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RESUDMF

El cetfalotorax de camaran O “cabeza de camaron™ representa actualmente un
subproducto aprovechable por su alto contenido de proteina, quitina ¥ pigimentos. El

cmpleo del cetulotorax evita Lt contaminacion ocasionada al arrojar este “desperdicio”

va gue anualmente son generadas 43,060

a tiraderos municipales y lechos marinos,
toneladas que pucden ser reaprovechadas. Uln glemplo 1o representan los pigmentos

rosados del camaron. Bl costo de la astaxantina comercial, vendida por ta compafi

Hottman -La Roche («(Suza), se encuentra entre 2,000 v 2,500 dolares K dependiendo

de su 92%, lo

lidud v contentdo doe asunantna (p ¢, 8Ya es astaxantima y el resto,
constituyen los vehiculos  de dispersioni, es decir, 80 pramos de astaxantling se

comercializan desde aproxvimadamente 320,000 hasta $200,000 pesas mexicana:

dependiendo del contemido de pigmento. Fntre ios usos gue se les pueden dar a las
carotenoproteinas se encuentran los de pigmentar la picl » teppdos de especies

acuicolas como sadmones v truchas arcomns aumentando de esta forma sa valor

comere alotarax de camardn para obtener

I. En el presente trabajo e utthizo ¢l ce

pigmentos  asociados  a protemnas (carotenoproteinas)  empleando una enzima

proteolitica de actividad probada que permutiern hidrobizar ol cetulotorus » obtener
pigmentos con mayor estabilidad, para lo cual se caractenszo tanto fa hanina de
camardon (andlisis proximal), como la ensima cactividad encimanica y %o de solubilidad
en TCA)Y sobre un sustrato conocido (caseina al 99%4) para postenonmente emplearla
sobre la hanna de cetalotorax de camaron. La harina de cefalotorax fue sometida a
diferentes tiempos de hidrolisis (10, 20, 300 60, 120, 150 munutos) utibzando una
proteasa alcalina (PA-3000 ENMEX S. A de C Vo con una relactan de B S de 033
28 (6.69 U’y protemna), de 196 (20,33 U g proteina) y Je 3% (61.017 U ‘g proteinag en
valores de pH de 9.5 y temperatura de S0°C Con la ayuda de! analisis de varianza con
un 992 de confiabilidad se determuino la relacion optima, resuliando ser del 1946, ya

que al cabo de 2 horas de reaceion, se obticne la maxima cantidad de protetna soluble,

P.S. (33,06 mg P.S./ml., en tanto que la maxima cantidad de pigmentos carotenoides
se obtienen al cabo de 60 minutos de hidrolisis (17.537mp Jde carotenoides g de
carotenoproteinas), determinados espectrofotométricamente. Fsto se obtuso a partir de
2.5g de harina desmineralizada de cabezas de camaron (31 de cabezas trescas de

camarén). Se comprobo la estabilidad del pigmento en las carotenoproteinas al ser
comparadas duranie tres scemanas con Jos  pigmentos  aislados con disolventes
organicos. Si s¢ considera este rendimiento v el precio de venta mas bajo para el
pigmento contenido en ¢l complejo carotenoproteinico, ¢s posible pagar no solamente

los precios de obtencion del complejo, sino obtener ganancias a partir de su venta.




1. ANTECEDENTES

1.1 Problemiitica

La industria acuicola en México ha tenido un notable crecimiento en los dltimos 5 afos,
siendo el camardn uno de los principales productos acufcolas de mayor demanda cn ¢l
mercado mundial. Durunte 1995 fucron capturados alrededor de 86 mil toncladas de
camarén en los litorales del Goltfo de NMéxico v del Pacifico, siendao el estado de Sinaloa 1a
entidad federativa que obruvo en ese ano la mayor produccion de camardn (29983 1) Este
volumen representd para nuestro pais un importante aporte de divisas debido 2 las altos
volumenes de exportacion (34,716 T, con una generacion aproximada de $ 442,974.0 USD)
(SEMARNAP, 1995).

El consumo de pescados  provenientes de granjas acuicolas constituye del 10 -15 95 del
total de la produccion acuicola a nivel mundial, destacando entre estas especies el salmon y
Ia trucha arcoiris. Se caleula que tres de cada 10 salmones consumidos en el mundo son
crindos en granjas acuicolas ¥ se espera que para el ano 2000 se culuven 360,000 T de
salmones. En 1990, mas de 200,000 T de salmon fueron producidos, principalmente en
Norucga, abarcando practicamente todo ¢l mercado del Atlantico y se espera que para el
ano 2000, paises como Chile. Canada ¥ Japon comprendan el mercado del Pacifico
(Johnson. 1991)

La porcion comestible del camardon constituye solo el 50%, siendo 1a parte restante el
cefalotérax ¢ “cabeza™ de camarén, fraccién no comestible que representa un volumen
aproximadamente de 43,000 T de desechos que son generados anualmente. En nucstro pais,
solo una minimua parte de la cabeza de camardn es utilizada con fines estrictamente

culinarios, ya que son sccadas y molidas para preparar platillos tipicos y caldos o también



este producto pucde ser utilizado en lu claboracion de alimentos pura animales cuando se
desean altas concentraciones de proteina (Desrosicr, 1986). Por otra parte, la gran mayoria
de estos desechos son arrojados a tirederos municipales o a lechos mannos, causando
problemas de contaminacion por la gran cantidad de s6lidos en suspension (materia
ornpanica) ¥ presentar una demanda bioquimica de oxigeno (I2BO) muy elevada, mitando
la cantidad de oxigeno disuclto en el medio (No ¥ Meyers, 1989 La riquesa del cefalotorax
de camaron en lo que respecta 4 quiting, proteina y pigmentos. lo convicerte en una fuente
susceptible de ser procesada para obtener subproductos Gtiles en las industrias alimentaria,

cosmeética v farmacéutica (Huci-Mei-Chen, y AMeyers, 1983, Knorr, 1991,

La quitina ¢s el mas abundante de los aminopolisacdridos, se encuentra formando la pared
celular de vegetales y microorganismos ¥ constituye aproximadamente ¢l 30%  del
exoesqueleto de crusticeos ¢ insectos (Knorr, 1984 Pine v col. 1986). En algunos

biopolimeros permancce asociada a proteinas por medio de enlaces peptidicos, 1o cual le da
a la molécula cierta estabilidad (Gabriel v col., 1984).

La quitosana es el derivado mas importante de la quitina, su obtencidon comercial se realiza
aOFH al 50° a temperatura de

mediantc una desacetilacion alcalinag de la quitina con
cbullicién durante 3 horas (Muzzarelli. 1978; Knorr, 1984). Tanto la quitina como la
en los ramos alimentario, médico, farmacéutico,

quitosana poscen numerosas aplicaciones
cosmetolégico y biotecnolégico (Knorr, 1984; Nawal y Narang, 1990).

La secucncia de aminodcidos que conforman a las proteinas del cefalotdérax de camarén
incluyen a todos los aminoicidos esenciales v constituyen aproximadamente el 50% del

peso seco del cefalotdrax (1. 1. B. B., 1995). Estas proteinas son empleadas como una fuente

alimenticia y como formulacion para preparar medios de cultivo (Bough v col.. 1978).



Las sales minern

les, principalimente fosfatos v carbonatos de calcio, constituyen ¢l segundo
componente mas abundante en ¢l cefalotérax (27%6 aproximadamente), s¢ encuentran
asociadas a la quitina y proteinas, otorgandole una dureza caracteristica al exoesqueleto del
crusticeo. Sin embargo. se ha observado que un exceso de sales de calcio pueden causar
deficiencias de manganeso en peces al emplear el cefalotorax  directamente en la

formulacion de las die

as para especies acuicolas. Por ello es recomendable realizar una
desmineralizacion previa (Spincili y col., 1974) De acuerdo con Velazquez (1995), los
pigmentos que se cncuentran conformando a fas carotenoproteinas forman parte del grupo
de las xuntdfilas (forma oxidada de los curotenos), de los cuales son pigmentos

representativos de este grupo los st

lientes pigmentos: la luteina, que en la flor de

cempasuchil (Tageres erecra) se emplea para proporcionar una colorucion deseada en la

yema de huevo de especies avicolas, asi como también al plumaje v picl de las mismas; la
capsantina. Ja cual es causante del color rojo caracteristico del pimiento rojo (Capsicum
annum); la zeaxantina, que junto con la Juteina representa la mayor proporcidon de las
xantéfitas encontradas en el maiz amaritlo; la criptoxantina, que es una de las xantéfilas
mas conocidas, cncontrandese principalmente en la naranja, el maiz v la papaya; ta

cantaxantina y

taxantinia se encuentran formando los pigmentos responsables de plumajes,
piel ¥ tejidos de aves. crusticeos, algas y microorgunismos, entre otras (Counscll, 1981;
Badui, 1990: Velazquer, 1995).

De los pigmentos antes mencionados, la astaxantina es ¢l colorante empleado comunmente
para teilir plumajes y tejidos de especies avicolas y acuicolas como son flamencos.

salmones, trucha salmonada y arcoiris. ya que estos grupos no pucden sintetizar “de novo™



estos pigmentos ¥ es necesario adicionarios en su dicta para que adquicran la coloracion
rosa-anaranjada caracteristica en estas especies (Johnson, 19901 ).

El grado de fijacion » asimilacion del pigmento en piel » tejidos a través de la pared
intestinal depende de factores como son: edad, sexo, época del sfo, madurez sexual,
estructura quimica del caroteno que se ingicria, proporcidn cis en gue sc encucntre,
exterificacion y de la msociacion con lipidos, proteinas u otros compuestos que promusvan
la absorcion. Cabe  mencionar  que  los mamiteros  presentan uns mejor absorcion de
P-carotenoes, mientras que peces » aves absorben mejor las xamtotilas (Schiedt y col., 1985,
Johnson, 1991

Los productores de salmones v trucha arcoiris estan interesados ¢n brindar al consumidor

especies con coloraciones idénticas a las que adquicren en su habitat natural, ya que

dependiendo de la pigmentacion que presenten tendran una mayor aceptacion por parte de

los consumidore

. incrementandose consecuentemente su valor comercial. El pigmento
preferida por los productores de ostas especies s la astaxantina natural, debido a que se
obtienc una mejor Hjucion en piel » tegidos de este pigmento en las especies antes
mencionadas. sin embargo. como su fuente de oblencion s¢ cncuentra muy limitada, utilizan
alternativamente la astaxantina sintética, la cual tue aprobada en mayo de 1995 por la
United States Food and Drup Administration (FDA)Y en dosis que van de 3-10 mg de
astaxantina’kg de alimento » la cual es producida por la compania Hottman-La Roche
(Suiza) con un costo que fluctinza entre los 2.000 y 2,500 U S, doiares. E) costo del pigmento
cleva de un 10-15% ¢l costo total de la formulacion para las dietas de estas especies, por lo
quec muchas veces no es accesible ja compra del pigmento sintético v s necesario recurrir a

otra fuente de obtencion del pigmento mas viable, por lo que es necesario proponer



procesos mas accesibles para los productores v de esta forma poder disminuir los costos al

consumidor (Johnson, 1991]; Fang ¥ Chiou, 1996).

