructura trr,-t'1rltl - Est.::1 c..;trm:rura ~e n:til·rc ;1) tnodn en 4uc l,1 ..::¡1dcna polipcplidica !'.e 

curva ó <.,.e pliC"ga para fl•nn01r un.1 c.·-.tructura c-.trel..'.h<HlH:ntc pl<.Ta<la y compacta, 

caracteristic..t de las pn1tcin.1s glnhularc"' l . .::1 línc~1 div1!'>una rntrL" t..''iln.Jctura '>C'Cunduri.1) 

tt:rciatiU C'S iL..;untc.1 Je prcfcrenC!llS pCt!'>(1f1aJc.· ..... )•I que IHl h¡1y llfl,l .JcfillJl:iOn par:i cllll. f.as. 

proteínas ~uc po~een rnü!'> ... h.· una ..:adcn.1 p<.ll1pcptfd1c~1 pueden prc...,cntar un nucvn nivc..•I Je 

organi:r-"lción cstru..:tural :\ ..:.1d.1 1..-.1dc.·na r(llircpthlica Je una pT1•lt-111a a-..í ~e le denomina 

subunic..l.1J (13adui. 19Hh. Slt"ycr. l CJ8R 1 

E.,·trucrura cuLJt1·r1111n11 - ~í• 1H:c.:-...1nan11..·n1c: c..·,1s1c.· en l••do.-; k1!'> pnltpéptido:-. y .... e refiere al 

ordcnan1iento c-.p.1cial Je..· t.d1.:'.> -.uhun1dadc..·-> ) a l;1 t1.1turo.1k·.1d d<.: -.u:-. cnnlact.)!'> nluluo~. 

Con10 cjcmplo:. <le c ... ta c:-.tructura se t1crn.: a !~1 h..:n1~l!_'.)Pb1n.1 4uc 1.:s un tctrán1crü formado 

por dos tipos de prote1na !>imil.1n:-. a l.1 n11n~'.lnhina ( l\aJui. I 9861 

Esrrucluru ~upc:r.~c:cund~1ru1 - F•;tuJio.., i-c..::icntc:. h•Ul hcchu pa~c.·ritc la 1n1portanci..i de dos 

nuevos nivclt!s de organizacion. L~t cstn1ctura supcrsc.."""Cund¡uia hace rcfcrcnci:i il los 

agrupaniicntos de c!>tructura:-. sc..:und..:tn:i.c.. As.i ~lr CJcmplo. en n1ucha!> protcin.us se 

encuentra un :-.cgn1cntn de hoja pk¡.:,1.Ja P ..,c:..·p.it.:JLhl de otro ~¡:!mento de hoja í\ por n1edio 

de un segmento a.-hclicuu.ial; este grupo :.e 1.kr11.nnina untd.id 11 <t f'. RcsuJt,1 muy útil 

considerar las c~tructuras supcr~ccunJ.ana!'> como llrdcnarn1cnll1S 1ntcnne<lio!> entre las 

estructuras !-.c:Cundarias :- terciaria~. (l3:idUJ. J lJ86, Strycr, 1988) 

2.2..3 Cla.dficación 

Ln clasific¡ición de li.L'> protcinus se: has.a en !>U composición. forma. solubilidad y función 

bioJógica como se muestra en lu wbla 3. 
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TABLA .3. Cla!tificadc)n dC' la ... protrfnas de MC'Ucrdo con ~u con1po<tición. forma. 
~oluhilid11d '\>" función flkului J Y8t1J 

CLASIFICAC'Jl°lN PJUJPJF.l>AUF.S 
POH S(/ CO!\IPOSJCJÚ~ 

~S~•~mu=nlle~~~~~~~~~c~u~n~•i~rn~r~·~ó~h~'"'-'·~"~"º~""~•d~n~•,-.---~~~~~~~-'~"~'"~'~·~~·~~~~--j 
Con Uil'aJa cc•nuene unu fr.1C'-·1ón nu prnfe1c.:i 

~tetalonrotelna'l / Ptt5mr:nto"l 
GluconrofeJna'l C.•nt1C"ncn c11.rh.•h1t!raf<l"I 
Fosfbnrnlc>in.u 1 Cunucnen f1')o¡foro Pefl"\IOll tl.norn•le1n.t-'o 
1,1 roteln.t"' Cnnuencn ltn1dos 1~1r:llnu ten \.ema de hue"o 

j-~~~"-cl=•º~'"~'~º'=º~'"·='~'~~~'~~~c~º=~!~~"~'=º~"s~~-~·=~·~:;-~~~=;~~~.c~o=·~~~-'~~~~'~··~~~ renC'=·~~~~ 
Glohular 

AlhUm1na 
Globulma..'l 

Glu:elina .. 
Pro!amtna.s 
E5cleronro1e1n.J' 

j 1'-!!>fr'TICU~ U 0\fOldC'~ J Albumuu de hue"º 
Forman fibra\ Je le ido'\ 

POR Sl~ SOLl!HILU>AJJ 

ln~nlubJe.., en avu.1 v alcohol Glulen de cngo 
Soluble~ en 70•. de alcohol Zclna dr:I ma.fJ 

i hnoluhle"i en la mnvorfa dt Jo, d1'\ohentr'\ I ToJ,u J;u prolclna" fihnl!i.,1.'\ 
POR SI! Fll~C-10 ..... 

Anticuerrx•~ f'rnlelnas rorl•tec1nr:1" n-(:iJ(>hul1na de 1 .. ;,n •re l 

2.2.4 Cuantificación 

principio o.tlguna n:a..:ción quim1cu carach:ristica de los grupo~ R Uc Jos diferentes 

a:ninoácidos. Lo~ an"linoácidus aromálicos contienen dohk~ ligadura!> y .:ibsorhen energía 

r..tdiantc en el intervalo dcJ ultravioleta~ 220-400 nm. Entre Jos métodos má...<,; utihz:.uJos se 

encuentran Jos de Biuret. LO\"TY. 1urbidimétrico y Kjeldahl (Radui, 1990). 

2. 3 Enzimas 

2. 3. J Deflnicirin 

Una enzima es un<l protc:ina que se coznpof't¡] como un C.'.ttahzador acelerando la velocidad 

de las rcaccjoncs que !tC llevan en Jos seres vivos sin alterar el equilihrin (Garciu y López. 

1993). 
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La definición anterior es .aceptable hioqulmicamcntc hublando. pero en la tccnoJogfa 

enzimática se dice que una 1.·nnnta '-":-. un ... inónin10 de .. pn.-par;.1ciún enzun{1tH.:a .. Se dice 

que una prcpar.it:1l)n i:nL.in1ática puc:<lc contener varia-. cn71n1J..' UH..Jívidu.tlc:~. adcmá...'i de 

contener otros con1puestt)~ que ~<..lrl •u...iic111nad,,.., p~1r.1 c3t41b1li/'.tr y c't..indan/' .. ar 1o1 

preparac1ún C:n.Jin1atic.L Dc:-.dc l"I pu1110 de ,¡:-1~1 ~ll!l"11.·n.:1al pucdl." n.·~ult.ir rncnn.~ costoso c.·J 

empleo di."' una pr'-·paración enzin1~1t1c;1 que 141 nlisma C'071fna punfi1.·a.Ja. licncraJn1cntc la.'i 

prcparucione5 cn7-1n1.lt1ca:-. Stln c:-.t.: .. md<t.r1.1"...:hJ<1.-. ut1l1.1"•L'lth1 1.·nsa:-t1<; d1.· .::ict1,iJ.uJ ctlLimática. 

U L'niúa.J lntcrnai.;il.1nal C'"t.:ind.tr <l' l .. pt•r sus :-.1gla_-; en 1ne!lt.-"1 c.'> l.1 unidad cmpll."'ado.t 

comUnn1cntc en Ja..., prcp.tracíoncs en/11n;""iti •. :.1'> :- '-":-. definida conHl J.1 l.'..tntldat.J de en7in1a 

que bajo cond1cu1nc-; t.J1.·tin1....!.1:-. catali.1"...:1r.1 1.1 tran .... tonn.1c:on de un n111.:n•rnol ( ~1n1ol J ó un 

µequivalente dc ... ustrahJ por rninutn En el CJ'º <le LL' protc-a">as un•1 1 · l. '>cna t µ.rnul de 

enlace pcptid1co hidroli...-...tdo por minutn (C<inn :!- Stumpf. 1977; ,.\<lkr-::--:io;;;:-.cn. J<J86J 

2.3.2 Clasificación de c.•n::ima_¡ 

(animalc:<i. plantas. cepa!> n1icrohian.as1. hJ De ;u.:uc-n .. k1 a su acc1on catalític.a 

(endopeptida.sa..s.- La.s cualcs cataJi.t"....'.lll la hidrólio;;;1s c~pccifica 1..k cnl.1ccs ?C"Plidícos intcmo~ 

en la cadena polipcptidica :- cxopcptidas.a'>.- que cataliz .. :m la cxtracc1nn l.h.· residuos de 

amonuacidos existente<;. c:ltrc el nitrót~cn1...1 y d carhono tcrrrun..thk una prutem:t) y e) De 

acuerdo a Ja naturale7_,¡i de ~u sitio c.atalitico Cíahla 4). DcpcnJicndo de su acción co1t.aJit1ca 

existen cuatro cla!>Cs de protcasas de intcrCs para la hidrólisis de proteínas en alimento!>. Las 

protcasns serínicas, que prcsi:ntan su rnáxima actividad a valores Je riH alcalinos. La..<> 

protcusas cisteinicas son parecidas a las seTinicus lo Unico 4uc carnhia es que presentan un 

grupo -SH en ve¿ del -011 que presentan las scrfnicas en el sitio catalítico; lu actividad 
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máxima de c.sta~ enzinl~L..; .se presenta a val<lrc.s de pi 1 neutro~. Las metalof'rotca.."'as 

conHenen un mctul. usualn1entc el Zn y que al igual que Ju,.. ci~tcinicas tienen valores de pJJ 

cercuno~ a la ncutralidaJ. aun1entandn -.u i..·stahílidad en prc~cncia de Cu~·. L.:ts protcasas 

aspán:ica~ pn:~cnt.111 el grupo C<trhoxiln Ud ;,i..:ido a!>pa.rtico en "'u cc:ntrn m.:tivo y pre~ntan 

uctivida.J ante "ªh..lrcs de pH .ic1Jo.-. c.-\dlcr-N1s~c..·n. lllSOl. De,,.dc el punto l.k vista 

enzimas depende de lo'> valorl."" ;..h: pH ) de la tcmpennura de reacción (Garcia y López. 

19'J3). 

Tahl.u.·4. Li'.'lta de algunin prutca'.•ut!'I utili.7,.ada.t. rn alimentos proteico' hidroli.z.ac..los 
r-lJ/t'r- \'1nt.•n )<.,J,"1'6J 

Furnlr 

Tcmcr<t 

Tipo dr prutca~Jt j ~omhrt" C'otnUn l pH típico 

Prntea .... a a-.panir.:a 1 

Pn'>teasa .-.crin i¡;:a ¡ ! 
1 

ll:~ap:~~~' Protcas.a c1 .. 1eitm.;u 1 Put'ldllla pura ¡ ;.; 
~ Protea-.a -.erin1c;1 1 Sut-t11l,in nP'ldl j ti-10 
B.subt1ll:.. ! 

t:•PC'Clficidad pr~f~rC'n('ial 

AH•m6ti.:u-< '(J(_lff-:"'-lfl.:!. 
LC°U·. A.5p-, Glu-COOU 

1 
B.lichcnifonn1!> 1 / ~ubllli~in carldx:rg / 

Proteasa ~ ¡.,.tcmi;;a alca la~. n1:1lt.a~a 6-1 O i 

2.4. Hidrólisi.s dr proteínas empicando proten~as 

Existen cuatro paroilnctros exrx:rimc:ntalcs de hidrólisis que se dc~n definir al trabajar con 

cnz.im~ y que son dc:tcnninillltc:s para la "'clocidad con que se: llevara ;1. cabo la reacción. 

1) Concentración del sustrato (S].- Generalmente es expresado como el pon.:cntajc en 

peso del sustr..1to respecto a la masa tot.al de la rnc7.clu de reacción. En el caso dd proceso 

de hidrólisis de proteínas cJ sustruto es el porcicnto en peso de protem.:i. 

2) Relación cnzimu/su!'l.trato.- E~ la cantidad de enzima relativa a la cünccntr..1ción de 

sustrato al inicio de In reacción. El C?,Q de enzima se refiere más a la vcJocidad de reacción 
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que a la concentración cn7.Ín1¡\lica. debido .1 que en la in<lustna. el procc<;o en:;rimático :-.e 

prefiere llevar ;i cuhc.1 a conccntracionc!:> altas del sustrutn para trah.i.jar en s.aturación. Esta 

relación puede cst•1r da .. l..t en ~O en peso o en uni<ladt.•:-. de .:H.:tivid;:uJ p..•r unidad de mus.a (g o 

ki; ) <le sustrato. 