La importancia de los carotenoides. en generad, no solo radica ¢n la importancia atribuida
1a coloracion que proveen on fa naturaleza, sino porque poseen diversas funciones
metabdlicas en animales y en el hombre incluyendo su conversion a vitamina A y la de
actuar comoe agentes anticancerigenos debido a su capacidad de  cupturar
radicates libres (Badui. 1990). Actualmente se conocen tres vias principales para la
obtencion de astaxantina

1)Sintesis quimica -En o actualidad la compania Hottiman-1.a Roche (Suiza) es la empresa
que produce la trans-astaxantina ¢on ¢l nombre comercial de “Roxanthin®™ ¢ “Carophyll
red™. El contenido del principro activo es de R%o de astaxantina, no excediendo el 2%, del
isdmero ¢is ¥y en cuyo excipients contiene grenctina, sacarosa, almidon, ascorbipabmitato, y
ctoxiquin como antioxidante, sin embargo los altos costo de su comercializacion impiden
muchas veces el acceso de este colorante limitando consccucntemente su uso
(Johnson, 1991).

2jFuentes microbianas.-La astaxantina pucede obtenerse por medio de levaduras del género
Phaffia (aislada durante los aflos 70°s de exudados de residuos de arboles en Japon, Alaska
¥ 1o que antiguamente era la URSS). las cuales se caracterizan por presentar colonias rojo-
anaranjadas debido a la sintesis de pigmentos carotenoides. El contenido de astaxantina en
la cepa silvestre es de 500 pg del 1otal de carotenoides, de los cuales el 40-90%0 corresponde
a astaxantina (pudiendo variar ¢l contenido de carotenoides dependiendo de 1a cepa que sc
maneje): sin embargo, se pucden presentar algunos problemas técnicos en el momento de

extraccién del pigmento (ruptura de la pared celular por medio de enzimas digestivas), asjf



como una baja absorcion de astuxantina por  parte de  algunas  especies, como  son

jas truchas arcoiris y una  posible incstabilidad  del pigmento al extracrsc
con solventes orgidnicos (Johnson, 1041).

3)Crustdceos.~-Caparaszones de crusticecos como lo ¢s el cefalotérax de camarén poscen
entre otros pigmentos, carotenoides (astaxantinas), los cuales son utilizados pura pigmentar
salmones Vv truchas arcoins v salmonada: sin embargo, debido al alto contenido de sales y
cenizas que presentan los exoesqueletos de estos crusticeos, s¢ obstaculiza la absorcion del
pigmento en los tojidos de estas especivs ¥ por consiguiente se obtiene una buaja absorciéon
de astaxantina, repercutiendo en la coloracion final de las especies y en los costos de venta

del producto (Johnson, 1991). Dudo lJo anterior s¢ propone una metodologia para la
extraccion de pigmentos asociados a proteinas empleando una cnzimsa proteolitica de
actividad probada por Escobedo (1993), puru que de esta forma se pucdan obtener proteinas
unidas a pigmentos (carotenoproteinas) que no se encuentren muy hidrolizadas para evitar
incstabilidad del pigmento v procurando tener la  mayor cantidad posible del pigmento

asociado a la proteina.

1.2 Objetivos

A continuacién se presentan los objetivos particulares de este trabajo en el marco de un

objetivo general,




1.2.1 Objetivo general

*Obtener pigmentos asociados a  proteinas (carotenoproteinas) presentes  cn el

cefalotdorux de  camarén

por medio de una proteass comercial de  actividad
probada  (Proteasa alcalina PA-3000, MEX S. A de C.V)
1.2.2 Objetivos particulares
*Separur  del  cefulotorax  de camardn la mayor  cantidad  posible de  proteinas

empleando una proteasa  alcalina  comercial  de  actividad  probada.

*Determinar las  condiciones de  extraccion en las cuales se obtienc la maxima
cantidad de  pigmento  asociado a  proteina.

*Determinar la  cantidad de  pigmentos carotenoides

prescentes en las
carotenoproteinas.

*Evaluar la presencia de astaxantina  en  las  carowenoproteinas empleando
cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas cn inglés).

*Evaluar ¢l perfil de aminoécidos, tanto en las harinas de camardén (entera y

desmineralizada) como en las carotenoproteinas.

“Evaluar el cfecto protector de las carotenoproteinas hacia fos
pigmentos carotcnoides realizando una comparacién con los
pigmentos  obtenidos por extracciéon quimica.



2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Colorantes naturales

Actunlmente hay un considerable interéds mundial en ol desarrollo de los colorantes

naturales. Esto se debe. por un lado, o la necesidad de expansion de la variedad de
colorantes ¥y, por otro, a la idea de que al ser naturales son por ello segures. Un indicativo
dec esto s cf namero y distnibucion de las patentes reporntadas a nivel mundial en los
periodos de 1969-1978 v de 1979 - 1983 ('labla 1), En esta tabla se puede observar que ¢l

incremento en patentes fue mavor en los ultimoes cince afos gue en los anteriores 10 afios.

Ademas. los colorantes naturales son objeto de mas desarrollo que los sintéticos va que 356

patentes fueron de colorantes naturales, micntras que 71 fueron de colorantes sintéticos

(Garcia y Lopez, 1993).

Tabla 1. Distribucién de las patentes mundiales de colorantes tGurcia y Lopez, 1993)

PATENTES PERIODOS
119521978 13979 1084 ' TOTAL
Fuentes de colorantes 210 217 427
Aplicaciones de los 134 136 270
coloruantes
Total 344 353 697

2.1.1 Pigmentos carorenoides

Los carotenoides son un grupo de compuestos principalmente liposolubles responsables de
muchos de los colores rojos » amarillos de los productos vegetales v animales. Se
encuentran distribuidos en la nawraleza en grandes cantidades, ademis de encontrarse

formando complejos con proteinas, carbohidratos vy acidos grusos (Walford, 1980;

Fennema, 1993).



2.1.2 Estructura

Los carotenos son hidrocarburos en los que la molécula de isopreno es la unidad repetitiva
(ocho unidades normalmente). cncontrandose en  la  naturaleza  tres  isOmeros
fundamentalmente : a, 3 y y-caroteno (fig 1) El segundo es ¢l mas comin, el cual presenta
dos anillos de ionona unidos a través de una cadena interinedia isoprenoide con diez dobles
ligaduras conjugadas las cuales contribuyen a la estabilidad y al color de los mismos. La
abertura de los anillos & ¢l aumento de la conjugnacion de los enlaces produce un cambio de
color hacia el rojo, mientras que la epoxidacion o la pérdida de la conjugacion produce
tendencias hacia los amarillos. De acuerdo con su estructura quimica, sc dividen en dos
grandes grupos. carotenos y xantéfilas (forma oxidada de los mismos). Los primeros tienen
caracteristicas de hidrocarburos, son solubles en éter de petrolco v poco en ctanol;
destacando entre este grupo ¢l a, B, y-caroteno y ¢l licopeno (Badui, 1986)

Figura 1. Estructuras quimicas de los carotenos (Baduf, 1986}

Licopens




Las xantofilas sc cncuentran asociadas con los carotenos ¥ sus estructuras son muy

parecidas a la del f-caroteno. con la dnica diferencio de que tienen un hidroxilo en el
segundo antllo gue puede esteriticarse con varios dcidos grasos. En términoes gencrales, en
la naturaleza la cantidad de xantofilas (1ig. 2) sobrepusa i la de carotenos. Ambos grupos le
deben su color a la conjugacion de los dobles enlaces, asi como a la presencia de anillos
extremos. In estado natural, sus insaturaciones ticnen una contiguracion rans 3 en algunos
CasOS $¢ prescntan isomerizaciones o Los carotenos con actividad bielogica son aquellos
que tivnen todas sus dobles ligaduras en forma rrans que se trunstorman en la forma cis
durante tratamientos on ausencia de oxigeno: BEsta reaccion de isomerizacion se puede
cfectuar durante ¢l proceso de esterilizacion de productos enlatados con lo que se pierde el

poder vitaminico de los carotenos (Badui, 1986).

Figura 2. Estructura guimica de la astuxantina, cantaxantina y del astaceno r8adui. 1986

ASTANANTINA

CANTANANTINA




2.1.3 Reacciones quimicas

Debido a su estructura insaturada, los carotenoides v xant6filas se encucntran sujetos a
muchos cambios quimicos inducidos por las diferentes condiciones de procesamiento comao
Su

son altus temperaturas, radiaciones electromagnéticas ¥ la presencia de oxigeno.

transformacion, ademis de provocar cambios de color, reduce el valor nutriivo de los
alimentos ya que destruy ¢ la actividad de provitamina A (Badut, 1986).

Oxidaciin

La causa principal de la degradacion de los carotenoides en los alimentos es la oxidacion.
La intensidad de 1a oxidacion depende de si ¢l pigimento se¢ encuentra in vive O in vitra y de
las condiciones ambientales. Los pigmentos se pueden autoxidar por reaccion con oxigeno
atmosférico a velocidades que dependen de la luz, el calor, metales v disponibilidad de
oxigeno. Las reacciones  se cree que son debidas a la formuacion  de  radicales libres.
Debido a esto. la prescncia de agentes fisicos & quimicos que favorescan la produccion de

o mas pashle 1o

ado de insaturacion,

carotenoides ordinariamente son mas estables en sistemas con alto g

terma lipidico por si mismo acepta los radicales libres mas

posiblemente porque el
facilmente que ¢l propio caroteno (Fennema, 1993).

Provitamina 4

l.os carotenoides, en genceral, han recibido gran atencion debido a que el B-caroteno es un
precursor de la vitamina A. Esta vitamina solo presenta actividad bioldgica cuando su
estructura quimica se cncuentra totalmente en configuracion uians pudiendo adquirir
diversas formas quimicas como son de alcohol (retinol). de aldehido (retinal). de acido

(4cido retinoico) y esterificada, principalmente con el dcido palmitico (Scheider. 1985;



Badui, 1986). La conversion del caroteno a vitamina A sucede primero por una reaccion de
oxidacitn que transformn el caroteno en retinal que, 8 su vez, por una reacciéon de oxiducion
se transforma en retinol, el cunl es finalmente almacenado en el higado en forma de
palmitato. La funcidén biologica mas conocida de la vitamina A es la tormacién del
pigmento visuanl llumado rodopsina (11-cis-retinal-opsina) ¢! cual ¢s esencial para que cl
proceso de a vision pucda etfectuarse. Otra funcion es ta de proteccion contra la accién y
formucion de radicales libres, los que a su vez lUegan a dadar las células; se considera que
algunos de los problemas que causan son las cntfermedades cronicas del corszon y de los
pulmones, asi como por ejemplo artritis ¥ cancer (Badui. 1986).

2.1.4 Usos y funcidn de la astaxantina

Dada la importancia comercial del color en la industria avicola y piscicola se han realizado
diversas investigaciones en ¢l uso de carotenoides sintéticos » naturales como fuente de
pigmento. Las xantofilas de mayor relevancia como aditivo en general son: la capsantina

gue

o

1o del pimienta rolo, a sesxanting v luteina se
encucntra generalmente en ¢l cempasuchil (Tzompa xochitly ¥y 1a astaxantina es utilizada en
la industria acuicola como colorante para pigmentar cspecies como salmones y trucha
arcoiris, ya que éstas no pucden sintetizar este pigmento de novo y es necesario incluirlo en
la dieta. Su importancia como aditivo radica cn proporcionar la pigmentacion caracteristica
a la carne v piel de la especies antes mencionadas e intervenir en procesos reproductivos,
ademds de participar como agente protector de factores fisicoquimicos, durante el

desarrollo embrionario (Hudon, 1994).



La astaxantina al igual que otros carotenoides tienen un uso potencial como colorantes en
cosmetologia. pero su inestabilidad frente a fuctores fisicos como 1a luz y la presencia de
oxigeno limitan su aplicacion en esta drea (Katsunmuya y col, 1993),
2.2 Protcinas

2.2.1 Definicidn y funciones de las proteinas

El nombre de proteina proviene de {a palabra gricga profeicos, que significa fo primero
(\Morrison » Boyd, 1990)

Son polimeros formados por unidades de aminoacidos ligados

unos a otros por uniones amidicas (Schuets v Hart, i980). E

s, macromoléculas

desempenan papeles cruciales en practicamente todos los procesos biologicos, wles como
1) Catailisis enzimatica., en donde la mayoria de las reacciones quimicas llevadas a cabo en
los sistemas biologicos estan catalizadas por enzimas, aumenando las velocidades de
reaccion. El hecho sorprendente es que todas Jas enzima conocidas, son proteinas. Asi, pues

las proteinas jucpun un papel importantisimo eon la determinacion de

as caracteristicas de
las transformaciones quimicas en sistemas biolégicos. 2) Transporte » almacenamiento,
muchos iones ¥ moléculas pequenos son transportados por proteinas especiticas, como por
cjemplo la hemoglobina transporta ¢l oxigeno cn los critrocitos, mientras que la mioglobina
transponta el oxigeno cn ol muscule 3) Movimiento ceoordinado. las proteinas son ¢l
componente principal del musculo. La contraccion muscular se lleva a cabo por el
movimiento deshzante de dos clases de filamentos proteicos. 4) Soporte mecanico, la
enorme fuerza de tension en la piel y ¢l hueso se debe a la presencia de coligeno.
5)Proteccion inmune. los anticuerpos son proteinas altumente especificas que reconocen v
s¢ combinan con virus, bacterias ¥ las células de oiros organismos. 6) Generacién y

transmision de impulsos nerviosos. la respuesta de las células nerviosas a estimulos



especificos depende de la presencia de receptores proteicos, como por ejemplo la rodopsina
es el receptor proteico en los bastoncitos de la retina. Las moléculas receptoras, que pueden

ser  disparndas  por moléculas  cspecificas pequefias como  la acetileolina, son las

responsables de la transmirsion de los impulsos nerviosos en las sinapsis. 73 Control de

vrecimiento v la diterenciacion, Blocontrol secuencial de by expresion de 1 informacion

gendtica es imprescindible para el crecimiento v la diferenctacion de las celulas Solo una

pequena truccion del genoma de una celula se expresa en cualquier momento. BEn las

bacterias, S oproteinss represoras son elementos impo

ntes de control que silencian
segmentos especiticos del INA de 1a célula (Stver, 1988) Los aminodcidos son las

unidades estructurales ba

icas de las prowinas. Un aminoacido consta de un grupo aminico,
un grupo carboxilico, un atomo de hidrogeno » un grupo distintino R enluvzado al atomo

de carbono-u

mayoria de las proteinas estan constituidas por 20 aminoaados de Jos

cuales 11 de ellos son considerados esenciales para

¢l hombre debido a que ¢l organismo no

idne

ris (rabhla D)

Scheider, 1985).

Tabla 2. Necesidades estimadas de aminodcidos esenciales (Schcrder, 1935)
Necenidad, mo g Ue pewo corporal dia

VACTANT NINOS { ADULTOS
Gesesesy ooz AROS)
AMINOACIDG. i
ISOLEUCINA [ ™ T £2
TELCINA 128 a2 16
. CnINA o 33 [
TOTAL DE 1005 QUE CONTH NI A% 23 l [y
AZUFRE OME TIONINA « CISTEINAY

TOTAL D[

DN ARONMALIC O, 112 22

)
SFENILALANINA « TIRCONIN A3

TRF ONINA i X 28 )

TRIFTOF ARG 1 19 [ 3

VAL IN 8G 2t 14

HIS TIDIN A 1 i ; i >

*En un principio se pensaba que era ¢sencial unicamente para los lactanies. pero en s actualidad se considera también

para ¢l adulto. Fuente Food and Nutrition hoard, Recomended tictany allowances. 9 ed National Academy of Science.
Washington. 1980, p 33




2.2.2 Organizacion estructural

La secuencia de los aminos

cidos es imponante porgue determinag fa conformacion de la
proteina (Stryer, 198KR). Al estudiar lu arquitectura de las proteinas se citan frecuentemente
cuatro niveles de estructuracion las cuales se encucntran cestabilizadas por diferentes tipos
de uniones quimicas como lo son las uniones de tpo covaleate. de tipo 1Gnico, pucentes de
hidrogeno ¥ tuerzas atractivas de van der Waals (Badui, 19K6)

Estructura primaria.- La estructura primana se cncuentria determinada por la forma
secucncial ¥ ordenada en que se encuentran distribuidos los aminoacidos a lo largo de la
cadena de proteina. Asi pues, la estructura primarta comprende las uniones covalentes de la
proteina (Badui, 1986; Stryer, 1985)

Estructura secundaria - Se refivre a la ordenacion regular y periodica en el espacio de las
cadenas polipeptidicas a lo largo de una direccion, lo que ¢s mas evidente en las proteinas

fibrosas, en donde los polimeros poscen una contormacion extendida o enroscada

fices, Yo 1amina pleguds R
y la hélice de colageno, pero todas estan estabilizadas por diferentes fuerzas, siendo las
mas importantes las electrostaticas, los puentes de hidrogeno. las interacciones hidrofobas ¥
las intcracciones dipolo-dipolo.

La gran mayoria de las proteinas tienden a formar «-heélices. Algunos cjemplos de estas
conformaciones sc pucden observar en la miosina y tropomiosina del musculo. en la
epidermis, ete. La estructura B se presenta en la familia de tas proteinas Hamadas queratinas
en donde, como ¢jemplo, se puede mencionar a Ja fibrisina de la seda. El tercer tipo de
estructura secundaria se presenta en las hélices de coligeno que se encuentra en abundancia

en los tejidos concctivos de los vertebrados superiores (Baduf, 1986; Stryer. 1988).



Estructura rerciaria - Fista estructura se retiere al modo en que la cadena polipeptidica se

curva ¢ se pliega para formar una estructura estrechamente  plecada y compacta,
caracteristica de las proteinas plobulares. La linea divisoria entre estructura secundaria y
terciaria cs asunto Jde preferencias persanales, »a que no hay una definicion para cllo. Las
protcinas que poscen s de una cadena polipeptidica pueden presentar un nuevo nivel de
organizacion estructural. A cada cadena polipeptidica de una proteina usi se le denomina
subunidad (Badui, 1986, Stuyer, 1988)

Estructura cuaierndria - No necesarianiente existe en todos los polipéptidos v se refiere al
ordenamiento espacial de tales subumidades » a 1o maturalesa de sus contactos  mutuos,
Como cjemplos de esta estructura se tiene a [ hemoplobina gque ¢s un wirdmero formado
por dos tipos de proteina similares a la mioglobina (Badui, 19861

nie la importancia de dos

Estructura supersecundaria - Fxtudios recientes han hecho pa
nucvos niveles de organizacion. La estructura supersecundaria hace referencia a los
agrupamientos de estructuras sccundarias. Asi por cjemplo, en muchas proteinas se

encuentra un segmento de hoja plegada 3 separado de otro segmento de hoja 3 por medio

de un segmento a-helicordal; te grupo s¢ denomina unidad B o« 3. Resulta muy util

considerar las estructuras supersecundarias como ordenamicntos intermedios entre las

estructuras sccundarias v terciarias. (Badui, 1986, Suyer, 1988).

2.2.3 Clasificacidn
La clasificacion de las proteinas se basa en su composicion, forma. solubilidad ¥ funcion

biolégica como se muestra ¢n la tbla 3.