3) Valor Jr pll.- La 1.1r..:tiv1Ja<l enJ:imilt11..:u. lkpc-n<le de la concentración <le ionc~ hidrógeno 

de1 n1edio. y~1 que afecta a la i..:ar¡;a c..·1Ci.:trü:a Je la cn.dni.a. ) por 10 ta!llo. tlctcnnina que la 

cMructuru ~ea funcional 0 no Ccrc..:a de valon.:·. 1..k pl 1 optin10~ ~e llene una 1na~ or afinidad 

hacia el !:>U!>tr;lt....1 y b. rcaccion se <la con 111.,~ llf cfic1cncia 

4) Tcn'lpcraturn.- Tal cnn10 tlCUrn: i.:on niu'-·h¡L" proteína~. la:-. cnzun'-1-'> pueden ser 

fácilmente desnaturali.r..adas p<_.-..r el caJor. I.a ma)oTin de las en7irna.c; ~on. por lo tanto. muy 

tcrmol:i.biks y. generalmente, h~L'>ta con uplir..:ar una ternpcratura de 7U u 80''C durante dos a 

cinco minutos para destruir su activu.i.:td. ya 4ue un.1 C(mtinua(,;i0n dr.: la actividad 

en7irnática podria oca~il_1nar cumh1os en el C'lllor de lo~ carotc1H1ü.ic:~. Cabe ::.cñalar que. en 

muchos c~1.so•;. se h~1 uhscr,·ado un t.:fcc..:to de .. rc~eneración'ºcnnn1ática al pi .... o del tiempo. 

debido ¡i un procc~ + .. h: n.:or¡;.~mÍ.r...i.tCtón parr..:1,ll de la molccul:.i de proteina lo cu:il conduce a 

la rcstaur.i.ciún de lo ... ~itios acti"o~ \Bra,crm¡m, 1980) 

Cuando una enzima e:-> incubada con ~-u su~trato. confonne avan:r..J. el tiempo de reacción • la 

concentración de su....;trato d1srninuyc. n1icntr~ qur.: la del pro..Jucto aumenta .. Si la enzima 

empleada es protcoHtica. e::. común evaluar su actividad empicando métodos de 

cuantificaciún de pn.1tetna.'> con10 son lo~ método~ colorimétricns de LOWT)' > de 

Biuret entre otros, los cuales permiten la cuantificacion de aminoUcidos libres y pCptidos de 

bajo peso molecular (Adlcr-Nissen. 1986; Escobcdo. 1994). 
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2. 4. 1 E1npleo dt! Ju .. J>rt1tt!U..\a alcalina 300(} .. para lt1 t1btencitin de curotenoproteín~ 

La en7in1a ··protcasu akalln.:..i. PA-3000 .. es una protcasn alcalina hm:tcriana producida por l<i 

fermentación controlada de fl"c11/1,., lich<"ntfi1r1n1.\ l:sl.:1 cr..l'1tna l."-. c.:1nplca<l.:i en !J. indu~triu 

con10 uno de los principales Cc.)nlponcntc-.; l.'n lil forn1ulación d:: detergentes para lav•mderías 

industrialc~. l.:.l nurnbre cc.imcn..:1al del pruducto e~ Detcr.l').tnc ~t • :L·ruenJo un cu~tu en d 

mcn..-ado upn.'"'1ma.i\) de S :7 I .UO 'l..¡.: (enero de ! 9í)r..) ( FS~1L.<X. l 1)'~fJ) 

La PA-3000 es un;1 cndnpcptida.~a capa.7 de hidruli/ __ .ar los cnla1.:c~ pcptídico'i interno~ e.Je las 

moleculas e.Je protcín;1. cuya ¡unpll.1 cspecifictdai.l ~obre el '.-.Ustrnto pc..·rrnite h1droli;r..ar en 

fr)nna efectiva a la rna)ona de hL'> prutcina-.. tales comn hcn1ol~lobirM. cascina. proteína dc 

pc~ca<lo. :;:, de ~U)U ClltrC l>tra~. L.:llf1 .. lrtiénd<1Ja:- CO pi!ptidn<> de h.1.JD pC'.<.O rnolecular 

(E!'.:'.".tEX. l'Nh) 

En estudio..;. previo~. Escot"lcdn t 199-l) reah7ú un experimente• donde logró ai~lar qU1tma de 

la harina de cefalotórax de carnaron (paniculas ..:omprendtd.t....., entre :.o~ 0.417 mn1). Ll1 

;:..-:t::ric:- ~;:.: !!~·:0 :! •;:!.~-· ~·.·f!~•:f; ... n,ln ,.¡ c1•fal1116r:i...._ de can1aron a la acctún 1ndepcndic-ntc Je 

cinco protc<L-..as (ak:alas .. '1.. '"llT protcol)1.ic 200"". ncutrJ!>-a. papair?a;. ··protca.<">3 alcalina P/\-

300) e igu..d.indo la.s unidades de acti._ tdad que las enzima.<> mostraron frente a ca!>dn:i. Se 

encontró que. de todas )ns anteriores, la enzima que hidroli.r<• la má.xima cantidad 

de proteína soluhlc 'ml. (9:!.76º·o) t:n un lapso de 1 RO minuto-; de reacción fur: la PA-JOOO 

Además, no se observa.ron diferencias significativa...-. entre la!> hidr~"'llisi!. efectuadas a las 

harinas de cefalotórax de camarón con lo,;,; tarnat'\c.>s scnalados. concluyendo que la 

importancia de la cspec1ficidad que posee lu protca.sa hacia d enlace peptidico radica en la 

hidrólisis de: las prutcinas del complejo (carotcno-protr:ina-quitina) d<Uldo por un lado, 

pigmentos carotcnoides a..c:;ociados con proteína<; y por el otro. quitina tc>oci.:::ida a proteínas. 



Los carutenoi<lcs n0 participan en procesos hiotógicos en ··cstudos lihre:. ·· o aislados. sino 

conjugados_ Por lo general. !-.On con1pucsto~ 4ue c:;c cncuentr-..ui unidos a través de grupos 

prostCtico~ u proteínas. confiriéndl)lc:-. un .. efecto protector ... Cicncralrnentc. !le cncucn1nu1 

en proporciones estc~uion1étr1c.;L'>, ... .-nn hl cual '>l! rnucc:;tra la in1portancia de prc=!>enta.rs.c 

sitio~ especificlJS para J¡1 a.Jhc~ion de c.;utllcnPi<li:..,,. 1.4"' c;.uo!clloiJc-. t.;unhién pucJC'n 

u.sociar?.c o Jisuh:cn:c en l1ridl)..,, l·n l:t.'> IJ:una.J;z..,, •·IJpoprotc:ín.1_._ .. En r.."""h: c•t.'><1. el carntcno 

e:-. parte de Ja cadcn.l lip1di..:.:t dc:l gnlf'l' prn~t¿.ta:o. pero no <..ºJr..·n:c: UflJ 1nteracc1ón C!'>pccífica 

con Ja proteína :- nn '-C t:n'-·ucntra c."n pn1porcione.., c:-.!cqu1onfrtri..:.1_c:; ( hler, l CJ7 J ). La!> 

ast.u.xantina .... presc:nll·~ en el ccf;.dtltóra_, de: cam.:ullu :-.e em.::ucntran a ... o..::iadas .:t proteína..<.. 

quitina y s..'l.Jc~ mincrak~ fi..lnn.:mJo compk·1<l~ cstnhlc~ ( l fudllfl. l QG4) Simpson y Ha.ard 

( 1 Q85). dc:n10.strJron que rcc.JU1 .. 'Í<.•nd1'J lns ni" des Je: :,aJc.., mineral e!-' a un 7° u ) crnplcando 

cn7in1a~ prc1tcnlitica.'> COllhl l..i tnps1n.1. ~e logran ohlcnc:r pi~tnl'"nlP~ unidos a protC"ínas 

llanlados caro!cnoptPtcina.s ha~td en un SOº o; sin en1hargo. -.u¡.:iercn la contmuid.::td dd 

rendimiento. Es por dio que en c-stc: trahain ~e pcns•'l en rcdu..:u- lo m~"is JX..,..,tble J.l. 

concentración de ~alcs del resto del ccfalotór~L' para. (.k c:-.ta fom1:.t. tJ.von:cer d aL.:lc..¡ut: 

protcolítico de la cnz.una. obtt:niénJosc por w1 ILtdo pigmc:ntos .::t....-..ociados a proteína con un 

valor comcrc:inl elevado (carotcnoprotcínas) y, por el otro. 4uitin.:i a.. ... ociada a proteína.<;. 

susceptible dt.: !'.>Cr procc~da para la obtención dc quitosanus. 
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:1. MATERIALES Y MJo':TOOOS 

3.1 Equipo c-mplcado 

El equipo empleado Jurante el dc~arrollu experimental fue el 5iguicnlc: 

EQlJIPO ESPt:c1t·1<..:ACIOSF..S 

l--oC"°u-.-r-,o-d7 •-•-rc1utu ~1•rca: Kinrt. mod'"° .. "°<J~H"°7"•---------l 
;\1oUnn dr CC'T('•I~ Ser-ir: 4011. modC"ln: 1:4~. armazón: :r>56 

Tanu.Laodor mrc•nko !'\1arc• ~l('"~Shakrr porta ble, N• 6'1!'iH, Pall'nl '.'i"' :0:.?620H 

llafto agltMdor !'\tarcn:NC'w llruns-urk SdC'nUOC", PatC"nl l:~A ..1-1,'\09:.!6.0 

Halan"' anallcka !'tarea: Sartortus 1207 ~1P:? 

ltorno dr n1lcruond•• :"\1arca: ~•m•un¡!. C:hntic colrC'ctiun 

Liofilizadora 1'1'1", Cipo H.P :, , :"oii H90'J:.!~--1 

f:'l¡n""Ctofutómrtro :"olarca: f'it"rl..in f:lmtor, :"\todC"lu C f>IP'-0.l_'\-

llornu \ ~111rc»: 1-"clha 

Parrilla de agitación J :"otarca:Thrrmol_>_"'--"------~ 

3.2 De!'urroJJo c'.lpcrimt.·ntal 

3.2.J Preparación de.! la muc.·-~tra 

Los cefalotórax de cantaron tucr1._)n aU4lurt<Jos en la ..-:ona de pc!>cac.iu~ ) ruari~r...u~. uUi .... "i.Ls 

dentro de la 1.:cntr;.tl Je aha!>W~ en la ciudad de ~lCxico. 1.-a..~ muc!>tras fueron transportadas 

al lahoratorio U-:!01 1...k· la Facultad de Química de la l."'7'Af\.1 en cubcta.s dentro de bolsas 

obscuras. y cubicnas con hielos para de c!'>ta forma evitar la dc~radación de protc:ina.-. y 

pigmento~. Alli St! cfcctuó el pn:-tratamicntn de L::t.." mut!'stras con11.1 ~e describe a 

continuación. 

3..2.2 Lavado 

Dada las características dc fádl dcscomp<.'lsición microhiológica que prt!scntan los 

crustáceos. deben prol:csarse rápidamente para evitar la descomposición cau..c;ada 

principalmente por tnicroorganismos protcolitieos. para lo cual se lavaron con abundante 



agua eliminando lns impurc7..a.~ superficiales. asi como visccras y remanentes que pudieran 

quedarse: durante d dcscabc:r,.ndo que se: rcaliJ'.n normalmente en forma artesanal. 

3.2.3 s~cadu 

lJnn ve7 lavaJas. las rnuest¡-as ~e colocan en chruol11s de metal para proceder nl secado, el 

cual se l'"eali.1~1 a 60t :~·c. durante :4 hnr~L'> Con este trutaniicnto ~e con~iguc disminuir la 

acfr•,oidosd J.t:I agua par:i cnntnllnr la dc:-.comrosición enzimátu.::<.1 y rnicrubiolé•gica 

3.2.4 ,\folienda y tami":.ado 

El ccfalot(1rax de cani.arUn es nHllido en un rnolintl de ccrcalc~. h¡L..,ta ohtcm:r partículas 

homogcncas y. po~tcrionnentc. es tumi.1.udu ernplcn.ndo un tani.i:t. de malla ~úm. 40 (tanuillo 

de panicula de 0.04: ni.m.) dudo que. en experimentos prcviu:;, C.af\ipa (1994) !-- l:..scohedo 

( 1994) determinaron 4ue no ex1stia d1krcnciu.:s s1~mtka1iva entn: lo~ ta.maño.s de particula!:> 

comprendido~ entre la:-. ni.alla.o;. ~ún1. :!O !' 40 /\derná.s. a un t:.unui'io de malla mayor 

(tamaño de partícula menor) implica tener polvos muy tino~ :Y de <l1ticil m..i.nipulaci6n en el 

m~men'.•.:> d~ 1 lt·vnr-.r .-i carx~ el desarrollo experimental. 

3.2.5 D~sminerali:,ación de la harina 

La dcsmincrah7..ación se rcaliu' empleando un;i solución de EDT A disódico 0.5 ~1 con 

agitación constante (:2.00 rpm) durante una hon1. Postcriormc:ntc. la h:trina se somete a 

varios lavados con agua destilada a temperatura wnbicnte hasta que el agua del filtr..t.do sea 

lo mas clara posible. Tra...;, filtrar la muestra en papel filtro de: poro abierto (\Vhatman ?'Um. 

l ). se seca a una temperatura de SOºC durante ::? horas y se almacena. para la reali7..aci6n de 

los ensayos posteriores. 



3.2.6 S.:cado 

Una vez que se dcs1nincrnli7D u la harina se procede a seca.ria en un horno convencional a 

50±.3"'C por dos hora~ puru los ensa:-·os posteriores. 

3.2.7 Aln1ac:enamicnto 

Llna 'e7. t:uni.atda. sccm.ln y dcs1nim:ruliL.ada la h.lrina se nlmnccna en ':arios frJSCns. color 

án1b:ir. etiquetado.;; y cerrados hcrn1Ct1camcntc y cuh1crtos con papel parutiln1 para de c~tu 

forma evitar en lo má~ pt..1!->11->lc el paso de b luL y del O;: . evitando asi la degradación 

prematunt de: los pigmc:ntos. Posteriormente, <>e n1anticm:n en congelación a -1 OºC con la 

finalidad dC" con..">cr...-ar mejor tu muestra t Dial!.nuna 1 ). 

Diagrama 1. 1~rcparación de la muc<titra dr c~falotórax de camarón 

OBTEr;CIÓ:" DE CEFALOTÓR,"X 
DE CAl\IARÓ:" 

DF.SMl!"iiERALJZACIÓS 
CEDT A O. SM /I h) 

SECADO 
llorno so·cn h) 

ALMACE?'OAMIENTO 
-1o•c 

,. 



3-"l Canu:trriL11dóh de ha muc.!Jifra 

Una Ve7 que es somctidu Ja hurina de cefnJvtóra.x a todos los pa..,.os antcrion:s. es 

caructcriada rettliLando un ~u1jfisi:-. proximal Cdetcnninw.:il'm de humedad. ccni7.as. proteína 

total. gra.:i.a cru+.fa, tihra crud~t :- carhnhidratos J"l(1r diferC'ncin) (i\ncxo J) 

JA Protcóli.oli-~ t"OLinuitica 

3A. I Pru1eó/i_~¡_,. en:.üncilica en ca.u•ina 

l..a hidrólisis en/1m.;i.Ii1..·<.1 1..k cast:ina ~r: n:uJi/o empleando caseína Srgnw .al 99~-ú de purc;,..a. 

Los propOsitos fuen.1n los de c\"aluar los pararnctros de la a1:ti\"i<lad c117jn1á1ica sobre un 

sustr.ttu cst.i.fü..!ar y ti:1n1iJiari...-... 1r..;c c<1n la té..:njca L<l!'t parainctros Je: hkfróJ1sb que se fijaron 

pura Ja ca.scin.a fueron los s1g:UJcn!C"!">. 

(S J"""ca..:.i::in:1 en solucron ¡¡J 2<'. ;, 

[EJS j.;. J~o cqui\alen!es a -!3. 74 lT/g enLim<.1. 87.47 L:.'g de protdna 

pH óptimo..,,9.5. \·aJor reportado por E.sco~do ( J 994) y corroborado cxpcriment.aJmentc 

técnicas del producto hrim.Jadus por la c<m1pañía E.:-.:~1EX ( J 996). 

La mclodoJogi.'.l <le hidróJ isis empleada para ca..,.eina es Ja siguiente: 

Se disuelven :?_:?.J g di:: caseina .i 1 en 7U mL de Ja. solución amonigu.a.dor:i de carbonatos. se 

ajust&J eJ valor de pJ-f a 9.5 y se afora a l 00 mL con Ja misma solución an1ortiguadora. 