PSRN



TABLA 3. Clasificacion dc las proteinas de scucrdo con su compaosicién, forma,

solubilidud ¥ funcién_(Badi, 1956
[ CLASIFICACION _ | PROPIEDADES T EJEMPLO
POR SU COMPOSICION
Simplc contienc volo acidos Tnsuling
Conjugada conticne una fraccién no proteica
M oteina: T Pizmentos Mroglobina
Gl I Conuencn carbohidratos Mucina, cuscinu k
Fosfoproteinas 1 & fosforo Pepaina, lavoprotcinas,
[ coteinay 1 C ltpidos Lipoviichina (cn vema de hucvo)
3 I~ Contienen acidos nucleicos \'irus, penes
POR_SU FORMA ]
Globufar T Esféricas u ovoides T Albumina de hueva j
Fibroa { Forman fibras de tejrdos I Tlaxtina_coldgene, miosma
POR SU SOLUBILIDAD |
Albamina T Soluble en agua v solucion salina T Ovoalbumina, a-lactoalbumina
Globulinas |_Poco solubics en apiuy, solubles en ol salina |__Af10sina, globulma del plasma
Histo l Alto contenido de mminaacidos basicos |_Pratetnas unidas a 3¢ nuclercos
G ] Insolubles en ayus v alcohol i Gluten de tngo i
| Zeinu del mafs, 1

Solubles cn_70% de alcohal
Escleroproteinas 1 _Insolubles en la mavorfa de los disalventes
PORSU FUNCION

[~ Todas las protetnas fibrosas
]

Estructural T Parte estructural del cuerpo T _Todas las proteinas fibrosas |
Fnzimas T catalizan reacciones biologiczs, I Lipasas. proteasas ]
Hormonas 1 MNcnsajeros quimicos ! Insulinag, glucagdn

Toxinas T Proteinas daninas gencradas por wo, i Tonina tetanica
Anticucrpos T Protetnas protectoras c1-Gilobulina Jde lg wangre ]

2.2.8 Cuantificacion

Kisten varios mMeéwdos para la cuaniificaciin doe praic

as. UG IS

diferentes

principio alguna reaccion quimica caracteristica de los grupos R de los

aminodcidos. [.os aminodcidos aromaticos contichen dobles ligaduras v absorben energia

radiante en ¢l intervalo del ultravioleta, 220-400 nm. Entre Jos métodos mas utilizados se

cncuentran los de Biuret, Lowry, turbidimétrico 3 Kjeldah! (Badui, 1990).
2.3 Enzimas

2. 3. 1 Definicidin
Una cnzima es una proteina que se comporta como un catalizador acelerando la velocidad

de las reacciones que se llevan en los seres vivos sin alterar el equilibrio (Garcia ¥y Lopez,

1993).



La definicién anterior es aceptable bioquimicamente hablando, pero en la tecnologia

enzimaiticn sc dice que una cnrzima ¢s un sindnimo de Cpreparacion enzimatica”. Se dice

que una preparacion enzimatica puede contener varias enrimas individuales, ademas de
contener  ofros  compuestos  que  son  adicionados para estabilizar vy estandanzar la

Desde o) punto de vista comercial puede resultar menaos costoso ¢l

preparacion ensimatic
empleo de una preparucidén enzimiatica gue la misma enzima purificada. Generalmente las
preparuciones enzimaticas son estandanzadas utilizando ensayos de acuvidad enzimadtica.

La Unidad Interpacional estandar (U [0 por sus siglas en ngles) os la unidad empleada

comunmenic ¢n las preparaciones enzimaticas » os definida como ja cantidad de enzima
que bajo condiciones definidas catalizara la transtormacion de un micremol (amoly 6 un

pequivalente de sustrato por minuto. En el caso de las proteasas una U7 L oserin 1 ol de

enlace peptidico hidrolizado por minuto (Conn y Stumpt. 1977 Adler-Nissen, 1986)

2.3.2 Clasificacidn de enzimas

s en ddiferentes formas: a) De acuerdo a su fuente de obtencion

(animales. plantas, cepas  microbianas), by De acuerdo a sy accion  catalitica
(endopeptidasas.- [.as cuales catalizan la hidrélisis especifica de enlices peptidicos internos

en la cadena polipeptidica ¥y exopeptidasas.- que catalizan Ia extraccion de residuos de

amonodcidos existentes entre el nitrogene v ¢l carbono terminalde una proteina) v ¢) De

tio catalitico (Tabla <), Dependiendo de su accidn catalitica

acuerdo a la naturaleza de su s

1sas de interés para la hidrolisis de proteinas en alimentos. Las

existen cuatro clases de prote:
proteasas serinicas, que presentan su maxima actividad a valores de pH alcalinos, Las

rntan un

proteasas cisteinicas son parecidas a las serinicas lo Gnico que cambia es que pr

grupe -SH en vez del -Oll que presentun las serinicas en el sitio catalitico; la actividad




maxima de cstas enzimas sc presenta a valores de pH neurros. Las metaloproteasas

contienen un mnetal, usualmente ¢l Zn y que al igual que las cisteinicas ticnen valores de pll

abilidad en presencia de Ca®’. Las proteasas

cercanos a la neutratidad. sumentando su ¢s
aspdrticas presentan el grupo carboxilo del acido aspartico en su contro activo v presentan
actividad ante valores de pH odcidos. (Adler-Nissen., [986). Desde ol punto de vista

fisicoquimico y comu consecuencia de su estructura proteica. la actividad catalitica de las

enzimas depende de los valores de pH oy de la temperatura de reaccion (Garcia y Lépez,

1993).

‘Tabla-3. Lista de algunas proteasas utilizadas en alimentos proteicos hidrolizados
rAdler- Nissen 1956,

Fucnte Tipo de proteass | Nombre comun | pH tipico | Fipecificidad preferencial
Animales Proteasa aspartica Pepsina 13 Aromatco<COCH-NHD,
- Leu-, Asp-, Glu-COOH

Terncera Proteasa scrinica

I'ripsina 7-9 Ly - Arg-COOH

Plantas Protcasa cisteinica Lys- Arg-. phe-x-COOH

Papaya Papaina pura
Bacterius Proteasa serinica Subtilisin novo 6-10 salo hdrotsbico-COOH
B.subtilis )

B.licheniformis subulisin carlsberg
roteasa cisteinica | alcalasa, maltasa 6-10 solo hidrofohico-COON

2.4. Hidrdlisis de proteinas empleando proteasas
Existen cuatro pariunetros experimentales de hidrélisis que se deben definir al wrabajar con
cnzimas ¥ que son determinantes para ja velocidad con que se tHevara a cabo la reaccion.

1) Ceoncentracién del sustrato [S8].- Generalmente ¢s expresado como ¢l porcentaje en
peso del sustrato respecto a la masa total de la mezela de reaccion. En el caso del proceso
de hidroélisis de proteinas el sustrato ¢s el porciento ¢n peso de proteina.

2) Relacién cnzima/sustrato.- Es la cantidad de enzima relativa a la concentracién de

sustrato al inicio dc la reaccion. El % de enzima se refiere mas a la velocidad de reaccion




que o la concentracidn enzimatica, debido a que en la industria, ¢l proceso enzimdtico se
prefiere Hevar a cabo a concentruciones altas del sustrato para trabajur en saturacidén. sta
relacidn puede estar dada en 25 en peso o en unidades de actividad por unidad de masa (g o
kg ) de sustrato.

3) Valor de pH.- La actividad enzimatica depende de la concentracidon de iones hidrogeno

¥ por lo tanto, determing que 1a

det medio, ya que afects a la carga eléctrica de la enzima,
estructurn sea funcional o no Cerca de valores de pll optimos se tiene una mayor atinidagd
hacia ¢l sustrato v la reaccion se da con mayor eficiencia

4) Temperatura.- Tal comoe ocurre con muchas protei

s las enzimas pucden ser
facilmente desnaturalizadas por el calor. L.a mayoria de las enzimas son, por 1o tanto, muy

termoldbiles

. gencralmente, basta

con aplicar una temperatura de 70 a 80°C durante dos a

cinco minutos para destruir su actividad, ya que  una continuacion de la actividad

enzimatica podris ocasionar cambios en ¢l color de los carotenoides. Cabe scialar que, en

muchos casos, se ha observado un efecto de “regencracion™enzimatica al paso del tiempo,

debido o un proceso de reorganizacidn parcial de la moleécula de proteina 1o cual conduce a

la restauracion de los sitios activos (Braverman, 19800
Cuando una enzima cs incubada con su sustrato, conforme avanza el tiempo de reaccion | la

concentracion de sustrato disminuye, mientras que fa del producto aumenta. Si la enzima

empleada es  proteolitica, es coman evaluar su actividad emplieando métodos de

cuantificacion de proteinas como  son  los métodos colorimétricos de Lowry » de

Biuret entre otros, los cuales permiten 1a cuantificacion de aminodcidos libres ¥ péptidos de

bajo peso molecular (Adler-Nissen, 1986, Escobedo, 1994).
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2. 4. 1 Empleo de la “Proteasa alcalina 3000 para la obtenciion de carotenoproteinas

Lua enzima “proteasa alcalina PA-30007 es una proteasa alcalina bacteriana producida por la
fermentacidn controlada de Bacillus licheniformes  Esta enzitma es empleada en la industria
como uno de los principales componentes ¢n la formulacion de detergentes para lavanderias
industriales: Ll nombre comercial del producto es Deterzyime M 7 teniendo un costo en el
mercado apronimado de § 271.00 kg (enero de 1990 (FNNMEX, 1996,

La PA-3000 ¢5 una endopeptidasa capaz de hidrolizar los enlaces peptidicos intemos de las
moléculas de proteina, cuya amplia especificidad sobre el sustrato permite hidrolizar en
forma cfectiva a la mayoria de las proteinas, tales comao hemoglobina, cascina, proteina de
pescado,  de soya entre otras, convirtiéndolas en péptidos de bajo peso maolecular
(ENMEX, 1990)

En estudios previos. Escobedo (1994) realizo un experimento donde Togré aislar quituna de

Iz harina de cetalotorax de camaron (particulas comprendidas entre 2.0 v 0417 mm). Lo

cabo sometiendoa al cefalotarax de camaron a la accion independiente de
cinco protcasas (alcalasa, “HT proteolytic 2007, neutrasa, papaina ¥ “proteasa alcalina PA-
300) ¢ igualando lus unidades de actividad que las enzimas mostraron frente a caseina. Sc
encontré que, de  todas Jas anteriores, la enzima que hidrolizo o maxima cantidad
de proteina soluble ‘ml. (92.76%0) ¢n un lapso de 180 minutos de reaccion fue la PA-3000.
Ademas, no se observaron diferencias significativas centre las hidralisis efectuadas a las
harinas de cefulotorax de camardn con Jos tamados sedaludos, concluyendo que la
importancia de la especiticidad que posece la proteasa hacia ¢l enluce peptidico radica en Ia
hidrolisis de las proteinas del complejo (caroteno-proteina-quitina) dando por un lado,

pigmentos carotenoides asociados con proteinas v por el otro. quitina asociada a proteinas.
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aislados, sino

Los carotenoides no participan cn procesos biologicos en “estados libre:
conjugados. Por lo general, son compuestos que se¢ encuentran unidos a través de grupos
prostéticos a proteinas, confiriéndoles un “efecto protector”. Gencralmente, se¢ encucentran
en proporciones estequiométricas, con lo cual ¢ muestra la importancia de presentarse

sitios especificos para la adhesion de carotenvides. Los carotenoides también pucden

asociarse o disolverse en hpidos en jas {lamadas Slipoproteinas™. En este caso, el caroteno

es parte de la cadena lipidica del grupo prostético. pera no ojerce una interdeeion especifica
con la proteina ¥ 00 S¢ CnCucntrid ¢n proporciones estequiométricas (Isler, 1971). Las

alotéran de camardn se encuentrin asociadas o proteinas.

astaxantinas presentes en el ce
quitina » sales mineraies formando complejos estables (Hudon, 19943). Simpson ¥ Haard
(1985). demostraron que reduciendo los niveles de sales minerales 4 un 7% ¥ empleando
enzimas proteoliticas como la tnpsina, se logran obtener pigmentos unidos a proteinas

llamados carotenoproteinas hasta en un 80%0; sin embargo, sugieren la continuidad del

eanda dhferentes proteasas para observar si se obticne un aumento en el

rendimiento. Es por cllo que en este trabajo s¢ pensd en reducir o mas posible a

concentracion de sales del resto del cefalotorax para, de esta forma. tavorecer ¢l ataque
proteolitico de la cnzima, obtenidndose por un lado pigmentos asociados a proteina con un
valor comercial elevado (carotenoproteinas) ¥, por ¢l otro. quitina asociada a proteinas,

susceptible de ser procesada para la obtencion de quitosanas.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Equipo empleado
El cquipo empleado durante e! desarrollo experimental fue el siguiente:
EQUIFO ESPECIFICACIONES

Cunrto de sccudo Marca: Kinct, mod.S35°4
Moline de cereales Scric: 4021, modelo: 1245, armazon: 2DS6
Tamtzador mecanico | Marca Steve-Shaker poriable, N© 6958, Patcnt N- 2026208
Bafo agitudor Aarca:New Brunswork Sclentific, Patent USA 3430926.0
Balanza snalitica Marca: Sartorius 1207 MP2
Vortex NMarca Scientific Industries, Inc. modelo G-S60
Centrifugs Marca: Beckman J2-MC
Horna de microondas Marca: Samsung, Classic colecction
Liofilizadora P2y, tpo RP 2v, N 909283
Espectofatémetro NMarca: Perkin Elmer, Modelo C 618-033~
Horno NMurca: Felisa
Parrilla d¢ agitacion Marca:Thermaolyne 11

3.2 Desarrollo experimental

3.2.1 Preparacion de la muestra

I.os cefalotérax de camaron tueron adquinidos ¢n ia zona de pescados » mariscos, ubicada
dentro de la central de abuastos en la ciudad de México. Las muestras fueron transportadas
al laboratorio [3-201 de la Facultad de Quimica de Ia UNAM en cubetas dentro de bolsas
obscuras. ¥ cubicrtas con  hiclos para de esta forma evitar la degradacion de proteinas ¥
pigmentos. Alll se cfectud el pre-tratamicnto de las muestras como se describe a
continuacién,

3.2.2 Lavado

Dada las caracteristicas de facil descomposicion microbiologica que presentan los
la dcscomposicion  causada

crustaccos, deben procesarse rapidamente  para evitar

principalmente por microorganismos proteoliticos, para lo cual se lavaron con abundante



agua eliminando las impurezas superficiales, asi como visceras y remanentes que pudieran
quedarse durante ¢l descabezado que se realiza normalmente ¢n forma artesanal.

.2.3 Secado
Una vez lavadas, las muestras se colocan en charolas de metal para proceder al secado, el
cual se realiza a 60+ 2°C, duranic 24 horas. Con este ratuniento sc consigue disminuir la
actividad del agua para controfar Ia descomposicion enzimatica v microbiolagica.
3.2.4 Molienda y tamizado
El cefalotérax de camiaron es molido en un molino de cereales, hasta obtener particulas
homogencas y, posteriormente, ¢s tamizado empleando un tamiz de malla Nam. 40 (tamafio
de parnticula de 0.042 mm) dado que. en experimentos previos, Caflipa (1994) v zscobedo
(1994) determinaron que no existia diferencias significaliva entre los tamafios de particulas

comprendidos entre las mallas Nam. 20 » 40, Ademas, a un tamafo de malla mayor

(tamafio de particuls menor) implica tener polvos muy tinos ¥ de dificil manipulacion en el
momento de levarse a8 cabo el desarrollo experimental.

3.2.5 Desmineralizacidn de lu harina

La desmineralizacion  se realiza empleando una solucién de EDTA disddico 0.5 M con
agitacidn constante (200 rpm) durante una hora. Posteriormente, la harina se somete a
varios lavados con agua destilada a temperatura ambiente hasta que el agua del filtrado sea

lo mas clara posible. Tras filtrar 1a muestra cn papel filtro de poro abierto (Whatman Num.

1). se seca @ una temperatura de 50°C durante 2 horas y se almacena. para la realizacion de

los cnsayos posteriores.



3.2.6 Secado
Una vez que se desmincraliza a la harina se procede a secarla en un horno convencional a
50£3°C por dos horas para los ensayos posteriores.,
3.2.7 Almacenamicnto
Una vezs tumizada, secada ¥y desmineralizada {a harina se almacena en varios frascos, color
ambar, ctiguctados ¥ cerrados herméticamente v cublertos con papel parufilm para de esta
forma evitar en lo mas poasible ¢l paso de la lue v del O . evitando asi la  degradacion
prematura de los pigmentos. Posteriormente, se mantienen en congelacion a -10°C con la
finalidad de conservar mcjor la muestra ( Diagrama 1),

Diagrama 1. Preparacion de la muestra de cefalotérax de camarén

OBTENCION DE CEFALOTORAX
DE CAMARON

LAVADO

MOLIENDA
molino de cereales

TAMIZADO
(malla ¥ 40)

DESMINERALIZACION
(EDTA0.5M /1 h)

SECADO
Horno 50°C/2 h)

ALMACENAMIENTO
-10°C




3.3 Caracterizucion de lu muestra
la harina de cefalotérax a todos los pasos anteriores, es

Una ver quc ¢s sometida
caracterizada realizando un andlisis proximal (determinacion de humedad. cenizas. protefna
total, grasa cruda, tibra cruda » carbohidratos por diferencin) (Anexa 1)

3.4 Protedélisis enzimiitica

3.4.1 Protedlisis enzimidtica en caveina
I.a hidrolisis enzimatica de caseina se realizo empleando cascina Sigma al 99%% de purcra.

Los prapositos fueron los de evaluar los parametros de la actividad enzimatica sobre un

sustrato estindur ¥ familiarizarse con la téenica. Los parametros de hidrolisis que se fijaron

para la cascina fucron los siguicntes.

[S J=caseina en solucion al 2%
/g de proteina

[E/S ]=12%5 equivalentes a 33.74 U/g enzima, 87.47

pH 6ptimo=9.5, valor reportado por Escobedo (1994) ¥ corroborado experimentalmente

19913 5

cobedo (!

56°C, icporniada por

temperutury Opiitha -
técnicas del producto brindadas por la compafia ENMEX (1996).

La metodologia de hidrélisis empleada para caseina es la siguiente:

Se disuelven 2.24 g de caseina ‘'’ en 70 mL de la solucion amorntiguadora de carbonatos, s¢

ajusta el valor de pH a 9.5 v se afora a 100 ml. con la misma solucién amortiguadora.
Para efectuar la hidrélisis se requieren 25 mL de solucién de caseina y 3 ml. de la solucién

enzimdtica con lo cual sc ticne la relacion E/S de 1.0%
de 2% debe spuds de afadir ol

! Se pesa esa cantidad debido a que el f tje de

volumen de enzima



La solucion sc coloca en un bado con agitncién constinte a una temperatura de 50°C.
Cuando ¢l sustrato y la enzima han alcanrzado la temperatura propuesta se mezclan
inmediatamente ¥y se oma una muestra de 2.5 ml, correspondientes al tempo cero de

reaccion, la enzima s inuctiva por calentumnient ¢n homo de microondas u 82°C durante 3

minutas con i ayuda de un wrmopar
Pam calcular la actividad de la enzima es necesario tomar alicuotas ¢ada minuto desde el

tiempo c¢ero hasta pasados cinco minutos, (1. 2, 3.4 v 5 min) »a que para los estudios

cinéticos, es necesario situarse en las condiciones que correspondan al principto de fa curva,
dJdonde es lineal. es decir, a concentraciones bajas de enzima.

Cada 20 minutos durante 2 horas, s¢ toma una alicuota del mismo volurmen y se somete al
procedimiento previamente mencionado para puwtisar la enzima. Debido a que en Jas
alicuotas s¢ toman. tanto péptidos solubles como caseina, ¢s necesario acidificar las
muestras a un valor de pH=-3.6 ¢l cual corresponde al punto isoceléctrico (pl) de esa proteina

pendidoc inicamente los péptidos solubles.

para.
para su posterior cuantiticacion.

Una vez precipituda la caseina, ¢s centrifugada a 10,000 rpm durunte 30 minutos para
facilitar la separacion de los péptidos solubles  »  proceder a realizar la dilucién
correspondiente para su cuantificacion por el métodoe de Lowry (Anexo ).

is dc la Pa-3000 frente a cascina

Con los datos obtenidos se construyé la curva de hidrélis

para posteriormente calcular la actividad que dicha cnzima presentaba ante ¢l sustrato antes

mencionado.
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3.3.2 Protedlisis enzimdtica con harina de cefalotdrax de camardn como sustrato

La hidrélisis del cefalotdrax se llevéd a cabo de manera similur variando unicamcente algunos
factores:
1.-Se empled como sustrato la harina de cetaloworax de camarén, a la cual se le determino

por el método Macro-Kjeldahl (Anexo 1) la cantidad de proteina total que conteniu, ademas

ama realtzado en la Unidad de amonoa

de ser corroborada con el aminoy idos ¥ HPLC del
Instituto de Investigacion Biomedicas (Anexo 1)

2.-Durante ¢} experimento se mantuvicron constantes los valores Optimos de temperatura v
pH (mismas condiciones que se emplearon al hidrolizar la caseina) v {a concentragion de
sustrato sc aumento del 2%, con el que «e habia trubajado anteriormente en caseina al 5%,
(1.60 gramos de harina’ 16 ml. de suspension), ya que en la industria sc manejan porcentajes
mayores de sustrato que los utilizados experimentalmente.