Para cfecluar Ja hidróJisi!> se requieren :?5 mL de solución de cic.eína y 3 rnL de Ja solución 

enzimática con Jo cual se tiene Ja relación E.IS de 1.0 o/o 

1 Se paa aa canlú/ud debido a que el poT<:enraje de cuJ..-Zna de :!~• debe manrenerse dnpl111t:1 de allqd/r rl 

YOINm~n d~ nr:J.ma 
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La solución se coloca en un hm)o con ugitución consluntc .a una tcn1pcn1tura Ót.'" 50"C 

Cuando d sustrnto )" lu c:n.1:irna h.:.in akanzado l.t tempcratur.J. prnpuc~r.a ~e me7.clan 

inmediatamente y !'.C :0111;1 una muestra de 2 5 mL. cnrn.: ... pondicntcs al t1cn1po cero de 

¡-eacción. L:1 cnzin1a "'-" in.u.::tiva por calcntmnicnt c:n horno de 111icroon<l.1:-. u 8:'.'"C durante .1 

minutos con la .ayuda Je un ti..:nnopar 

Paru calcular }41 <11..'.Ü._ i ... hu.1 de la cn.l'ín1a 1..·-. ncccs.rrio ton1ar a!icunt.:l-. cada tntnutu desde el 

tiempo cero ha. ... ta pa:-.ados CUH..:o nunutn:-.. (l .. ~. 3. 4 y 5 nlÍnJ )a t..1uc para ln.s estudios 

cinético!'-. es ncccs.ano s1tuar~c en /as C'-•nJ1c1onc:-. que cc•ITC"P'--'nJan al principio de Ja cun·;s. 

JonJc es lineal. e:-. Jc~ir, a ..:\inccntr.:Kiune:-. l--a1..i.., l.k 1..·n¿1n1.l. 

Cada :!O nlinuto.s duranh.· .:'! fll1ra ..... :-.e tonia un.1 alicuot;1 \ .. ft:l misrno volurncn )> "e somete al 

proccdirnicntr> pre .. iamcntt .. · ml.·n.:il1n.H .. hl para 111¡t1,;Ü,ar la c11.-:1n1.;,a Dcb1Jo a quL" en J..ts 

alícuotas !.>C tonm.n. tanto péptido~ ~oluhlc~ cumo ca. .... C'ina. es necesario acidificar las 

mucstr.is a un '\'alor de plf~~ .. 6 el ctw.I ~orresponde .1.I punto boc:Iectrico (pi) de esa protcina 

para su posterior cuantificación 

l;na vez. precipitada la ca.....,cina. es l."cntnÍU!;ilda a IU.000 rpm duruntc 30 minutos para 

facilitar la :.;epa.ración de los pépt1do!-> suJubJcc; proceder a rc:aJ17..ar la dilución 

correspondiente par.! su cuantificación poi'" el método de Lo._ ..... f"') .. (.-\nexo 1 ). 

Con los datos obtenidos se construyó Ja cun·a de hidrólisis de lu Pa-3000 frente a caseína 

para posteriormente calcular la actividad que dicha cn.7imu presentaba ante el sustrato antes 

mencionado .. 
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3.4.2 Prt1tetílids en:.inidtlca co11 harina tle c''lalt>tóra.\.· de cunrart;,, conro .<rU.\lraro 

La hidr61isi~ <le! ccf~lotórax st."" llevó a cubo de mmn:ru simil<.1r variando únicamente algunos 

factores: 

1.-Se empleó con10 !>Ustrato l.l harína de ..:ct-::.tlotorax de c;unarbn. a la ¡,;ual se le dctcnninO 

por el m1..~t<)do !\.1acro-Kjcldahl (Anc-...o 1) la cantidad de proteína total que C(lrttcníu. además 

.:?.-Durante.: el experimento se rnantuvieron constante~ los valore~ óptírno-. Je temperatura y 

pH (mism~L'> conjicioncs que .se empicaron al hidrnlt.r..ar l.t ca...o.;.cina) y la cunccntraciOn <le 

sustrato se aumento del ::!ºo. con el que..· .._e hahía tn1hajad<-l antc:rinnncntc en cascina al 5'?'u. 

( J .60 gramos de harina. 16 mi. de ~u!->pen,.iñn ). ) a 4uc en la industnJ se manejan porcentajes 

mayores de ~U!>trato que los utili.1" .. adt•'." c:xpcrin1entalmcnte. 

3.-Sc redujo el volumen de Li ~U!->pcns1on de ::!5 a 15 mL para fine..·~ pr~..:t1cns. guardando 

siempre el~-º 1.h: sustrato .11 5 ° u 

4.-Dehidu a que el cumplcJo de carotcnoprotcínas e~ un su.struto in~oluble en ló! ~olución 

amortiguadora. fué necesario n1.tntcncrlo en ng.1t.ación constante ( 125 rpm) durante todo el 

tiempo de reacción. de manera que se facilitara el contacto entre la enzima y el complejo de 

carotcnoproteínas. 

5.-Una vez transcurn<los los tiempos de reacción ( 1. :!. 3. 4. :-· 5 min) para calcular Jus 

actividades en7.imaticas. y (0. 5. JO. :!O. 40. 60. l::?O y IRO min.) p.i.ra conocer el tiempo en 

donde se obtenía la m.:i.-...ima cantidad de proteína solubh.: liberada.. c.:l hidro11:.:-...adu se somete 

a la inactivación de la enzima poniendo 2.5 mi. del extracto en 5 mL de una solución de 

TCA al S~ú en agua para su inactivación por reducción del valor de pH. ~e dejan reposar la.<> 
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muestra.." por un liemrx., minimo de 30 minutos y se centrifugan tus 7 .5 ml.. a 10.000 rpm 

durunte .)O minutos. Pa.-;ado c~tc tiempo se cnlc..:.ta el sobren.andante y se le determina 

protc:inu soluble por d n1élodn de 1.owry-SDS (/\.nexo l) 

~.5 Cullntificación dr carotenoprotrína~ 

1.- Una '-"CL c.uantifi.c31.b b cantidad J<." proteína ~"l\uhle, se prnccdio a dctcnnma.r \a 

canti..iad di! pt¡;1ncnto~ unid0.,, ;i pr'-itdna.>. p.ua 11..l cual '.'<.C prnccdió c0tno en el p~so anterior 

1.- Se omitió l.11nactivac1ú11 de b cn.1tma con Tt~/\. dct-ido al dai\n que oca....,,iona el ácido a 

los pig.rncntos ~ st.• proceJió a una in,11.:tivacil'1n pcir c.aknturnicntll ro:'iptJo en m.icroonda.s 

(60"C / 3 minutos). ya que !->Cha oh~cn.adll qui: la JL·:-.natura1i.1 ... acinn por efecto de calor es 

muy rapida.. .._ temperatura....,, p..._--,r encima J.c 55"'C. :-.1..•hrc \.i....,. suhtihstna!.. \Buitrón. 1983). 

:!..-Cna ve7. tran~currido et ticmrx-i de i.nacti...-ul.'.ión fue ~.:parado el residuo del sobrcna.dantc. 

somctiCndose este Ultimo a un¡1 centritUgaciún de 1U.000 rpm J.urn.ntc ~O nlinutos. para. 

para precipitar la pr1.."ltcina 

3.-La proteínn prccipitadu e~ separada con la nyuda de una c~patu\a y d1ahz..ada con una 

membrana de tamaño de p<:"lro de 13,000.00 Dahoncs. cfectuindo~c po~tcriom1cntc varios 

cambios de agua dcsti lada. para eliminar a\ sulfato d~ amunio ¡it-,'Tcgado ) algunac;. 

impure7..as que pudiera contener la muestra. 

4.- Una vc7. que se comprueba que ya no h.."!y !'-U\fato di.: aJTlonio en e\ dia1i7...ado (mediante la 

adición de 0.3 g de RaCl~ en un tubo con 10 rnL de solución de\ diahz..ado). se procede a la 

liofili7.ar \as carotcnoprotcínas para su po!>tcrior cuantificación. 
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3.6 Dctcrrninación de pigmrnto!I 

La cxtrncción del pi~rncnto tanto en carotenoprotcfnn.s como en hurinas de cefalotórax 

(entera y desminerali7..ada) se dctcm1ina Je acuerdo u Ju rnctodologfu propuesta por Britton 

( 1985 ). en Vel!l/.qucz ( l '>95 ). rcalil'.ando las siguientes adaptaciones: 

Se pesan O.:! grainos de muc!'.trJ (curotcnoprotciru.L') en un tubo de cn.suye de 50 rnL )" 

agn:gan perla.o;; de vidrio de 0.45-0.50 mm. :?O mL de una rnc.1'.cla de solvente!'. 

Hcxano:Etunol:Acctona (50:25::5), agitando durante 5 minutos en vortex a velocidad 

moderad.a pana e"·itar t:1 derrame de la m1..1cstru, tidicionu.r otto:> 20 mL de la mezclu de 

disolventes y seguir In agitación dura.me 5 minutos. 

L:i separacón de tus fa.ses se efectuó por centrifugación durante 5 minutos a 5000 rpm~ 

quedando en la epifa.sc de hexano los pigmentos disueltos. los cuales se recuperaron con 

una pipeta Pastcur. 

Una vez recuperada la mucstru se concentra hasta aproximadamente 6 mL. empleando N, 

gaseoso para evaporJ.T el disolvente. 

El volumen total del extracto fué medido y se procedió a su cuantificación como se 

menciona en el texto más adelante. 

Durante el proceso de extracción. lns muestras !'te protegieron lo más posible de la acción de 

la luz y del oxigeno. 

3.6.1 Purificación y cuantificación de pignrentos 

Purificación 

Cromatografla en capa fina (Thin-Layer-Chromutography. TLC) 

Se realizó para la separación de astruc.antina. sobre placas de sUica gel (K.iescl DC-alufolicn 

sin indicador fluorescente) de 20 x 20 cm x 0.2 mm. 
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Se uplicaron :!O µL de c:xlrnctu en hcxuno de las muestra."> u evuluar. 

La elución de Ius n1oi:stras fue n:ali.r~tla en una fa~c móvil conteniendo Ctcr de 

pctrólco:acctnna (80:.:!0). en una cún1ara ~uhrc:saturada. 

La identtticución se lfc,.·ó .t .::¡1hu nlcdi:mte la contnL.;,tación del Rf de: los pigmentos 

obtenidos de liL"i can.."ltcnnprc1te1n.;i_.,; '.'-" del pigmC'nto reportado en la literatura por el 

luboratorút ¡_,, Rt1-..:he t l Q9-1) 

c.·iu~nr1/icui.:tr)11 

La cu~mtificac1ún de c;1n1tcnou..ks tut¡des :-.e rc¡1Ji.r•'1 con un cspc:ctofoll'imctro. utilizando el 

coeficiente dt.• exuncion de :! l OO. el cual es cspcc1ficu para la asta...xantma en hexano según 

lo n:portado por los lalxm.llorios La Roche. L.:.1 lon~1tud de onda a la i..:u.al s..: leyeron la.." 

muestra."' fue de 47~nn1, por c0n!>iderar~c u Csta el pr.nc:ip:il con1poncntc. 

El cálcuh.'l se d<.:tcnninó r<.:alizandCl una cur•a e~tanJ;ir Clm un patrón <le astaxantina donado 

por d Instltito de In" c!>ligacionc~ Hionlt:<lica~ y corrobomd1..1 con la ~1giucnte relación 

µgde curotcnoidt.·~ =(A) (10t.)/ ( 1
•,. E tcao) (100) 

donde: 

A= abso.-ba.ncia de la muestra 

l Ob Factor para expresar Jos carotenoidcs en µg 

t'!-. E i.; ... = coeficiente de extinción específico para astaxantina 

100= constante para eliminar el facto.- de pnrccntajc 

32 



SOBRE!"IADASTE. 