3.-Se redujo el volumen de la suspension de 25 a 15 ml para fines practicos, guardando
siempre el 26 de sustrato al 5 %o

4.-Debido a que ! complejo de carotenoproteinas es un sustrato insoluble en la solucién
amortiguadora, fué necesario mantencrlo en agitacion constante (125 rpm) durante todo el
ticmpo de resaceién. de manera que se facilitara el contacto entre 1a enzima y ¢l complejo de
carotenoproleinas.

5.-Una vez transcurridos los tiempos de reaccion (1, 2, 3, 4, » 5 min) para calcular las
actividades enzimaticas, ¥ (0, 5, 10, 20. 40, 60, 120 ¥ 180 min.) para conocer ¢l ticmpo en
donde se obtenia la maxima cantidad de proteina soluble liberada, ¢! hidrolizado se somete

a la inactivacion de la enzima poniendo 2.5 ml. del extracto en 5 ml. de una solucion de

TCA al 5% en agua para su inactivacion por reduccion del valor de pH., se dejan reposar las



muestras por un tiempo minimo de 30 minutos y se centrifugan los 7.5 ml a 10,000 rpm

durante 30 minutos. Pasado este tiempo se colecta ¢l sobrenandante y se lc determina

proteina soluble por ¢! método de Lowry-SDS (Anexo 1)

3.8 Cuantificacidén de carotenoproteinas

1.- Una vez cuantificada la cantidad de proteina soluble, se procedio a determinar la

cantidad de pigimentos unidos a proteinas. para o cual se procedié como en cf paso anterior
{protedlisis  Jde  cefalotorax de camaron como sustrato), vanandose  algunos  puntos:
1.- Sc omitio la inactivacion de o enzima con TCAL debido al daio que ocasiona ¢l dcido a

los pigmentos y se procedid & una inactivacion por calentamiento rapido en microondas
{60°C / 3 minutos ). ¥a que se ha observado que 1a desnaturalizacion por efecto de calor es
muy rapida. 4 temperaturas por encima de S3°C, sobre las subtilisinas (Huirdn, 1983).
2.-Una vez transcurrido el tiempo de inactivacion fue separado el residuo del sobrenadante,
somctiéndose este ultimo a una

centrifugacion de 10,000 rpm durante 20 minutos  para,

trade su!

> de amonin (N, SO

al 78 %5 dr «aturacion

para precipitar la proteina.

3.-La proteina precipitada es separada con la ayuda de una espatula vy dializada con una

membrana de tamafo de poro de 13,000.00 Daltones, efectuandose posteriormente varios

cambios de agua destilada, para eliminar al sulfato de amonio agrepado

» algunas
impurezas que pudicra contener l1a muestra.

4.- Una vez que se comprueba que ya no hay sultfato de amonio en el dializado (mediante la
adicion de 0.3 g de BaCl: en un tubo con 10 mL de solucién del dializado), se procede a la

liofilizar las carotenoproteinas para su posterior cuantificacion.

30

e e o v



3.6 Determinaciéon de pigmentos

La extraccidn del pigmento tanto en carolenoproteinas como en harinas de cefalotdrax
(entera ¥y desmineralizada) se determina de acuerdo a ln metodologia propuesta por Britton
(1985). cn Veldzquez (1995), realizando las siguicntes adaptaciones:

Se pesan 0.2 gramos de muestra (carotenoproteinas) en un tubo de ensaye de SO0 ml y se
agregan perlas de vidrio de 0.45-0.50 mm. 20 mlL de una mescla de solventes
Hexano:Etanol:Acctona (50:25:25), agitando durante 5 minutos en vortex a velocidad
moderada parn evitar ¢l derrame de la muestra, adicionar ovos 20 mL de la mezcla de
disolventes y sepuir la agitacién durante 5 minutos.

La separacén de las fases se cfectud por centrifugacion durante S minutos a 5000 rpm;
quedando en la epifasc de hexano los pigmentos disueltos. los cuales se recuperaron con
una pipeta Pasteur.

Una vez recuperada la muestra sc concentra hasta aproximadamente 6 mL, empleando N>
gascoso para evaporar ¢l disolvente.

El volumen total del extracto fué medido y se procedié a su cuantificacién como sc
menciona en ¢l texto mas adclante.

Durante ¢l proceso de extraccién, las muestras se protegicron lo mas posible de la accién de
la luz y del oxigeno.

3.6.1 Purificacidn y i idn de pig

Purificacion
Cromatografia en capa fina (Thin-Layer-Chromatography, TLC)
Se realizé para la separacién de astaxantina, sobre placas de sflica gel (Kiesel DC-alufolien

sin indicador fluorescente) de 20 x 20 cm x 0.2 mm.
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Se aplicaron 20 pl. de extracto en hexuno de bas muestras u evaluar,

La eclucion de las muestrus fue realizada en una fase movil conteniendo éter de
perdleo:acctona (80:20), en una camara sobresaturada.

La identificacion sc llevd 4 cabo mediante la contrastacion del Rf de los pigmentos
obtenidos de las carotenoproteinas v del pigmenta reportado en la literatura por o}
luboratonoe I.a Roche (1993

Cuargrticacion

La cuantificacion de carotenoides totales se realizd con un espectofotdmetro, utilizando el
coeficiente de extincion de 2100, ¢l cual es especiticn para la astaxanting en hexano segun
lo reportado por los laboratorios La Roche. La longitud de onda a la cual sc leyeron las
muecstras fue de 472nm, por considerarse a ¢sta el principal componente.

El cdlculo se determind realizando una curva estandar con un patrén de astaxantina donado
por ¢l Institito de lnvestigaciones Biomedicas v corroborado con la sigiuente relacién

> (1008

1082y

matemitica propucaia proi Britto

ug de carotenoides =(A) (10%) 7 (™ E 1@ ) (100)
donde:

A= absorbancia de la muestra

10° Factor para expresar los carotenoides en ug

'™ E 1cm= coeficiente de extincion especifico para astaxantina

100= constante para climinar ¢! factor de porcentaje
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Diagrama 2.- Obtencidon de carotenaproteinas
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacién de la harina de cefalotérax de camarén

Andlisis proximal

Una vez

procesadas las caberas de cetalotorax de camardn, se caracterizaron con la

tinalidad de comparar los valores obtenidos expenmentalmente contra Yos reportados en la

literatura, ya que se ha visto que estas pueden variar entre lotes v especies

Tabla 5. Composiciéon de [a harina de cefalotérax de camaron %% en peso (b.s.)

CARACTERISTICA DATON RESULTADOS
BIRLIOGAFICOS EXPERIMENTALESY
Agriculrurat
Handbook (1975
Proteina cruda 3770 35100 f0F
Cenizas 26 86 2811 7o
Fibra cruda 1935 3043 Fc =
Grasa cruda 163 4.65 "
Carbohidratos asimilables 116 169 'Y
por diferencia
TOTAL 100 100

21 9r

amedio Je tres determinaciones

f31 Factor S conversion- 5 &

En la tabla 5 sc presentan los componentes de harina entera de cefelotédrax de camarén en

base seca (climinacion del contenido de agua en el alimento, determinada por ¢! porcentaje

de humedad de la mucestra) ¥ su comparacién con los reportados por e! Agricultural

Handbook (1975). Al realizr la confrontacién entre ambas harinas se¢ observa que la

composicién principal en el cefalotérax de camardn ¢s de proteinas, Je siguen los valores de

cenizas y por ultmo. los de fibra cruda que incluye le quitina. Las variaciones observadas

entre los valores de las columnas se atribuyen principalmente a las diferencias coxistentes

eatre las especies empleadas.
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concentraciones de EDTA

4.2 Desmineralizacién de Ia harinu empleando diferentes
Con Ia finalidad de disminuir la cantidad de sales (principalmente carbonatos y fosfatos) y
con ello favurecer la hidrolisis enzimatica del complejo carotenoprotweinico, se decidid
desmincrulizar la harina hajo diferentes concentraciones de EDTA disodico (Tabla 6), va
que en un estudio similur de Cano-lopes v col €1987) fue demostrado que ol
desminerahizar o hanina con ED A disddico los rendimicentos de proteina v astaxantina

aumentaban mas del 80%.. en tanto que al no emplear este agente quelante se presentaron

impedimentos de tipo estérico que ovitaron lainteracvion ensimatica von el sustrato
(proteina de camaron)

TABILA 6. Desmincralizacion de la barina de cefulotérax de camardn empleando

EDTA disddico bajo diferentes concentraciones molares

MOLARIDAD (M) % DE CENIZAS (1) ]
CONTROL, 25 9R cren :

0.1 o3y TR }
0.2% 211y 0
.50 + =] CESUEDE
0.75 &0 o e e
s e
1. A

| SE—

(1) Promedio doe tres determnaciones
En la tabla 6 se puede constatar que las menores cantidades de cenizas son obtenidas en las
concentraciones de 1.0 y 0.75 M. sin embargo. se decidié trabajar con la concentriucion de
0.5M, al no obscrvarse una disminucion importante a niveles mayores de 0.50 M y debido a
que a concentraciones superiores a esta se lHega a la sobresatumcion de EDTA en agua.
originandose 1a precipitacion de la sal, creandose complicaciones técnicas,
4.3 Comparacion de la cantidad de aminoicidos tanto de Iix harina cntera y
desmincralizada como de las carotenoproteinas
En la tabla 7 sc¢ presenta el contenido de aminodcidos de la harina entera, harina

desmineralizada previamente con EDTA 0.5M, carotenoproteinas y el Patron FAO'73

como factor comparativo. En todas las mucstras se observa que la harina de camarén y las
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carotenoproteinas pascen un buen perfil de aminoadcidos esenciales, comparados con ¢l
patrén, lo cual concuerda con lu reportado por Simpson ¥ Haard (1985). Fn todos los casos
<l aminoacido que se observa en menor proporcion es el riptofano. I'sto se debe a la alia
sensibilidad del mismo ante Lo hidrohisas acida empleada al ser sometidas las muestras para
su determinucion por cromatogratia de liquidos de alta resolucidn (CLAR). Cabe mencionar
gue como no se determino cisteing v ¢l triptofano s¢ pierde en la hidrdlisis acida de las
muestras, ne os posible determunar 1o califieacion quimics real de las muestras; sin
embargo, se puede realizar una comparacion con los aminoacidos esenciales observando
que en ambas haninas se encuentritn todos » alpunos de ellos en una mayor proporcion que

el patrén de la FAO.

Tabla 7 Aminograma de harinas de cefalotérax de camuron (enters v

desmineralizada) v carotenoproteinas
AMINOACIDO | HARINA HARINA | CAROTENOPROTEINAS | PATRON
FNTERA ESMINERALIZADA + FAOQ *73
Ac. aspartico ! CRL) 10 63 i 1% 08 1
Ac. glutamico | 15 5% 12 76 ! I8 K7 T
Scrins 1 571 1367 6 13
Histidina ! 258 2 B4 231
Glicina 1 673 162 672
Arginina | 728 1 6 66 6 98
{_ " Alaninna T 563 1 <sq 1 S 80
[ Treonina i £.08 9.17 554 4.00
Tatal de i .35 0.59 0.86 EX3]
Azufrados |
Valina i 5.33 3.24 6.70 ] 4.96
Total de 9.7 12.2% 6.18 6.08
Aromaticos J
Isoleucina 4.55 £.06 .88 4.00 b
Leucina 824 9,76 539 7.04 ]
Lisina 6.96 S.80 %07 43 |
Triptofano 1 0.4%5 0.29 038 096 |
Untdad de andlisis de aminoactdos y HPLC Inttituto Jde Imvestigaciones Hiomedicay

valores reportados g aa 100 g de proteing

Aminodcidos indipensables en negrirar
Aminodcidax Aromdticas (Tirasina=Ferulalaninay Aminodcidor Azufradosr Mettoning~Cisteinags

12 parina desmineralizada previamente utilizando EDTA 05 A
 Carotenoprotetnas previa liofilizacion
Y No se determind Cisteina
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4.4 Experimentos de hidrélisis con Proteasa alcalina 3000 en cascinn

La hidrolisis de la cascina se levd a cabo como estindar para deteninar ¢l
comportamicnto enzimatico Jde ta proteasa alcaling PA-3000 sobre un sustrato conogcido,
caseina Sigma (99%6 de purera), ademds de ser ensayos que permitieron la familiarizacion
con la técnica. Durante la hidrolisis que se efectud en cascing se mantusicron constantes fos
valores de pH - 9.5, Temperatura S07C, ambas valores reportados en bhteratura por
Escobedo (1994) y corrobarados en las especiticaciones del tabricante. La concentrucion

del sustrato que se manejo tuec de 2%, La actividad detectada en cascina tue de R7.37 U]

de protefna.

4.5 Experimentos de hidrélisis con Proteasa alcalina 3000 c¢n harina de cefalotorax de
camarén

Una vez conociendo la actividad enzimatics que o enzima presenta con {a cascina, se

procedié a emplear la harina de cefalotdvrax de camaron, previa desmineralizacion, como

la proteasa PA-3000 frente a la harina desmincralizada en una relacion 'S 1% Bsta fue de
20.33 U/g de proteina (Tabla 8. Grafico 1) Durante ia hidrédlisis se mantuvieron constantes
los valores de pti- 9.5, Temperatura -50VC. y la concentrucion de sustrato se aumenté del
2% al 326 con respecto a la hidrélisis de caseina.

Tabla 8 Dcterminacién de la actividad dc la enzima ’A-2000 con la harina de

cefalotérax de camarén (E/S=1%)

Actividad mp P.S/ml. (1) D.S
0 4 980 ot e
1 6. 574 T C RS
2 10.742 =P
3 11.027 s Tt
< 12.356 o aa
b 13467 nt e

(1) Los valores son el promedio de cuatre actones expur sles

P. S =Proteina soludble
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Grifico 1. Determinacién de Ia actividad enzimitica en harina desmincralizada de

cefulotérax de camardon con una relacion F/S= 1%, (20.33 U/g de proteina)

ACTIVIDAD ENZIM ATICA EN HARINA DE
CEFALOTORAX DE CAMARON AL 1%%E/S

- 21 40
“hos “irem
.t aed
g (=1
o
4 s

Una vez conocida la actividad que la proteasa presenté en la harina de cefalotérax de
camarén (20.33 U/g proteina), se procediéd a4 realizar la protedlisis durante tres horas de
reaceion para conocer el tiemipo en que la enzima libers la maxima cantidad de proteina
soluble por mililitro. En la tabla 9 (Grafico 2) sc pucde apreciar Que la mdxima cantidad de

proicina soluble se obtiene a Jos 120 minutos de reaccion.

Tabla 9. Hidrélisis de harina de cefalotérax de camarén con una relacién E/S del' 1 %
(20.33 U/g protcina)

Adicionando Enzima Sin Adicionar
TIEMPO (min) me B S DS me P, S D.S
i) 4.53. CECED G0 T8
3 14,367 CERELE) 00 Lk
10 17.24 a21760 ou T
20 50.91 c 0098 TH63 0 240
40 37 095 = 2 0964 2023 0141
60 _ 26,471 @t 238 623 oz 000%
120 "33.068 = r OGRS 306K CEXITE
50 620 o+ 0868 4050 oz 0017

(1) Los valores sun ol promedio de cudtro determinaciones experimentales
PS =Proteina soluble
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Grifico 2, Curva de hidrélisis enzimatica de harina de cefalotérax de camaron con

unu relacion del 1% E/S, (20.33 U/g prot.)

Curva de hidrolisis enzimatica de hannua de cefalotorax de camaron

35 .2 a%0
o7
30 .t ez ot e
-~ - X " -;
£ ;0 s ows ik ‘—'?y" Hhded e
w . ma .2 06
a. 15 } owa
on
E 01 0
S o vt 0200 ore
Ce
o] 5 10 20 a0 60 120 180

Tiemmpo (min)

Para conocer los  resultados que se obtendrian con la hidrélisis al aumentar 6 disminuir la

concentracion de enzima ¥y de esta forma evitar una protedlisis ineficiente, sc propusieron

los siguientes intervalos de relacion 'S sobre 1o cantidad del 126, 2033Ug de
proteina manciada anteriormente (0.33%5 v 3% currespondientes a 6 69 U g de proteina. »
61.017 U/g de proteina respectivamente). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla

10 y en el grafico 3.

Tabla 10. Comparaciéon entre el grado de hidrélisis de la proteasa PA-3000 frente a ta
barina de cefalotérax de camarén empleando diferentes unidades de actividad
enzimitica (6.69, 20.33, y 61.01 U/g prot): los valores estin reportados cn mg de

proteina soluble / mL al cabo de 3 h de reaccion.
INIDADFS'z enzima 669 2n 3y aLol
TIEMPO (mind me P Sunll ot me P /ml = me P Siml a
Q 0 3R  opes FIE) O s % A pso 010~
5 = DR [1E i) 14 36T 1944 13 HEe 0394
10 917 0603 12230 L o660, 1978 1623
20 10870 0 Sed 20 613 0 Q98 2612 NS
0 19 462 0 706 J0us 0 96 2% tn [TIRGY
Y] 23220 1 %98 6471 2350 =81 05
120 26 708 AR3CN 3064 O 6RY 3124 0 0%
1 28 300, 1037 9 H0 0 RAHK 1y o7 03)

Nota: Los datos reporiadas san of promedia de cuatro determinaciones caperimentales. para el
andlisis de varianza se mancyaron ol tral de las salores (Anexo 22
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Grifico 3. Curvas de hidroélisis de ta harina de cefnlotérax de cumarén con la enzimua
PA-3000 empleando difcrentes uniduades de actividad enzimatica ( 6.69, 20,33, y 61.01
U/g proteina) los valores se reportan co myz de proteina soluhle / mL al cabo de 3 h de

resccion

Hidrolisis de cefalotorax de camaran con PA-3000 en
diferuntes cancentiaciones enzimaticas

35
B 4
35 M"
20 o 033%.6.59 Usg de prot
15 =100%, 2033U/g de prot
1 f“' +300%u,61.10 U'g de pret
}
o
l o 20 40 60 80 100 120 140 160 ISOJ

4.6 Analisis de varianza entre las concentraciones de F/S probadas

Una vez conocida la concentracion de proteina soluble liberada en las tres condiciones antes
mencionadas se llevd a cabo un analisis de varisanza (Tabta 11) entre las tres relaciones

enzimaticas con grados de significancia = 0.05 y = 0.01.

Tabla 11. Anélisis de varianza entre 0.33, 1.0,y 3.0% F/S

TRATAMIENTOS_ | G ' S.C. | C ™M, Fexn | =008 g=001
A-RB I 2 L RO406 | 40203 1 4497 i 3004 3 B
R |93 18313911 R9.39 | {
TOTAL i o5 19117971 i !
Donde: A= Relacion E5 (033, 1.0, 3.0%

B= Concentracion de proteina soluble iberada
Adcmas se llevo a cabo Ia prucha de Duncan con a =0.05 y a= 0.01 de donde sc observa:
a=0.05

B= 2093 C=22.14
a=0.01

A= 15506 B=20.93
B=20.93 C=221a
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I.o que significa que es indistinto trabajar con una relucion E/S del 1.0 6 3.0%5 para obtener
1.0%%

Ia maxima cantidad de proteina soluble, por lo cual se decide fijar Ia relacion E/S
para todos las cnsayos posteriores, descartdndose la relacidn 0.33%4 por presentur valores

1 soluble hberada.

relativamente bajos de prote

4.7 Determinacion de pigmentos carotenoides totales en harinay de cefalotérax de
camarén (cntera y desminceralizada) y en carotenoproteinss
La cantdad de curotenoides totales se deternunuaron tanto en las haninas de cetalotorax de

camaran (harina entera v previamente desmineralizada con EDTA 0.5 M) como en las

obtenidas durante cuatro antervalos de tiempo (10, 60, 120 vy 180

carotenoproteinas
minutos).
sriafico 4. Curva patrén de astaxantina ¢n hexano
Curva patron de astaxantina en hexano
_ 04
[ 0.351
~ 03
= 0.25
-g 0.2 -
0.15 -
£ a1l -
g o0.c5 f-/
1]
0 50 100 150 200 250 300 350 460
C acidn (micregr )]
die 0.008575, ord. fa al origen = 0.0044, ra(ﬂr/(ru‘r de correlacidn=0.995&
e m. fales )

Donde : p

Lo curva patron fue elaborada de acuerdo con lo extablecido en fa
La determinacién de los pigmentos se llevo a cabo por medio de dos métodos; en ¢l primero
se interpolaron los valores de absorbancia obtenidos de lus muestras en la curva patron de

astaxantina ¥ ¢n cl segundo de acuerdo a la ecuzcion propuesta por Britton, en Velazquez
(1995). Es posible observar en la tabla 12 un aumemo notable entre los valores de
concentracién obtenidos por ¢l método propuesto por Britton con respecto al método de
interpolacién en la curva pauén de astaxantina. Cabe sefalar que ¢! método propucesto por