Dlu~rama 2.- Obtención de carotcnoprotclnas 

CF..FALOTÓHAX nE CA!\1AltÚS 

i 
CARACTl-:IUZACIÓS nt: LA 

:'\1\.lESTRA 

(!!j.:s1'11N t:H.ALli"..ACIÓS) 

~~~~~~~~~i~~~~~~~~-
U l:TE R.'\1l:"ii A C l ÓS llt: t•AR . ..\Mt:THOS UF. 
HIDRÓl.lSIS EN7'..ll\1ÁT1CA CO!'i' PA·3000 

lllDR<°>l.ISIS E~ZIJ\.t/\.TICAJ 

¡--

CF.!'IRIFL'GACIÓ~ 

1u:s1nuo CQL~rr1NA'1" 
PROTEl:"iA) rAH.A SF.R 

SO!\tF.TlDO 

DETER'.\UNACIÓ!" I>>: A LA OHTE?"<i'ClÓN DE 
QL'ITOSA~A PROTEÍNA SOLUBLE 

PRECIPITACIÓN COS (Sll.ihSO. 

LIOFILIZACIÓN) 

CARA~ERIZACIÓN Y CCA?'illFICACIÓN 
DE PIG:\IENTOS 

33 



.a. H.ESlJLTAl>OS Y IJISClJSlÓN 

4.1 Cal"'actrrizadón de lu h1i1rin .. de cefalotórax de camarón 

Aná/isi.-r proximal 

Una vez procesad.ic;; la.s cahc."..:.t_.., •. k ccfúloh)rax de camarón. se caracterizaron con la 

liter.itura. >·a que ~C' ha~ t~to .. ¡iu: t::-.tt•~ pueden V.triar entre lote-. y c..,pccu:.,. 

Tabla~- Compu~ición de lu harinu de crfalotllru1 de c:ii1marún ...... ~en pc!io (b.~.) 

CARACTERi.-..11<.·A 

Protcfna crudu 
Ceni.L.u.-. 

Fibra cruda 
Gra~u crudu 

Carbohidrato' asimilable~ 1 

nor diferencia j 
TOTAL J 

r-1 J'romrJu> .ltt trtrx Jtrtr,.,.,,,..,,.u·1<>•1rJ 
f.il ¡.,n·tur J..• ._.,,.,,,,.f1<)n.- .:i .s 

::t. 86 ~8.11 

1 Q J5 

4 h) 4 65 

100 100 

En la tabla 5 se pre~entan lo'> conip.....,ncntc:-. de harina entera de ccfclotÓr<LX de crunarón en 

base seca (eliminación del contt.•nido de agua en el alimento. determinad.a por el porcentaje 

de humedad de la muc:->tra) y su comparación con los reportados por el Agricultura! 

l-landbook ( 1975 J. Al reali7...<lf' la confront.."lción entre atnbas harina.."' !->C ob~crva que la 

composición principal en el ccfaloti>rax de carnarón cs de protdn:is. le siguen lo~ valores de 

ceni:r~s y por Ultimo. los t.lc rihra Cn.J.< .. fa que inclu)oc h.• quitina. Las variacmncs observadas 

entre los valores de las columnas se atribuyen principalmente .::i la. ... difcn:ncins cxislcntcs 

enue las especies empicada<;. 
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4.2 l>c!llmincraliLación d'"• la hnrinu cmplcitndo diferente:~ conccntrucioru.•<t de EUTA 

Con In finalidaU de di.snlinuir la cm11ida<l dc :,ak.s (principalmente c.arhonalo!>t y fo~falo!>t) ) 

con ello favurc:(._·t.·r l:...1 h1<lrúli.,.1.-. cn.-irnútit.·a del complt.·jo c.1roit.·nnpr111c1n1cd. :-e dcddió 

que en un estudio..' sirnilar Je c·aun-1.•'•pc.- ~ 1.:ol f 1 1>S7J fue d<.·rno ... tritJo 4u1..· al 

aurncntahJn rná. ... del 80° ª· en t.;:uHo '"1l1l" ul fh) t.·n1plc~1r e..;tc agcntc quclante <>e pn:.'>entJn1n 

impc:diJncnt1..lS de tipo C!>tlcric~l '"1Ul'.' C\.ilart>rl J,1 1n1<.·r.u:.:•.:1un t.•n.'11n;1:1c.1 •• :l•n cl ... u ... tralo 

(proteína de camaron 1 

TAUl ... A 6. Dc~unineraliLitcilln de la harinu d1.· ct.•fulotúrux de c.anu1rcín rn1plrundo 

EI>TA disódico bajo diferentes concentraciones molare' 

n ;.e; ..., .c;n 1 
: 

En Ja tabla 6 :se puede const.ntar que las menorc.'> cantlJai .. ks de l..'.cni.l'....:1.-. ::.on ohtcnidns cn la~ 

concentraciones i..J<-· J .O y O. 75 ~f: sin cmhaq;o. :-.e .Jc:cid1ó tr=:ibajar c0n la c0ncentr.ición de 

0.5!\--1. al no obscn.arsc una di::.mmucillfl 1mport.:i.ntc a ni\. ele~ rrn.1:-orcs de O 50 ~f y Jchido a 

que a concentraciones superivres a esta se llega u la sobn:.!--atu.ración Je EDTA en agua. 

origin.indosc la precipitación de la sal. crcando...,c complicaciones técnicas. 

-4.3 Compar.1ción de la cantidad de aminoácido~ tanto de Ju horinu entera y 

dcsmineraliLada como de la~ carotcnoprotcínn"" 

En Ja tabla 7 se presenta el contenido de aminoácidos de Ja harina entera. harina 

dcsminernlizada previamente con COTA 0.5!\.1. caroh.:noprotcínas y el Putrón FA0'73 

como factor comparativo. En toda!>- Ja.s muestra...<; se observa que la harina de camarón y Jas 
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ca.rotenoproteínas ~sccn un buen perfil de ¡1minoácido~ e'.'".cncialcs, comparado.,. con el 

putrón. lo cual concucrdJ con Ju reporwdo pnr Símpson y l luard < J 985 ). En todos los casos 

el aminoJ.c.:idu que: !->C ohscrv" en mcn .. lr prnp..irt:iún es el tríptofono. Fsto se dehe a Ja alta 

sensibilidad del mismo ~1nte l.t h1dtl)h-.1-. aL:1da c..·mplca< .. fa al ... c:r ~on1etida~ las mut.•stra!> pan1 

su dctcm1inación por c.:rurnatné!r.1Ji.1 <le liyttH.h"ls de alta rco;olución ( CLAH.) C"ahc mencionar 

que t.:on1u no ~e dclcrnun~l t.:1~tc1nu ) el triptof.tnL) !>C.." picn.Jc en 1~1 hi<lróli.-.í;,. tícida de !a.o:. 

que en amha!. ha.rinu.-; ~e cn..:u'-·nrran toJ,,s )- alguno:-. Je cllPs en una n1a:-or proporción yuc 

cJ patrón de la FAO. 

Tahlu 7 An1inoi:ruma dr hurina ... dt" cefalotórux de camur(•n (entera J 
<lt.·~ntincrali7.udu) \: c.arotenoprotcína~ 

A!\U:'i"OACJl>O J ffARl:"o"A HARl~A I' CAROTt:~OPROTt:l~AS P..\TRO:"'oi 
1 •: ..... TF:RA llt".."Ml=""it:.~AL17.AllA 1

' FAO .. 73 

Ac. l!(utámico 

s~rin• 

Hi..,tidin.11 

AM"lnina 
Abnina 

Trr-ontna 
Total de 

AZUfn.do-.. U! 

\'ali na 
Total de 

i 

•J 7•J 

" ~'.\ 

• 71 

o ~:"i 
6 ;J 
7 28 
5 63 
!'C.05 
.J.Js 

5.J3 
9.':'Q 

-'.SS 
8.:?4 

10 f,1 JM OH 

1::: '""!6 IM 1'7 

IJ b7 6 14 

2 84 2 J l 

1 60 
6 06 

' '" Q.J':' 4.00 
n.S<J 0.86 3.5:? 

J . .::-1 6."70 

1.:: • .::s 0.18 6.08 

~.06 

9.76 
6.96 S.HO Lbin• I 5.07 j ~-44 

Tri norano / 0.45 u . .::<1 0.38 1 O.IJ6 
Unidad dt! al'Jaltn.t de amuroac1do.'l .l- JIPLC /n.f/Jluro Je.· bn •·Jt1,;uc1r~nc'J l.lt<H•·ud1<:J1 
i,•a/ore:J reportadnr K a.J<.'00 ¡,:de.• p.-uteinJ 
Awunodcida:r 1ndupensJb/c.s .. ,, neg.-ira..r 
Anrinoót:1da.'J Arnmá11caJ (T1.-aJ1na-Fc.•n1/J/antnaJ .-f"11n0Jc1dor A:uf.-uJo.sr ,\f.-non1na-C4 1JteinaJ 
flJ Han1Ja des,,.,ine,.a/l:c.1da prn·1anu·nu· 14f11t:ando J.:EJTA O .5 .\f 
r.J C., .. arotenoprote/na .. 'J P'el-'la /1,ifi/z:J~·1ún 
OJ l'1/o .se determinó Cureina 
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4.-1 Expcrimrnto!l de hidrólhi!l con Pn•h:U!IH H.kallnw 3000 rn c~u1dna 

La hidrólisis de In cuscínu se llevó 1.1 cabo como cstAndur p.ua determinar el 

comportarnicnlll cn.r.in1.:üico Je la prutca.s~1 .1kal111.l P/\-1000 -;ohn: un .... ustralo conocido, 

con la técnicu. Uurantc la h1Jrúli".'.i'> 4uc ........ cti:ctuú en ca~ciri.1 .... e tnanlu'I. icrnn cun .... tante-. lo-. 

Escohcdo ( 1994) y corro~ora.J.n., en la . ., e.:;pcc1ticac1nnc..., del tal">ric..int1..· l.:1 cnnccntracion 

del sustnuo que :-.e rnancjll fue Je 2º0 L.1 acti'l.1Uad dctc1..:tada en ca-.cin:1 fue de..· 87-17 t: g 

de proteína.. 

4.S Exprrimcntos de hidrólhis con Protcasa alc.alinn ~000 en harinn <le cefalot6rau. de 

camarón 

Una vc7 conociendo la activ1dac..1 cn.l"lm:..it1ca que la cn7rrna pn: .... enta con la ;.;:a.. ... cina. '>C 

procedió a emplear la harina de cefalotór:ix de camaron. pn:via dc .... mincmli;t..acion. como 

la proteasa PA-3000 frcntt.· a la hanna dc:smincr..ili~Ja en una relación E. S lºo L~t¿1 frn: de 

20.33 C/g de proteína (Tahla 8. Gr:ifo;n 1) Durante !a hidrólisis ~e mantuvieron constante~ 

los valores de pll- 9.5. Tcn1pcrntura 50"C.) la com.:c..·ntración de sustr.Ho se aumentó del 

2% al 5'!·ó con respecto a la hidrólisis de ca~cina. 

Tabln 8 Dctcrn1inoción de la ucth .. idad de la enzima PA-3000 con la harina de 
cefalotórax de camarón (E/S= l 0/o) 
Acthddad 1 m • P.SJmL ( 1) 1 D.S 

o 1 4 980 

! 6 57..S ! 
1 10 74;:: 1 

1 11 027 

1 12.356 1 

1 14 467 1 
(/) La.l .. ·aJo,fl!.1 Jtuf .el pr,,.onrJ,,_, J~· ~·uurro :.lc•rr,m1nu..:.·1nnlf".T lt"XpL·,...tmienr..:lie.T 
P. S •Prnt..-fna $O/uh/e 
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Cráfico 1. Drtc-rminación de h• :ucth·hJud rn:r.irnáticu en harina dr~mincrnli.7.ada de 

crí»lotóra:x dr camarón con una relacit'ln E/S• l .. /o, (20.33 Lllz.: d..- proteína) 

16 
u ,, 

ACTIVIDAD ENZJM ÁTICA EN JIA.RINA DE 
CEFALOTORA..""<DE CANIARONALl~EJS 

0-'--~~~~~~~~~~~~~~~~-

0 

Una vez conocida la actividad que Ja prote.asa presentó en In harina de cefalotórox de: 

camarón (20.33 U!g proteína). se procedió u n:ali7.ar la protcólisis durante tres horas de 

re.acción pw-a conocer el ücm~i t.•n 4uc la crvJma libera fu mit..'<ima cnnlidad úc pToteina 

soluble poT mihlitro. En la tah!a 9 (Gráfico~) se puede apreciar que la máxima cantidad de 

p¡-01cina ~olublc se obtiene u Jos 1 :!.O minutos úe reacción. 

T•bha 9. Hidrólisis de harina de ceíulotórax de camarón con una relación E/S del 1 .. /. 
120._'13 U/S? nrotcfnal 

.'Ir.·•: innu ,_ J."n.rima e:- .o. • • 

(~In -·- . " --1• ..... n<.: 
n .1 '1 ~ r u~~¡;¡ 'º 
< 1 14 467 ºº 
10 1 I7 .,4 "'1!cl":'t>O vv 

.,n 1 '"!O_QI o r º-"º 
40 1 ='" 09'i n :tO?fo..& .:.'.: O:!J ~ = 0.141 

60 1 -,,,;. 471 o :t 2 J~ ~ 024 .., ,:; o oo, 

PO 1 11 n~o ... ~o f>li. J.(UJll n:: tlU~J 

IRO 1 ..,Q 6.,Q o e!" O IH>' -4 ObO (J..:. 001. 

( I) Lvs vu/u,..~·.s sun C"/ p,..urnedtu d .. cuutru delrrm1nanvne.s cXPf",..,m .. n1ules 
P S -Protc•ínu so/u,.,/._o 
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Gráfico 2. Cun•a de hidróli!!iii!'ii rnzimálic11 de harina de cefalotórax de cumarón con 

una rclucibn del t •Y.. E/S, (20 . .J.J l:/a; prot.) 

C~a dP hidrolisis enzinudica de hannH di:' C'ttfaJotorax do c~aron 

TleJllP• (111.ial --c•••-U.-

--- ·i-·-'-
Pwn conocer los rc~ultados que ~e nhtcndrian con la hidrólisis al aun1cnta.r 6 di:!>ominuir la 

conccntracion de en.Lima ) de c!>ta forma evitar una protcól1s1s ineficiente. se propu~ieron 

los siguientes intervalos de rcla..::1ón L.:S ~ohrc la ..:antidad del l~o. :?O ~3lJ:~ de 

proteína manciuJa anteriormente (f).33º·J ,. 3"o currcsp~mJ1cntc~ ah 69 l: g de pn.."llt!Ína. )-

61.017 Utg de protcina re~~ctivamcntc J. Lus resultados obtenidos ">C muestran en la tabla 

1 O y en el gráfico 3. 

Tabla JO. Comparación entre el grado de hidróli~i.s de lu protcasa PA-3000 frente a lu 
harina de ccfalotóra:1. de camarón empleando diferentes unid:.11de~ de actividad 

cn.1:imática (6.69. 20.33. y 61.01 U/g prot); loo.;; "·alorc.s ~tán reportados en mi:: de 
proteína ~olublc I mL al cabo de 3 h de reacción. 

"n<1:., ' -· º""º' -,.., 
'" o c;t...i. 

,, 
9 , 

' <NK ". ' 
Q -Sf>"' UQ"4 ' 'º' , "\oC;f) , 

' ' , . "'h 7f1<; , ... 1 (lh"'\ " :!4"' 

'"" 0\7" 

.'\oto: /.os datCJ.f rrporrtu.JoJ. .son ,.f l''~''""~Ju> J~· -.-uutrro J.:tc·rrm1•1u._.u,,1C.f .:!tperomL'ntuf,•i parra el 
an.áluu de ~·ar1an:.i .sl' mJnt'JU""º" d 101;,;¡,f d.·¡.,. ~J/orrcf rAne%n :1 
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Griflco 3. Cun·a.s de hidrl•li!'lii' tk la hu.rina de ccflllotórax de cu.marón con l~ cn;Limu 

PA-3000 emplc1&ndo difcrculc5 unitl1ulc~ de acth·idad rn7.imiltica ( 6.69, 20.33,. y 61.01 

U/¡t protclna) lo!lll ''allorc~ ~e rcport11n en n1¡: de protcina ~oluhlr f n1L ni cubo de:\ h de 

reacción 

H.1drollsis de cefhlotorax dl" carnnron con PA-3000 en 
difer1.~nh.'IS conc~nti:-aclones enz.bnatic~5 

zo 40 80 100 1ZO 140 160 ISO 1 

4.6 Análi!li~ de .,..~rian1.a cntn.· h1!'!. concentracione~ de E/S probadas 

Una ·vez conocida ta com:cnuuci0n de protcin.:.i soluhlc lthcrada en las tres condiciones antes 

mencionndas se lle._ ó a cabo un análisis de varitm:tn (rabia 11) entre las tres relaciones 

enzimáticas con grn.dos de s1gmficancia U"" 0.05 y u- O 01 

Tabla 11. Análisi' de '\·ariunza entre 0.33~ 1.0~ y 3.0°/o ¡..:¡s 

Donde A - R'lac1(;n E-S (U 33. JO. J U"<,J 
B= ConccntrJcJOn .¡._. rr<>h•ln.l .H>/M1'h· /¡f.._•r.:iJ..J 

Ademas se llevó a cabo la pruc:ha de Duncan c\Jn u =0.05 y u= 0.01 de donde se observa: 

a= 0.05 

A-= l S.50h 
C'-2:!.14 

a= 0.01 

A= 15.506 
B....,. 20.93 C="2.l4 

40 



Lo que significa que es jnJi~tinto trnbaj.ar con un.J rcladún b'S <lc:J J .U ó J.Oºó para ohtc.-nt:'.'r 

Ju máximu cuntidud Jc pn>11..•ínu soluhlc, por !o c..·u;il se UcciJc lijar Ja relación E/S·'- J .0% .. 

para todos Jos cns.ayns ¡><)stcriore-.. dc.-.cnrt.indi.::1~c la relac11'in <l.:1;1~;. por prc~cntar val<1rc'!o 

reJarivan1cn1c b.;.ijos .Je..· protdna ~nJuhh..· J1hc:r;ii..JJ. 

4.7 Delerminaciún t.lr pig:ntcnt•>" 1.·urorenoidC'-.; 101ak"" l'U h11rin0&' dt.• ct.·falutórux de· 

camarón (cnlcra y df.~n1int.·r1.1.Ji;-ltc..la) ~· 1:11 raroh.·rwprot .. ·inH'i 

La cantiú~d Je carutcnl1u..lt."s tulah:~ ~c..· detcm11n~uon t~u110 1.-·11 li.! ..... hann..t<> de: cefaJ(1tóra.x de 

carn.arl1n (h.1nn~ cnti:r..t y ;-ircvirunentc desmincr.1Ji.r..o:u.fa C<-'n L!Yl :\. O . .:' :0..f) cnmo r:n las 

caroh.:noprotcínas oht('ni1. .. i.:t..'i durante cu.:ttro uitcn.·.alos Je: tiempo ( 1 O, {10. l 20 l 80 

minutos). 

Gráfico -S. Cun·a pnrrón de a-'IC:txantina t·n hexunu 

Cun·a patrón du astaxantina <!n hr.x.ano 

so '00 '50 200 250 300 350 400 

Ca.ce.11.a-aciá• (..UCr.z~s1...t.) 

Dondt!: p1!ndk111e- O. 00115 7.'f, ordn-.ada al or//:l'n - 0.0()...14. co,.fldl'rUr ,¡, corrdac/ón• O. 99.fN 
L4 cun,•a patrdnfu" t!lal>orada dr acu,.rdv con lo nrablrc/do '" la ,,.ccithr d" malrrla/,., )' ITfc'lodo.'ti 

La dctennínación de Jos pigmentos ~e llevo a c¡ibo por medio de dos métodos; en el primc:ro 

se interpolaron Jos valorc.s de absorhancia obtenidos de Jas n1uc-;tras en la curva p.1trón de 

astaxa.ntjna y en cJ segundo de acur:rdo a la ccu.<..1ción propucst.::1 por Brinon, c:n \:cJizquez 

(J 995). Es posible oh.servar cn Ja tabla J 2 un aumento no rabie entre Jos V:Jlorcs dc..­

concentradón obtenido~ por el método propuesto por Britton con rcspccw al método de 

intcrpoJadón en Ja curva patrón de asta.xantina. Cabe ser1ular que el método propuesto por 

Britton es una ecuación scmiempfrica establecida paro dclenninar w.taxantina dc origen 
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microbinno (lcvadur.i ... ), d&uHJo unu upro-..:irnacJún ... obn.:,timada dt..• la canliúad de pi~tncrito" 

totales referidos conHl a!'t•L'\.•tntinu.. Sin crnha.r~o. nu ~e: quhu ornítir el rc~ult.u..ft1 de c::.ta 

nproxirnación paru poJ:t.·r rC"ah7.ar una i.:nrnpar;u.:iún entre an1ha.:-. téc;111,:a' El contenido de 

pigmentos tolltlcs cuJ..:ulouJu~ r>t-ir intcrpul,u.:i.'1n Jc l.1 cun .• 1 p.1l11..•:1 J:: .1 ... 1;1.,.1lll1n;1 hrind.1 un 

valor n1a..._ real del contcni<ln <lt.• pign1cnt«" l'ut..•J1: t•hscr.ar--.c ~.:1n1h11,._•n un 1n1:rc:n1cnlll ..Jci 

1 J .34~ u e'1 el Vdh..lr de Ju!'> pign1cnt1.1~ 1..·.uo11.·r11._111..h:s ohtcn1d1.•' a par!ir .k la h:1nn.1 

desn1incrali? ... 1do.1 con n:!-.pco.:tu ~11 \·alnr Je.· L1 harín."' 1..•nfl:·1a Lstn <..t." del~ .1 que en el 

niornento de clirnina.r ,aJgu1104' .._·1.•n1p...1nentcs dc:I cc1:dufóra.'\. 1,:(1n11.1 :.un nlincraJe-. ~ 

curbohtdratl1..,, aun1cnt.;.1 prnp..1n.:iun~1ln11.:ntt: t:I cnntc._~rudo Je p1p.!n1cnh1.., ·\-.;irnisrno. -..e 

observa que la conccntrac11.'1n n1a.'=1mu de._· p1gnH.:ntu' 1.:arotcno\J,,.., e" ohtc._·n11..L.J. c.·n h(l n11nut<10., 

de hidrólisis. mientras que la 111a:-nr i.:.u111Jo1.J J1..· pn11cln.1 ~nlublt..· l1~c,.·r;1da ~t.· ,1ht11.-·11c 

al cabo de 12() rninutn' de rcac..:1ón f(Jr..i.fico 5 l Lo anti.:rio:- dcn1uc...,tr.1 J:i as0..:1ación de 

carotcn1,_1s con pn1rcfnJ.!- en el cct.1J111l1roL' de.· counarnn, aun4ue nti l."O rcl.:.ic111nc~ 

cstequion1étricas corno ~e ren«.aha. Estti pucdc Jchc..·r:-.c .1 que al ini-.:io J.c la h11.1n'1li.'>i:-. 

cnzin1ática hay I1bcf'a..:1on de pnttcín;i s1.•luhlc con pigmentos y ~r'tidD:. a.._o.,c.u.:1..1Jo~ a 

pigmentos que pucc.ic.:n ~r h1Jr1.1Iu..::u.Jo.-.. nuc" arnc:ntc por la cn71n1.:.i ha...,t..: que )a no sea 

posible su ruptura. !1..1 que detcnnina que 1:00 un n1ayor tiempo de cxposic1ún Je la c..·nzima 

ante el !'>Ustrato. c;:c ohtcn~a una ma:-or cant1daJ de proteína y p¿ptiJu.-. :'><.ilublc:'>. Sin 

embargo. se d<.'.'!>favorccc el ··c:fcch• prolcclPr·· que..· dicha....., hiornolécula!'. prc::-.cnian ante Jos 

pigmentos, dismmu)endo estos al paso del t1cmp<). J)e ahí que: en los ticmpo~ de 120 > 180 

minutos. la cantidad de pigmentos disminuya con respecto a 60 minutos. f:st.:t es una de las 

desvcntaJa" que se pueden observar en el proceso con PA-3000 y ~e debe principalmente a 

la amplia especificidad que Ja enzima presenta para hidroliz.ar el enlace peptfdico de 

muchos residuos de aminoUcidos. Lo anterior concuerda con Jo rcponado por Simpson y 

Haard (1995 ). 
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Tabla 12. Dctcnninnción de carotcnoidc~. cxprc'.'f11do!. en nig de carou•noidc.!11 tutule!tlg 

de rnue•tra 

:\1ur~tru 

~---i~-~~--~-~~~.~->---~V41 
~--~-(1.:.;.i 

) " 
t ~n 

n 7n 

Gráfico S .. Contparución de In cantid1uJ de proteína lihcradu conrru Ja c.antidad de 

pi1=.mcnro:oi carurcnoic.Je!" tutalc~ u .. oci1u.Jo'i, en diíerrntt.•<11 ticrnpo., de hidróli~if> 

Comparacion de In rantidad dP pi¡:rnento asociado a protP1na 

10 

--- Pigmento e•oc1.,..'io 
c:=::::J. Proteua bl;in-.d• 

120 1'<0 

En el gráfico 5 se observa que:, a medida qw .. • avanz..a el ataque cnzimátiCCl hacia Ja protcina. 

la cantidad de pigmentos dcsminu)c hasta 4uc se obtiene una cantidad haJa de.: pigmento. 

Esto puede odginarsc debido u la ruptura entre fucr...-...t1s intcnnolecularcs como son Jas 

fuerzas del tipo de van dcr \\:aals y la." interacciones dipolo-dipolo. lo cual ocasiona una 

desestabilización en cJ cfocto protector ejercido entre proteína- pigmento. 
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4.8 ldcntificución de pi~menlo" c.-n harina y en cHrotrnnprotl"inu" 

Como ya se n1encionó en la sección de matct"ialcs y rnéto<ln<,. se i.:ontó con cstún<larcs de 

astaxnntinu y rl-carn1eno. A c11nt1nuai.:1ún se n.:por1.tn lo'.. "'o:tlorc' de Rf. tanto del patrón 

cun10 de los ohtenid{l"> <.h .. • la:-. nluc:-.tra:-. <le t":Jl'"otcnoprott~in.1-,, l .os "alnn·~ <le Rf reportado~ 

se ol'-tuvic:ron de i.:orrcl'" la cn1n1att ... ~r-ati.:i en i..·apa fina. tanto de In'> pa:rnni.:"-> con10 de la'> 

nlUCSlnL"ó ( r.;iPJ..¡ 1 ~) 

Tabla 13 hlentificución de pigmento~ carotenoidc<!io por medio de cromutogruflu en 

cupa finu. 

Patrón ur "H'rÓn 

1 1 0.3 7 1 Astnceno 
A§taxantina 1 0.-11 1 O -l I 1 Asta..xantina 

1 

Al correr la cromat~1grati..i Je L.1~ muc...·:-.tl'"as fue p<.1-.1hlc oh'>cn.ar lu ptc<,cncia Je do!-. mancha~ 

n:tCrcnte~ 3 lo!'i pigmcntu:-.. dos <le ellt._1::- '-."llITlt.'l'"UO ¡::i;ualelarncnte con los patrones, en tanto 

que lo!io otros <los se sospecha que pueden ser ..!.....;tacl!no ( fom1:i º'ida.Ja de l<t a._..;ta.,antina) o 

4.9 1-:!lltimación de Ju vida media de hu carotcnoproteina."i 

Para corroborar la mayor c:stahiltd.:id dd pigmento asociado n proteína con respecto .a 

pigmentos aislados sin prot.:ina. ~e comparó b vida media de u.mhos extrayendo el 

pii:,..~ento como se menciona en la ~ccdon de materiales y métodos, de acuerdo a Ja 

metodología propuesta por Britton ( 1985). en Vclázqucz ( 1995). Una vez cxtrn.idos éstos. se 

determinó la concentración de carotenoides totales en la muestras y se almacenaron .a 

4± l.OºC para. de c:~ta fom1a. al tnUlscurril'" cuatro semanas (tres ~emanas más el inicio), se 

observaran Jas perdidas ocrn.ionadas por tcnc:r al pigmento aislado (tabla 14). 



En lu Tublu 15 se nota 4uc lo~ pigmcnh.J~ c1uolcnoiJcs resisten más los procesos de 

oxidación cuando se encucntrun ª"ociudo!-. a prutcina. aumentando su e~tahilidad ha.<>tn en 

88º/a con respecto al pigmcntn aislado. cnm(l es posible ohservar en la~ carutcnoproti:ínu.s 

aisladas al cabo <le 60 minutos de hidrólisi~ cnónultic;1 con JIA.JOOO, lo 4uc: hahla de 

Tablat 14. Vith• m1.·dia de Jos pi¡:.n1cnto."I cncuntrado!I tanto rn lu'.'11 curnlrnoprotrína."I 

como en lo" pigmcnto."i aislaJo."I al cabo de trt.·~ "cn1ana-. 

Carofc-noprolda, l'l¡:mentu'l a1,lado~ dir <'arotrnoprutrína 

T1cn1po 
(m1n) 

10' 

60' 
120' 

IHO' 

Inicio 

m• 
C.T. 
~.88: o 5-~8 
)7.573 o 307 

8-~~9 o ~~7 
RAI 1 007!'1 

J !iC'Olu.na!'i 

m• "~ c:r. 
3.100 o 0:"4 

16.:~o o 630 

H.310 o 7::0 

7.990 O .JOO 1 

1• 5t'n1.w.nwi 1 2• ~cmuni.t 1 3• ~cmanu 

m• m• 
1 "' lm¡:C.T.i 

C.T. C".T. 
:.:?60 o 0:"1 o.•13-:- 1 o o.::o 0.730 1 O Ol(J 

8.330 o 03~ l.69:! o 080 1 0.6QZ 1 0.01:" 
3 . ..a:o o 04<.I 0.896 o 0:!4 1 0.68-:' 1 o 007 
Z.QSO O O:!! 0.979 ¡ o 004 1 0.7Q7 1 O OUJ 

Donde ( T - P1¡:m.:nto1 c~rot.:nnt.if".l l&IJÍ<"J. (. unJu·10'1"' ( ·,~,.,·r.·nc'f''''tr'l!1<ll ,,,..1.:n1Ju, "" d1terr'1l•'' 
r1cl'Ptpos .J~ Jm.Jrúlutf 

Tabla IS. Porcentujc de dc.-grudación de pigmento~ carotcnoidc<fí totales de5pué!'> de 

eres ~cmunus en ·l°C. protegido'§ de la IUL y expues10 .. a lu utm<h;feru 

l\1ucstra º/,• Dr •ru.da1ción 
Caroenonroteina 10· 13.:!7 

Picmento aislado R7.59 
Carotenonrotcína 60• 8 

Pil?mento :ddado 96.06 
Carotcnooroteina 1 :20' :? 81 

Pií!mcnto aislado 92.05 
Carotenoprotcína t so· 8.27 

Pi ~mento aislado 90.61 
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~. CONCLIJSIONES Y RECOMENDACIO:>iES 

Dentro de las conclusiones <lerivuJas <le este trahn.jo destacan lus siguientes: 

•Es focüblc In obtención de carutcnupmteinas n partir di! harinas <le ccfalotUrax de 

camarón previa dcsn1incrali;adón cm.plcan<lo F.DTi\ ú1só ... !ico n S '.\1 en .tgitación constante 

y durante do~ hora_<;. 

•Las con<l1cionc!> con la~ que ~e ll•t::;-..ra lu n1;i.,1n1u cxtrai.:ciOn de proteína asociada a la 

n1á."Xima cantidad de pigmento \:On u:1a confiuh11Jdad del Q5~o son: Iº/" (:20.33 Ulg prot.) de 

··Protca.sa ukalma P/\-3000 ... durante 60 rn1nutos a 50 "'C y con un pH-'-Q.5 A estas 

C1."lndic1c1nes s.: ot'itienc un ma.ximu de :t,.-17 n1g de P S 'm.L y 17.'!i7 mg de pi~mcntos 

car:;itcnuu .. h:s tot.1k:-. . g Je c.1rotcnoprutcina 

•Fue posihlc la idcnt1ficnción <le pc1r 10 menos:! p1~mentos carotenoidc~ entre los cuales se 

encuentra la u:.ta:-..untln:.t ~· el fl-ca.rutc . ."nL1; :'>tn ctnbargll. 4ucJan por dctenn1n.usc las 

proporciones en que se encuentran pre'.'i.c:ntcs en Ja._-; carntcnoproteína'.'i.. 

•Lu hidrólisis de ccfalotór..L'<. de (.:amaron Cl1" 2 o mas cn:l'ima." protcolitica,s podria generar 

un ma,.or rendimiento de carotcnoprotclna!>. sin embargo. se corre el ríesgo <.h: obtener 

concentraciones menores de pigmentos a..<.lu.:iado'> a una ma~or cantidad de protcina. 

•En el pro~cso Je hídrólisis enzimática se genera un subproducto (quitina) su.~ccpt1ble de 

ser procesada para la obtención de qullllSanas 

•L.:J. degradación de los pigmentos carotcnoidcs al cabo de tres scmuna.s fuC mínimo ( l I '!·O 

aproximadamente} al compararse con aqucllu.!:i que no tuvieron efecto protector (96.09C!ó) 

por lo que se comprueba el efecto protector que hiomoJCculas como las proteínas ejercen en 

los pigmentos obtenidos. 
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•Se obscr.-·6 el efecto .. protcch.ir·· que c:stublcccn las protcinas hacia Jo .. pigmentos~ sin 

emh..vgo. se propone efectu11r Ju prueha de estahilidm.J de los pign1cntos por un período más 

prolongado y. en su ca.."º· l.ktcrminar In fuctibilidad de .agregar a~cnh:s antío:-.;1dante~. 

•se sugiere Wl cs1udin delallado <le a ... irnllai.:ión Je curolenoproteínas en cspccÍe"i acuicolas 

truchas urcoiris saln1onc'>. crnplcando diferentes Cl1n1.:cntracioncs de 

carotenoprotcin~ts par.1 nhscrvar su efecto nsimd<Jtorin :- (..·omprohar l;t c:fccli'\·idaJ de Ja~ 

nti.'>ntas en cucstiún de la colorac1ún rmpanida en los tejido~ de la:-.. especie.:;. antcnon.·!'> 

•Dentro de la!-> recomendaciones dest;tca la necesidad de c~tudio.'> in\'-'._~!! <le la asin1ilación 

de: este pign1entn asociada con la protcin~l~U~ el f'Íhmcn:n puro 

•Asimismo, una '\CZ corrohora<la su hondad se dc:Oera hacer un estudio <le factibilidad 

técnico·económicu que permita establecer las condiciones mtb adecuadas de extracción al 

más bajo costo y con la mayor calidad del producto, considerando Ja protección anibiental 

como punto prioritario. 
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A~EXO 1 

FUl\'l>AMENTO DE LOS METOl>OS E:\11'1.EADOS 

Drtrrminucir'tn d1.· pror1.·hu1 ~oluhle por d n1trndo d1.· Lo"' ry·-SDS 

;\létodo de..· P1.·tcr:orr.ou (1977) 

Prrp•nu:ión dr rr.11crh·us 

J. Solución dt:" ere 1Carb1..l11.1to Je ,ud10. tartrall• de pota.,.1n, -.ulf..tt1..> de cobrc.5H20) 

Jo g !'.'a.:C03 ·so ml ll:O dc ... tila(.b 

O. J g CuSO..i .511.:0 y 0.2~: tartrat.• dt: p..1t¡1:-.w·:"OrnL ! f:í > dc:-.tllada. 

Se me.l'clan amha."> :-.olu..:i(.•nc..·-.. par:.i tcnc..·r un volun1cn tinal de J 00 n1L. 

2. ~aOll (lfidróxido dl." !'>odio). Solucifm O.H ~-

3. SDS (Sulíulo dodecil de M•diu) . .Solución ul JO%:t 

A) SolucUm c-1·c-="·aolf-SDS 

Sr: mc..·7c1J.11 \ 0Jün1c.:nc..'" •f.,:u.:1k.-. Lle la~ ~igwcntc~ S1..llui.:ionc.'> ~ c.:n d mism(l orden: CTC, 

:'\.'aOll: SOS. !\k..:1..·lar \oh.:n1cnt:~ 1guak-. lh: ca.J:.i rca..:t1\(.1 rnn1nen1n"' antes de rcali;air Ju 

dctcm1Ínac1ón. La solución .-\ se prepara an1c..·.-. de t:n1pt.·.l'..::1r J.i lccmca 

B) Rcacrh·o FOl.f.'-"-CJOC:\.LTEll-FE"·oL < m.irca Sigma) 

Preparar un.:i ~nluciún ( l ·6) 

l volumen de reactivo • 5 \ oiumencs de H.:fJ dcsuia<l.--i 

De~arrollo: 

Preparar una curva c:~tándar con ca-.;eina sm vitamina.o; de 0-100 microgran1us por mililitro. 

Preparar las muestras problema en un intcn:aJo de 5-1 UO microgramos de proteína soJubJe 

por mililitro. 

Tomar 1 mililitro de Ja solución problema y agregar con a}:!iwción continua ('\ onc:x) l mL 

de la solución A: 

Dejar reposar a 1c1npcratura u.mhicntc durante JO minutos a tcmpc:raturu aznbicntc. 

Al término de Jos dic7. minulo'>. agregar u (.·."tubo 0.5 ml. de la solución B. con agitación 

cominua y se deja c.k.sarrollar Ja rem:ción durante 30 minutos. 

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
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Unu vez pn..<¡,;ado este tiempo se lec a 750 nanómetros. f~.a rcai.::..:iún es c~tuhlc ha~la lo<> 120 

minutos de: iniciada ésta, lu cunccntrución Je proteína ~e cakula por interpolación en la 

curvu estándar. 

Fundnmento: 

El color final e:-> resultado <le.· 1 lRcw:ción de la pro!c1n:1 con el 1ún C(lhre en rncd:o alcalino 

y~) Reducción del n.·.u.::ti\o fi.•,fnnh•lih(kn1>!~1"f"!un~:..,1 ... -nu tf'olin-C"1n~.:alt1..·'..J-F1..·nnl) por Ja 

tirt1Sina Y C) triplLlfllrlll f'Tl.".¡Cnlt.·-. Ctl l.t rr{1t:...•in:t lrat;id.! 

Dctcrn1inución deº/ .. de nitrúgcno por d rni-todo mncro-"jeldahl. IA <>A c. 1980) 

Hcacti,.·o~: 

1. cuso ... 5H:o 

~. K:SO,. 

3. H: SO.t conc 

l\.létot.lo: 

-l. HCI.1> 1:-.J /.n en poh·,1. 

~. J\:aUlt O. J;-..; ROj{• de metilo n t no 

Introducir al rnatnv. Kjc!Jahl Je XOO mL. O 5g dc muc~Lr..t envuelta en un papel blanco 

dclgndo, iná..<> O 3 g dt.• ~ul fotn dc L."ohrc y ~ ,\-! di.: .... ul fato .. h.: ~"lt¡L-.a' Agrc~·.:ir 15 1n.I. dc icido 

sulfúrico con...:cntrado y rcaliL<tr la digcst1<'ln en el aparaw K:jeldahl hasta la tntal destrucción 

<le la materia orgán1c.t. 

Dejar enfriar y diluir la mw.:~tr.t ..:t..m J50 rnL dc .Jgu.i desttbd..t. 

Anadir 40 n1L Je ~(1lm:1un de hdru'\.1Jo di: !->DJ1n al 50° n cntri~1Ja en h1t:h) :- O~ ~ Je 7mc en 

poh-·o. 

Conectar eJ matr.u: a la tra1npa Ji.: Kjcld.ihl que va unida al rcfr1¡;er.m1c. 

Destilar ~obre 50 mL de .ü.:ido dnrhü.!n..:o O. l :'\: uJicinnado!> Ji: 5 ~oti<; de indicadt..'t' rojo de 

metilo al 0.1°/0 cn alcohol. Cuando ~e alcance un Vl"llurncn de ~!'O mL. susrxndcr la 

destilación. 

Titular el exceso de ácidu con una solucion vulornd:i de hidróxido de sodio O. 1 y-..; hasta vire 

amarillo del indicador. 

Es necesario preparar un blanco que contenga un papel como en el que se cnvolvjó Ja 

muestra problema. siguiendo d procedimiento mencionado, de manera que se pueda 

descontar r:n los cálculos el nitrógeno prc~cntc en él. 
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Fundamcnru; 

La protdnu, Junto con toda Ja dem~s tnatcri...1 orgi'tnic.a ~e oxida por el ácido suJfUrico~ el 

nitrógeno que ~e encuentro en fomH1 ur~.i111ca 'iC tija c0n10 !<.UJfato <le amonio. 

AJ reaccionar c.-.ta :-;al cün una ha!<-c fuer"1c 'e <.k-.prcn.ft.· arnnriía,:o. 4uc- es rci.:ihido en un 

volumen conocido de ácido vuJonu..fp 

TituJ .. mdo d .:icido no n..:utraltzado .se ,,;ah.:ula Lt cant1d.td de amoníaco desprendido )' a..,i. la 

cantidad de nitrOgeno en J;t muc .. tw. 

EJ ~O de nitn)g1...·no se 1nult1pf1c.i p...•r t.:I f .. u.:tur curn.·'r•)núicntc: a ia n1uc.-.tt.1 ,1!1J.Ji.1" .. :..u.!.a y de 

es.a manera se Ct."lflllCC ~u~ u <le prolcin;.1 

l>rtrrminación de humcdud (A O A c. 19SOJ 

:\létodo dr scc.udo en lu C'."llufa 

Pesar.:! g de harina en pcsafiltru <.k alum1n10 con tapa. cJ cual ha sido prc..-ia.mcntc pesado 

después de scGtrlo ::? hom.s a l 30''C. Secar l.1 n1ucstra una hura a l JO"(· con J.1 .. cntilución 

abic:.-t.a. Retirar de la estufo. dejar enfriar en dc!->CCi1dClr y pe<>a:- tan pronto i.:nmo se equilibre 

con Ja tc:mpc:ratun1 ambiente. 

Calcular el porcentaje de humedad reportándolo como pérdida de rc~o por scc.lldo a 130ºC. 

Donde: 

ª/o du humednd = ~ 
"' 

A=pcso del pesafihro ..,... muestra hún1eúa 

B=peso dc:J pesafiltro + muestra .secada en estufa 

m=pcso de 101 muestra en gran1os 

Der~rminación de ccnú.a.s (A O A C., 1980) 

Pesar con precisión 3g de harina en una cápsula de: porcelana previamente pesada después 

de haber sido calcinada::?. horas a 600, ºC. Calcinar Ja n1ucstra carbonizándola primero con 

mechero en unn campi:rna de ex.tracción, hasta que ya no salga humo. ~teter a Ju mufla. 

cuidando que la temperatura no pase de SSOªC para evitar Ja volutiJi.znción de Jos cloruros. 

Suspender eJ caJentumiento cuando las cenizas estén blancas o grises (si se.- obscr ... un pLJntos 
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negros. humedecerlas con unas gotas de agua destilada. :!'>ecar en la estufo a 130 ºC y volver 

a calcinar) Enfriu.r en desecador y pesar. El porcentaje de cenizas se calcula con la fónnuJa: 

Donde: 

A= peso de la cápsula • cemLa!> 

B-peso de la ctip~ula vada 

•.~ .. de ceniias;=- CA-El~ 100 

nr~ peso de la rnucstra en gra1no~ 

l>ett.•rmin11ción dr grao¡u cruda f A O A C. 1980) 

l\técodo de Goldfhh 

Poner a pcsu conscmtc un '"'L"º del aparato de extracción Goldfish con :? o 3 perlas dc­

v1d.riu. En un cartucho .Jcl aparaH.., .Je cxtracciún Gc,ldti~h. Clllocar ::! g de n1ucstra seca. ya 

que: aunque el éter penetra lenutn11.:nt..: en h.1~ h:jido..;. cuando c:stri.n ~ecos. lo hacen aún má.s 

lentamente cuando cst~in hurncdn .... Cnlocar el cartucho en el ¡1p.uato de cxtra..:dón ~ 

uproximudarru:ntc 60 a 80 mL de t.~lr:r ctihco en el va~1,.l. Rcali.t" .. ar la extracción durante 4 .:i 6 

horas hasta que por medio de una pruch:J. c<1n papel filtro se conuLC~l el final de la 

extr..icción Retirar el canucho;. n:cn1nlazarlo ~H un tuho par~1 recuperar l.:i rnayor pane .Je 

éter hasta 4ue el cunteniJ.u {.kl 'a._.._o c:-.te c.:.i.. .... 1 v.H:io. Tcm1111ar de llevar a scqucd.J.d en una 

estufa con vacío a 7U-8U''C. hasta 4uc el pc"-l-, del vas.u con Ja gras:J. no '\aric n1.1....; de 5 mg 

La concentración de lipidos se calcula por dif~:rcncia de pesos y k--.s resultados ~e ex.presan 

en lipidos por 100 g de materia!. 

Deterntina.ción de fibr..t crudu (A O A C. 1980) 

Se pesan :? g de harina dc:-.cngra.sada. ~e colocan en un va....,o de 600 mL .. ·'\i"tadir 1 g de 

asbesto prepara.do y 200 mL de solución de ácido sulfllrico ul 1.:?5 ~ó (0.:?55:-..:) hirviente. 

Calentar de inmediato (dchc cmpc7ar a chullir antes de un minuto). durante 30 min rotando 

el vaso de vez en cuando p.:ira incorporar la.." partícula."- que se adhieren a las paredes. Filtrar 

a través de papel seda especial utilizando vacio y luvur con agua destila~ caliente hasta que 
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no se dé reacción ácida con rujo de n1ctilo. pasar el resu.iuP que quc<le t·n el lihro al vaso 

digestor ~u limpio. usando una csp~tula,. rcpetu la opcr..u.:iún t.:lin una :-.olucit'Jn h1n;1cntc de 

sosa al 1.25 °/é> (0.313N). Despué!> de rcflujar :\fl minutol'> ~e filtra ~ohn: el m1 .. mu papel 

~Ju.. ~e tu .. u con ::!5 1111. de .·u.:1J.o :-.ulfúri..:11 al 1 ~5 ºO hip.jcntc :- ... ,,n .t..,::u.t .Jc:-..til.t.::ia e.diente 

hn~u que el filtrado m' de n:·accion akulin.t al ro_iP <le mettk• 

Pasar cuantil1.lhVm11cnte el rc..,i<luo a un vaso de precipitados lavando con a~ua destilada y 

filtrar sohn: un crisol (i\1\H.:h que llcv.t un;:1 dclg.i.Ja cap."l. de a:-.hcstl1 y que ha !->ido t.:J.h.:inado 

Jurante y hora a 60(1"C I.lc .. ar a IJ. n1ulla :- caku1.ar a 6C10~'C .Jurante 30 n11nuto~ Enfriar y 

pesar. Dctcnninar el hla.r1co. trat¡mdu 1 g de asi"'oc~to prcpara<ll1, cnn úc1do :- con alcah t:n la 

misma f1,_1nn<.S en que se procedió p4ra la n1u1,_•:-.tra 1:1 ...:ontcmdo de t'ihrn ~ calcula con la 

siguiente fórmula· 

0.19 de fibra cruda= CA-B) x 100 

Donde: 

A= peso del crisol Gooch después de 2 h a 30 "C m - peso del crisol después de calcinar 30 

minutos a 600"C 

B= peso perdido en la detemlinación del blanco 

m= peso de la muestrJ. en grainos 

TÉCNICA DE lllDH.ÓLISIS PARA. LA DETER.'llNACIÓN DF. A!\tl!'i"OÁCIDOS 

a)Preparacióo de la muestra 

La muestra para el aná.lisis de aminoácidos debe estar completamente seca. homogénea y 

con el menor contenido posibh: de gra.sa. s~dcs pigmentos y carbohidratos. 

b)Aminoácidos totalc:!li 

Se pesan de 2 a 3 mg de muestra. se ndicionan 200 mL de HCL 6N por cada mg de 

muestra.. Se burbujea nitrógeno. 

Se sellan los tubos a una presión menor de 25 militorr. 
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Se dejan los lubos (arnpollcL.1s). a J J OºC dur.in?t!' ~O h. 

Después de este tiempo. se..· abrc:n Jus un1pvJJctns y ~e t!'Vuporu cJ J IC L en un condensador de 

vacío. 

Vn.a '\eL scca.s las mucstr-..is. !.t." ~uanJan en congclución n -4'~C. sclJadas con parafina has~ el 

momenro del analisis. 

c)Triptofano 

Se re-san de ~ a ~ mg de muestra~ ~11..· ad111..·ionan J 00 mL de l JCL 4::" de ácido 

met.anosuJtOnicn. cnntenien.Jo U.:!º o de 3-c.::! amin•)c:ti!Jindul HCL. 

Se sellan Jo.-> tubc1s a una presión menor 1...k .::!S militorr 

Se dejan Jos tu~·~ ~1 1 l O"C ·durante :!.:?. h. 

Transcurrido c:stc o(.·mpo s1..· ÚL"J3n c..·ntnar los tuhCls y se Fll:trdan en congelador a -4"C hasta 

d aruiJ isis. 

d)Análiús de umjnoácidos 

La.." mu<."!>lras pn:par<..1das que !>11.." encuentran c:n congelación s.e sec::in, se disuelven en agua y 

se hace un.a dilución 1: JO (en caso de triptofano se ahrcn Ja.. .. ampollet.as y se mide el 

volumen tot.al c:n que c.stá.n Ji!>ucliu.s y ~e hace Ja dilución) 

Se filtran por mcmhrana de 0.22.m de porosid.ad paru eliminar particuJa~. 

Se toman 50 ml. de Ja muestr..1s. se adú:wnan 500 mL de· rcacr1vo de OPA y después de l ::o 
s se inyecta. 

Para aminoácido~ roralc"l 

Solución A: Solución de: acetato de .sodio 50 m~1. pll 6.8 

Solución B: -"lctanol J 00'% 

Flujo: I .5 mL-min. 

Columna: UJtrasphcre XL ODS. 7 cm de longitud. 4.5 mm de diámetro. 3m uunaí'io de 

pa:rticula. 

Detector de fluorescencia: RPU. O.OS filtro de emisión mayor de 418 nm. filtro de 

excitación 360 nm. loop 5 m.L. 
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Gmdienk de aminoácidos totaJes y triptofuno 

Tlt!moo 0/o 11 Duración 
o 15 5 
5 2~.5 J 
1 s 35 JO 
J5 70 15 

El sistema se equilibro en 1 O "%de n. 
Para triptofono el solvente Bes mcmnol:acetunitrilo (75:~5). con el mismo gradiente. 

C111ificación química o ~corc qufmico (S.Q.) 

S.Q.=Relacion del antinoaddo esencial en la proteína de prueba x 100 
Relacion del a.ntinoBcido esencial en la proteina de rererencia 

Fundamento: Es un méiodo químico que pennite evaluar la calidad de una proteína y se 

basa en Ja relación del aminoácido indispensable que está en ma,..·or deficiencia en In 

proteína de estudio. al compararla con la relación que estnbkce Ja F AO. 
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DATOS EXPEIU:'\1ENTALES 

la inf1.1nn;11.:1lon Úc.:l .111:111-.1-. ~k· ... 1r1.1n/.1 ..._·,pue-.11• .:11 l.1 t.1hl.1 15 ISL·.:4'.llHI dL· rL·-.ultaÚ'•..,) en 

donde se n:.1lil'" la L0 ornpar•u.:11ir1 L"llltl." la 1,:,111<.:L·ntr.1..:1"11 ••JH11n.1 dt" cll/'lllla 1.:llntra Ja i.;.ull1d.1.J 

UFTl:l.t'\11:-oiA< IC)' 1 "·'-1-010-~ l"JUl'\1t'UJ(> ' I>~ J 

.,, ·~.r,;;.._"?t 

0.7~ 
1 

::! .17 
1 

~ .t•) 

1.0 
1 1 

::! IO t-----------+-----+--c---j~ ~ :~~-1---~ ~~ ---- -~~011:--
COSTH.OL 1 25 •• "\-I 1 :;?c..01 1 26.(10 25.IJS O.t. .. 



llidróli.•IA de."' cau·ínu 1 º/o (87.47 U/g de prut.) 

TIEMPO (min) 1 m11P.S.lmL PROMEUIO J>S 1 
o 6 51 6.!"6 6 6:? 6 8.1 6 6) 0.140 

'º 18.0J:? IX J96 IX .ll>f'i IS 60.1 IH 35 o 2J7 
1 

20 18 448 JQ.:!R.:! )Q 4Q(.) 1 Q.4JH 11> 16 (l 4R."i 

40 I'~ :?10 JQ 334 )Q 6Q8 19 750 JY 50 o 2!>Q 1 
60 11 61-:' 11 6:?.Z ¡ 11 884 12 144 J l H 18 o :?41J 1 
1in Q1>5(> 11 v.:-~ 10 066 lJ 154 'º 2."i 0511 

'"º 10 -172 lfl JOO 10 424 11 J JO JO t.J4 o .S60 
1 

Aclh-·idud enLimática de Ja caseína E/S = l 0/u (87.47 l! IJ: de pro t.) 

TIE~tro (min) 1 m¡:P.S./mL PH.OMF..1>10 us 

1 
6 088 6 636 b 5K4 6 260 fo 70Q O. 135 

1 h.~67 7 123 6 203 6.'180 IJ 283 V 035 

1 15.:!14 14.Q~(, 1..1 t>U6 J:'I :?10 15 004 u o 18 

1 
15 8JQ 15 J IH 15 4:?.'i 15 528 1 ."i 5.:0<l 0 014 

p1 "~ IH 00 IK l:? 18 14 J-:"08.SQ O O:'O 

Acthddud en1_jmá1ica del crfulotóra' de camarón E.IS= 1 %. (20.3.Jlt/2 pror) 

TIEl'\1PO (min) 1 mK r. S. /mL 1 PR0!\1F:DJO DS 1 
1 4 Qlr> 4 07:? 5.3:?4 :" t.Jt> 1 4 98~ o 677 

s 8..10 s 848 7.306 7 302 1 6 574 0.842 

Q 700 11.780 11.788 9. 700 1 
10.742 J :?OJ 

3 10 '"'º J0.6J6 J 1.99~ 10 7-10 j 11.0.:!:"" 6 645 

1 12.718 12.72.:: 11 988 ll'Nt'> ! l::? 356 o .i20 

5 1 l.:'i H-iB 11 7H-.1 14.:?8.i 1 ~ Q52 j ¡.t 467 1 680 
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Jlidróli'.'lf!l de crfulutórux dr camarón E/S - 1 º/• (20.33U/J: prol) 

mo . ~ •Ur..'\!l:."nl,.,, 

o 4 072 ·I 4KK ·l 4KK ' 324 4 ~)5 
1 

o 528 

I~ K.4K 11 7H4 14 284 ¡~ Q~.::! 1-1 467 
1 

1 <>-i4 

10 15 . .::::::o 14 <,IOK 18 ()..IR 1 K 4~2 J 7 :!.SO 1 760 

211 :!O ROO :!U 1.,15::: 20<.JtM :!O 912 
1 

(J 0983 

40 O! 040 ,, 788 :::: ::o..i ::::t "l48 ::!:." OQ'.'> 
1 

0.9M 

,. IS4 1 25 100 '7 100 :!<J '.'-00 r--__:~J_~ ::_34 

1 
JJ "'"' 

-~ 

]:." 20K J:." K1.:! JJ (•f>M ~1-'\068 1 0681 no 
180 ::!K 45b :::<J 500 ;u ::::::K 30 33.:'. :::Q 6::9 o 86:'-

llidrólisi'.'I de ccfalotl'tru' de cumurón F:./S = U.33 u/o (6.69 ll/i;: prol) 

•n m" • 4;¡ .'n,r "º'''\. '" o o J:1 o J::! 1 
1 

(J 41.:'. o 7)::! O .1:'iH 
1 

00:<>::! 

·' '.'-::: .i .is 1 5 68 :'if>t-. ~ ORO: o t:i75 

10 8.4:! K .i:.; i <J1!> ') 56 
1 

K 1J4::! i o 603 

20 10 J9 10 )8 
1 

11 JI 
1 

l 1 41 
1 

10 R75 
1 

o 5t'M 

40 Jf} 01 
1 

IQ u:: 
1 

1 ·~ 3 :' 
1 

::o.:<-5 
1 

l<J 46:: 
1 

0706-1 

60 :: 1 Obtl ¡ ::!J 0::!5 
1 

03 1::0 
1 

:::5 6<J::! .::!3 .:::.::s 
1 

o 8Q2 

1211 .::5 881 1 ::6 1.::u 27 O:!'.' .::!7 :::::: i :?6 70'.'- o'"° 
180 28 043 ::s 896 30 !05 i :;o ::o 

1 
:!<J) i l .0)7 

Hidrólisi!l de cefalotórax de cumarón FJS = 3.0°/o (61.017 U/g prol) 

Tiempo (mln) Valore-• c-n m ¡;::P. S. /mL- Promntio DS 

i ::!.QOS 3 Ot>O ' 135 1 1 136 3 US9 o 107 

1.1 lllb 13 Q23 13 c.¡25 
1 

1-t 080 1 " 8Só o IQ4 

IO 18 624 18 937 -- lb8 
1 

13 :.'\96 IY.78 1 fl2J 

20 :::: 400 .:::::.t-.J::: ::!::!: 608 
1 

.::!::!:.808 ::..::: bl:' O.lt:i7 

40 ::!:S 09t:i 25.J::!K ::!5 48-l ! ::!:5.500 ::s 367 o ::?04 

60 27 56-i .:::s 41.:!: ::!8 . .564 
1 

::?8.7:::0 ::!:8.315 0.516 

120 31.::?00 31.352 31 .:!:.22 
1 

J 1 218 JI ::?48 0.069 

180 J:!..940 33.344 33 OJt, 
1 

3:'.57.:!: 3:' Q/'3 o 318 
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! 

Dctrrminadón de pigmrnlo!'I paru difcrrnlc" tiempo"' de 

hidrólbi!'I rnLimi\lica E/S~ 1 º/u (20.3.~ L'/g prol) 

TIEMPO ( mln) mg de JJl¡:mrnlo• C•rnlrnnldrt/ S: 

1 

l"HO!\tt:l>IO"' 

t:•rutrnoprntrlnM• 

10 b.~-16 
1 

~.782 
1 

~.-13-

1 

~.9S5 

"º lh.963 

~ 
+----· 1:.2..i9 1 17.20H 

120 H.t.tJ7 

1 

H.H~9 

1 
11.471. 9.6'76 

IMO 8.470 
1 

H.411 
1 

H.324 
1 

H.400 

Carotenoidrs totale!'I en harina entera,_. dr!'mincralizatla 

17 QOK 17 687 17 84~ 

Harin• cn1rra 1 5 6-$0 

1 

os 

1 
1 

0.5~8 ! 
1 

0.3..,,-----, 

1 
1.~5":" i 

1 
0.073 ¡ 

TOTAL 

17 813 

1.5.787 
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:- ¿ r:..c ;.¡;._17'EI NA .J'óLUOI...=: C:.N -:"CA TRES REL E. ;;; 
SUB7:TLE 'PROTEA3A ALCALINA PA JODO 
DATA L::.ST FI.<Cti /Vl l '/2 3 '.13 5 v..; 7-ll. 
FORM..\TS V.. < F5. ~ l . 
OISFLA"i'. 

Paae 0? ?RO-:--EINA SOLUBLE EN TCA TRC3 RE~ E/~ 
PrtOTEAZA ALCALINA PA JGOU 

Vl 
V~ 
V:J 
·-·4 

'.:ARZABLE LABEL..3 Vl "RE!..ACION E/S" 

l.lA!.UE LABELS V.J. l 
.,¡;:_ .l 

d 
BEV!N o;.. TA. 

o. 3J'it. ~ l :f;. 
T :.L :: "T!> 

· TJ.t:!-0 /. 

No •~ne! 
N•J l~bt!rl 

Ne l~.be.!. 

~.¡..;, l ab .. ~ 

:> h 
71U 4 · T.20 · '5 T40 ó 'T60º 7 "Tl20" 

~ci ~~s~s ~r~ wr¡tt.en t he uncornpre:.Jse::i 3ct i ·~e t lle. 

Th;.3 procedur<:!I w.s=t ..:;...,m0>let.eJ .st. 13 40:4; 
D:.3PL;...-. 

f'.3qe 90 PROTI:INA SOL: .• :DLE EN TCA TRF.S rtEL E/:3 
FJ;üTC:AS:.. A:...cA:....¡:-lA PA ,:,._,c;o 

•,¡ l ru:LACIC~l E/S 
-;-:E.~?O 
R!:PETIC¡GNE.3 

1.1...'19/9cS 

.11/19/96 

•¡;:. 
'./:J 
'/4 CONCEN7R.AC:CN E.:l rnq/ml DE PF::OTEINA SOLUB 

Poce 9.L PFi.OTE!:UA .:;OLUELE E.111 TCA TRES REL E>S 
f'ihJTEAz.;.. A:...CALHl;\ PA 3000 

v:. ·- ·-·3 "-./4 

. --- . 3.;: 

. -.. J 
4 .73 . 4 5~ 

2 4.SU 
3 ~.ó6 
4 5.66 

3 8.43 
J ~ e . ..;.3 
J :, Sl.36 
J 4 9.56 
4 ! 10 . .)0 
4 10.30 

l 4 :, l l .31 
l .. .. 11. 41 
l 5 ! 13.0!. . 5 2 19.0l 
l ~ .;) l-!i . .:i:: 

-··-· --- ·- - --- ·--· - - -- -- -----------------·---------·---------------·--ti] ________ _ 



P.:r.q., ?~ PROTEI.N'A SOLUBLE EN T·;A Tri.ES ~EL i;/S 
1 F-RüT.E'AS..\ AL.CALINA P.\ .JüUú 

V l V;! V::. V-i 

l 5 ... 20.~5 
l 6 l 21. Uci 
l 6 -' .:::3.0.:;! 
l 6 .) 2.J. ¡.;: 
1 6 ... ..;5. '!.>"} 

l 7 l ~5 06 
l .,. 

-t>.7() 

l 7 3 27. 0;;! 
l 7 .. 27.22 
1 a 1 28.04 
1 a 2 .20.06 
l B 3 30. 10 
l a .. .JO . .20 
2 l 1 4.07 
2 l ;: 4.40 
2 1 3 4.48 
2 l .. 5.3.2 
2 2 l 15. 84 
2 2 2 11.70 

Paoe 93 PROTEINA SOLUDL.E EN TCA TRES REL E/S 
PROTEASA ALCALINA FA 3000 

Vl V2 V.J V4 

2 2 3 14 -20 
2 2 .. 15.95 
2 3 l 15.22 
2 . 3 2 14.90 
;: 3 3 18.04 
2 3 4 18.45 
2 .. 1 20.ao 
2 .. 20.95 
2 4 3 .:?0.95 
2 4 4 20.98 
2 5 l 21.04 
2 5 2 21.78 
2 s 3 22.20 
2 s 4 23.34 
2 6 1 24 .18 
2 6 2 25.10 
2 6 3 27. 10 
2 6 4 29.50 
2 7 1 32.20 

ll/l~/96 

----~-----------------------------~-~~--~~~-~~-~~~~~~~~-
Paoe 94 PROTEINA SOLUBLE .EN TCA TRES REL E/S 
PRO"t"EASA ALCALINA PA 3000 

Vl V2 V:J V..; 

2 7 32.83 
2 7 3 33.56 
2 7 4 33.66 
2 a 1 28.45 
2 a 2 29.50 
2 a 3 30.22 
2 B 4 30.33 
3 1 1 2.90 
3 1. :;? 3.06 
3 1 3 3.13 
3 1 ... 3. 13 

.11/19/96 



3 13 ól 
3 - 13.9~ 

J 3 13.92 
J 2 .. 14.0d 
J 3 1 18.ó:? 
J 3 2 10.93 
J J J ~2.16 

J J .. 1-?1. 39 

Vl V2 V3 V4 

J .. 1 22.40 
J " 22.40 
J 4 J 22.63 
3 4 4 22. 70 
J 5 1 25,09 
J " 2 25.32 
3 5 3 25.48 
3 5 4 25.56 
J 6 1 :.7.56 
3 6 2 26.41 
3 6 J 26.56 
J 6 4 28.72 
J 7 1 31.20 
J 7 2 31.35 
J 7 J 31.22 
3 7 4 31.22 
J B 1 32.94 
J B 2 33.34 
J B 3 33.03 

Paqe 96 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/D 
PRO"'IC':ASA ALCALINA PA 3000 

1Jl V2 'J3 V4 

3 e 4 32. 57 

l-lwnDer ot co.t11es read - 96 Number ot coses J1seed -

Paoe 97 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
PROTE.ASA ALCALINA PA 3000 

Paoe 96 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
PROTEASA ALCALIN~ PA 3000 

ONEWAY-

96 

Var1.'.lble V4 

By 'JarH1Dle Vl 

CONCENTRACION EN' mc;;¡/mL DE PROTEINA SOLUB 

R..ELACIOU E/S 

Sourco 0.f". 

Analys1s ot Variance 

Sum ot 
Sauore:s 

Mean 
Squn.roa 

11/19/96 

11/19/96 



Wlt.h1n Grcupe d.Jl.J. 'ill?4 

Tot.o.l 9117.9797 

Paoe 99 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
PROTE.ASA ALCALINA ?A 3000 

ONCWA·t-

89.3970 

3t.andora. 

-4.4971 

11/19.19ó 

Group Count Mea.n 
St.ondard 

Dev1a.t.1on Error ~S Pct Cont Int tor Mean 

Grp 1 32 
Grp 2 )2 
Grp 3 32 

Toto.l ';)ti 

F1:.<ed 

Random 

l~.!5063 
20.91:330 
:?2. 142~ 

19.:5441 

Ettect.o ModeJ. 

Et tec:ta ModeJ. 

10. l.335 
e.7504 
~.4.304 

9. 7969 

$.4!.>50 

7914 
546~ 
6671 

-~999 

. 9650 

.0464 

11.8527 
.17.8289 
18.7422 

17.5590 

17.627tJ 

10.7390 

Randora Ettect~ Model - Estima.te ot Betweon Component Var1a.nce 

Paoe 100 PROTEINA SOLUBLE EN TC~ TRES REL E/S 
PROTEASA ALCALINA PA 3000 

Group M1n1mum !"!a:.cimum 

Grp 1 .3200 30.2000 
Grp 2 4.07CO 33.6600 
Grp 3 2.9000 33.3400 

Total .3200 33.6600 

Tests tor Hornooeneity o! Var1ances 

To 
To 
To 

To 

To 

To 

19.1598 
24.l.386 
25.5422 

21 -

2l.-.9ov ... 

28.3492 

9. 7696 

ll/l.9.196 

Cochran8 C - Max. Var1ance/Sum(Var1ances> - .3829. P - .G96 (Approx.) 
Bartlett-Box F - .326 • P - .720 
Max1mum Var1ance / M1n1mum Var1ance 1.341 

Poge 101 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
PROTEASA ALCALINA PA 3000 

Variable V4 
By Var:iable Vl 

Multíple Ranoe Test 

Duncan Procedure 

O U E W A Y -

CONCENTRACION EN mq/tnl DE PROTEINA SOLUB 
RELACION E/S 

Ranges for tho .O~O level -

;?.81 2.96 

The rano•s obove ar~ t~bl~ renqe~. 
Th". valú~ actually C•:>un: • .:.red w1th MeonCJ)-Mo.:-~n1I> l.:1 .. 

ó.ód57 • Ranae • Sqrt.1l/N1!1 ~ l/NCJ11 

11/19, 
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?dQe 10~ PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
PROTEASA ALCALINA ?A 3000 

Mean 

l!i.5063 
:?0.~838 
22. 14.:?2 

Group 

Grp 1 
Grp 2 
Grp :, 

G G <,; 
r r r 
p p p 

ll/19/96 

ffomOQenoouo Subset.o <Zuboet.B ot qroupo. whc~e h1qheBt 4nd lowost means 
~o not d1tter by more than the ehorteot 
s1qn1f1cant r~nqe Cor a su~set of that s1ze) 

SUBSET 

Group 
Ha4n 

Grp 1 
15.5063 

Pago 103 PROTElNA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 
?ROTEASA ALCALINA PA 3000 

SUBSET 2 

Group 
:-~040 

Grp 2 
2ü.~üJU 

Petqo !.04 PROTEINA SOLUBLE .EN TCA TRES REL E.1.S 
PRO~-ASA ALCALINA ?A 3000 

Vc.rlable V4 
By V.srlable Vl 

Multlple Ranqo Test 

Ouncan Procedure 

ONEWAY-

CONC.on-RACION EN ma/ml DE PROTEINA SOLUB 
RELACION E/S 

Ranges for the .010 lavel -

3.72 3.08 

The ranges Gbove are table rangeo. 
ThO vQlue aetually compared w1th Mean(J)-MeanCI> 

6.68~7 • Ranqe • Sqrt(l/N(I) + l/NCJJ) 

e•> Denotes paire o~ groups s1gn1ticantly ditterent at the .010 level 

11. 

11/19/96 



Hea.n 

1!5.!5063 
20.9830 
22. 142~ 

Group 

Gro 1 
Grp Z 
Grp 3 

Homoqeneous Subaeta 

SVBSET 

Group 
Hea.n 

Grp 1 
1!5.!5063 

~ G C 
r r r 
p p " 

" 3 

CSubseta ot qroups. whoee h1Qheat and loweat mea.ns 
do not dif!er bY more tha.n ~he ~horteot 
s1qn1t2ca.nt ra.noe ror a ouboet ot that a1:e) 

Grp 2 
20.9636 

;;;:-1~---;;RO-ttIÑA-SOLüBL.E-·--------------------------------·----
PRoTE.AsA ALCALINA PA 3000 EN TCA TRES REL E/S 11/1~~ 

SVBSET 2 

Group 
Meo.n 

Grp 2 
20.9E338 

Grp 3 
~2.1422 
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ANEX03 

DATOS PRELl:\!INARF.S COl\ll'Al{ATIVOS DE EFICIENCIA DE SEPARACIÓN 

(.REND1?\·11E~TO OE CO~tPt.EJU ('/\RUTl-'.NUPRUTEÍ~A COS RESPECTO i\ 

1-L\.RJ="r'\ DE CEFALOTÓRAX DE CAM:\RÓ~J 

Rendimiento a partir de 1 J...~ de ccfah1túrax fn.·sco de carnarl'in (Lo~ cquipoc, utili7 ... 'ldos se 

descrlhcn en la secciún dt.• 111:1tt.•nah.·.,. )-- nuhodo..,;. Sec _1) 

CONSlJ:\10S 

Lavado 
5000 mL de ugu.a putublc -

1410W/4Smin 

OPF.nACIÓN 
pf:f{DIDAS 

l•OR PROCESO 

CADF:ZA FRESCA llF. 
CF.FALOTÓRA...X l>t-: C:A..'\IARÓ~ ..i.600 mL u¡.;tw 

~-----•-l~lO~U~~~----- .cc;1J.ual a tratan1iento 

1400 b 
(cah1.0 /..t fn::~c.J. • agu~ dd lavado) 

-• 1087 g J.c agua 
c-.apnrada 

J 1 3 g J.c c:ihe.1 .. .a secu 

1'10LJE=""'DA -------Ss g de= hann:t perdida 
~~~º~·º~-'~2rm~m='~~ en d molino l 17.57~0) 

:Z5!i ~de harina mohda 

971 W/15" --------... -·~~-50 g. de harina perdida 
en el tarniL ( 19.37º,-ó) 

11 SW/h 639 mL de solución 
de EDTA O.SM 

213 g <le: hanna ta.rni7..ada 

DESJ\11NF.RALIZACIÓN 
EDT:\0.5~1 

ESTA 
SMJi:! 

H .5:? g de harinu en suspcnsi 6n 
(639 mL de solución -t- ~ 13 g de 

harina tami:z..ada) 

NrJ ~C:!E 
BIBUIJTECA 
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íLA. v ,\:o-os n>:.;;~\ 
3000 mL de agua destilndu --~AGUA DESTILADA 1-- --.. J684 mL de aguan '-------T ________ ./ trntan1icnto (80 g de 

J l 6K g de hariru:~~~~~~ -. ¡ desmincr.1lin1du . 

867.R7 kWf2h -----~---- -----50 n1l. de agua 
! cv.1pon1do<;. 
1 

! 11 H g de harin;.t dc ... mi;ierali/ .. ada 

llSOW/h ----- lllDRÓLISIS-~;Ó"';;~!.~IATICA ..• 1 ~'J'> 07 rnL de 

{ J 175.2 mL de buffC'r <le carbunn•t'u~.----==="-'--------' hiilroh/-41dn proteico 
+ J 18 g de harina <lcsmincrali7.ad¡1 • 
S.87 g de P. A-3000 ) 

45\\'13min 

t2<J9.07 ml. del lidrt1li,.....ado pn1tCico 

INACTIV ACIÓN F.:'< 
;\11Cl-tOO~DAS ·•J 03 Q mL de a~u..s 

~----~----~ evaporada perdida en el 
microond.t. ... (8° o) 

! 1195 14 mL de l lidroli;-.ado prulc1co 

J 266\\'/20 min 
(~c-E-N-,.-,.-R-l_F_U_'_<.-.,-.. -C~I<R}-----;7h S4 g l.h.~ pn:c1pit.ado 

a congclan11cnll., 
41R 3 g de rc~iduo 

312gde (NH.ahS0.1----( PH.ECIP ... TACIÓ:"'i )+ 70:1 g (rcsiduo-r.--."ILhS04) 

2050 mL de agua destilada 

67200 W/48 h 

1

1 15 R:!g de caroh.:noproteina~ 
precipitadas 

DIALISIS 
(membrana de 

13.000 Da} 

--:!050mL - l4 l 8.3 -
J5.82 g>-=-:?451.48 mL de 
agua de lavados 

13 g CAROTENOPHOTEÍNAS 
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El rendimiento globul es de 1.2~,,º con base en cubczn fresca de camarón (78.7 o/o de 
humedad). 

Aproiim11ciim drl tiempo de proce!'lo y ga.!lto cnc~itico u nivrl luhoratnrio. 

Operación Gu.!lto cnere.ético dr lo!'i. r'1uipo!'I Tiempo (horas) 
Recolección de muestreo 

l .avado n1anual 
Secado 11.196.48\\.' 24 

!\.1olicnd.a 1410\\' 0.45 
Tami7...ado 97JW 0.15 

Dcsmincr...1li;;r...ado 115\\' 
Lavados con ni.?.ua dc:stiluda 0.5 

867.86W 
Hidrólisis en7imil.tic..i JISOW 

lnactivai.:i0n en n1icroondas 75\\. 0.05 
Ccntrifu~ación 1266\\' 0.20 

Pn:cioitación v Rcrx1"º 
Ou\lisis 690\V 6 

Liofili.l'..;1c1ón tJ7.200\\.' 
TOTAL 92.35 

De la t.abla anterior se puc:dc 1ncnc1<1nar 4,UC los costo~ u nivel laboratorio s1en1pre son 1nas 

ele .. ados que a ni,cl 1ndu. ... 1rial, Sin embargo ya en el prc.x:eso ~e pueden rcali7...ar 

modificaciones y sustituciones de equipo. como por ejemplo, el procc!'-O de liofilización. e~ 

un proceso encrgétican1cntc mu!- clcvado. que podriu ser sustituido con otro tipo de secado 

más ccomJmico, como lo es d dc: aspersión a tcmrcraturas modernda'i para no dai\ar )as 

características. del producto. 
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