Britton es una ccuacién semiempirica establecida para determinar astaxantina de origen



imacion sobrestimada de 1o cantidad de pigrmentos

microbiano (levaduras), dando una apro
totales referidos como astaxantina, $in embargo, no se quiso omitir el resultado de esta

aproximacion parn poder realizar una comparacion entre ambas téemceas. El contenido de
pigmentos totales caleulados por interpolacion Jde la curva paton de astaxanting brinda un
valor mas real del contenido de pigmentoes. Puede obsermvarse rambién un incremento del
11.39%, en el valor de los pigmentos carotenoides obtenidos a partir Jde la harina
desmineralizada con respecto al valor de la harina enterin. Esto se debe & gue en el
momento de eliminar algunos componentes  del cetulotéraxn como son minerales
contenido  de pagmentos. Asimismo,  se

carbohidratos, aumenta proporcionalmente
obscrva que fa coneentracion maxima de prgmentos carotenoides s obtemida en 60 minutos

de hidrélisis, mientras que la mavor cantidad  de protetna soluble hberada se obticne

co 3y Lo anterior demuestra 1a asociacion de

al cabo de 120 minutos de reaccion (Grifl

carotenos con proteinas on el cefudotorax de camaron, aunguce no en relaciones
estequiométricas como se pensaba.  Bsto puede deberse a que al inicio de Ta hidrolisis
enzimatica bhay liberacion de proteing soluble con pigmentos y péptidos asociados a

pigmentos gque pucden ser hidrolizados nuevamente por la enzima hast: que ya no sea
posible su ruptura, lo que determina que con un mayor tiempo de exposicion de la enzima
ante ¢l sustrato, se obtenga una mayor cantidad de protefna » péptidos solubles. Sin
embarpo. se desfavorece ol “efecto protector’” que dichas biomoldéculas presentan ante los

pigmentos, dismmuyendo estos al paso del tiempo. Je ahi que en jos tiempos de 120y 180
stis ¢s una de las

minutos, la cantidad de pigmentos disminuya con respecto a 60 minutos.
desventajas que se pueden observar en el proceso con PA-3000 y se debe principalmente a
la amplia especificidad que la enzima presenta para hidrolizar el enlace peptidico  de

muchos residuos de aminodcidos. Lo antenior concuerda con lo reportado por Simpson vy

Haard (1995).
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Tabla 12. Determinacién dc carotenoides, expresndos en mg de carotenoides totales/g

de muestra

Muestra Método matematicn Ingsrnoelacifn cn la cursa
my pigmento/ i my pigmento/ as
i muecstra £_mucstra
Harina enters 62,82 2,03 . 15,78 043
| Harioa desmincralizada 70,99 0.05 { 17.81 [
Carvtenonroseinas
10 min i 11.85 ! 0,21 5.88 0,55
60 min 7252 i 0.3 17.57 .30
120 min 31,360 ! 0,62 RS .55
180 min 33.75 : 0.3 Y i 070

Datos obteridos Jel promedio de tres determnaciones eaperimentales

Grifico 5. Comparacién de ia cantidad de protcina liberuda contra la cantidad de

pigmentos carotencides totales asocindos, en diferentes tiempos de hidrélisis

Compararion de la cantidad de pigmento asociado a proteina

33

¥

30
25
0
15
10

R

| ] ™ _ ”

0+
0 1C 6 120 180
Tlempe (min)

b

=" Proteina Lbereda

L e Figmenio srocide

En cl grifico 5 sc observa que, a medida que avanza ¢l ataque enzimatice hacia la proteina,
la cantidad de pigmentos desminuye hasta que se obtiene una cantidad baja de pigmento.
Esto puede originarse debido a la ruptura entre fuerzas intermoleculares como son las
fuerzas del tipo de van der Waals v 1as interacciones dipolo-dipolo. o cual ocasiona una

desestabilizacion en ¢l efecto protector cjercido entre proteina- pigmento.
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4.8 ldeantificucién de pigmentos en harina y en carotenaprateinas

Como ya s¢ menciond cn la seccitin de materiales y métodos, se contd con estindares de

astaxantina v f3-carotenn. A continuacion se reportan los valores de Rf, tanto del patron

como de los abtenidos de las muestras de carotenoproteinas, Los valores de Rf reportados

s¢ obtuvicron de correr 1o cromatogratia en capa tina, tanto de los patrones como de las

muestras (Tabla 13)

Tabla 13 ldentificacién de pigmentos carotencides por medio de cromatografia cn

capa finu
Patrén R{ patrén ; Rfmuestra ! Identificacion tentativay
_B-caroteno 0.34 0.34 3-caroteno
.37 Astaceno
Astazantina 0.1 041 Astaxanting
0.63 Fster de astaxanting

Al cormrer la cromatogratia de las muestras tuc posible observar la presencia de dos manchas
referentes a los pigmentos. dos de ellos corrieron paralelamente con los patrones, en tanto
que los otros dos se sospecha que pueden ser astaceno (forma oxidada de la astaxantina) o

algunaisy de das furinas isOmcias de ia aslasantina

4.9 Estimacion de Ia vida media de las carotenoproteinas

Para corroborar lu mayvor estabilidad del pigmento asociade a proteina con respecto a
pigmentos aislados sin proteina, se comparo la vida media de ambos extrayendo el
pigmento como s¢ menciona en la scccion de materiales y métodos, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Britton (1985), en Velazquez (1995). Una vez extraidos éstos. se
determiné la concentracion de carotenoides totales en la mucestras ¥ se almacenaron a
421.0°C para, de esta forma, al transcurrir cuatro semanas (Ues semanas mas el inicio), se

observaran las pérdidas ocasionadas por tener al pigmento aislado (tabla 14),
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En la Tabla 15 s¢ nota yue los pigmentos curotenoides resisten muis los procesos de
oxidacién cuando se encuentrun asociados a proteina, sumentando su estabilidad hasta en
88% con respecto al pigmento aislado. como es posible observar en las carotenoproteinas
aisladas al cabo de 60 minutos de hidrélisis enzimatica con PA-3000, lo que habla de
pigmentos caroienoides altamente estabilizados, sin la necesidad de emplear compuestos
antioxidantes de origen sintético

Tabla 14. Vida media de Jos pigmentos encontrados tanto cn lus carotenoproteinas

como cn los pigmentos aislados al cabo de tres semanas

Condicion Carotenoprotefas Pigmentos mislados de curotenoproteing
Tiempo Inicio 3 semanas 1" semana 2° aemuna 1 3* scmana
(mun) mg as mg ot mg ot mg a I mg C.T. as

C.T. C.T. C.T. C.T.

10 S.BR2 0. 558 5.100 0024 2.260 002 04937 0020 0.730 0010

60* 17.878 0.307 16.250 0 630 8.330 0038 1.692 0.080 0.692 0.012

120" 8.559 057 8310 0.720 3.420 0 030 0.896 : 0023 0.687 0007

180° 8411 0.078% T.990 0.100 0021 0.979 | 0.004 0.797 0003

Donde T - Pigmenias carotenoides ictales, Condicion Carotenoproteings, shienidas en diferenies
tiempos de hidrolists

Tabla 15. Porcentaje de degradacidn de pigmentos carotenoides totales después de

tres semanas con 4°C, protegidos de la luz y expuestos a In atmosferan

Muestrs % Degradacion
Caroenoproteina 107 13.27
Pigmento aislado R7.59
Carotcnonroteina 60° 8
Pigmento aislado 96.06
Carotenoproteina 120° 2.81
Pigmento aisiado 92.05
Carotenoproteina 180° 8.27
Pigmento aislado 90.61
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Denuro de las conclusiones derivadas de  este trabnajo  destacan  las  siguicntes:
*Es factible In obtencion de carotenoproteinas a pantir de harinas de cefulotorux de
camaron previa desmineralizacidon empleando EDTA disodico 0.5 M en agitacién constante

v durante dos horas.

*Las condiciones con lus gque se logra la maxima extraccion de proteing asociada a la
maxima cantidad de pigmento con una confiabilidad del 95%e son: 126 (20.33 U/g prot.) de
“Proteasa alcalina PA-30007. durante 60 minutos a 50 °C y con un pH=9.35 A cstas
condiciones so obtiene un maximo de 26347 mg de P S 'ml. ¥ 17.57 mg dec pigmentos
carotenoides totales - g de carotenoproteina

*Fuc posible la identificacion de por lo menos 2 pigmentos carotenoides entre los cuales se
encuentra lu ustaxuntina ¥ el ff-cuaroteno. sin embargo, quedan por determinarse las
Proporciones ¢n que s¢ cncuentran presentes en las carotenoproteinas.

*La hidrolisis de cefalotdrux de camaron con 2 o mas enzimas proteoliticas podria generar
un mayor rendimiento de carotenoproteinas, sin embargo, se corre el riesgo de obtener
concentraciones menores de pigmentos asociados a una maror cantidad de proteina.

*En ¢l proceso de hidrélisis cnzimatica se genera un subproducto (quitina) susceptible de
scr procesada para la obtencidn de quitosanas

*La degradacion de los pigmentos carotenoides al cabo de tres semanas tué minimo (119
aproximadamente) al compararse con aquellas que no tuvieron efecto protector (96.09256)
por lo que se comprucba el efecto protector que biomoléculas como las proteinas ejercen en

los pigmentos obtenidos.
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*Se observo el efecto “protector™ que establecen las proteinas hacia los pigmentos; sin
embargo. se proponc cfectuar lu prucha de estabilidad de los pigmentos por un periodo mas
prolongado y, en su caso, determinar ln fuctibilidad de agregar agentes antioxidantes.

*Se sugiere un estudio detallado de asimilacion de carolenoproteinas en especies acuicolas
como truchas arcoiris o  salmones. cmpleando  diferentes concentraciones  de
carotenoproteinas para observitr su efecto asimilatorio ¥ comprobar la efectividad de jas
mismas ¢n cucstion de la coloracion impartida ¢n los tejidos de las especies anteriores.
*Dentro de las recomendaciones destaca la necesidad de estudios i vive de la asimilacion
de este pigmento asociada con la proteina_versus ¢l pigmento puro

*Asimismo, una vez corroborada su bondad se deberd hacer un estudio de factibilidad
técnico-cconomica que permita establecer las condiciones mas adecuadas de extraccién al
mads bajo costo ¥ con la mayor calidad del producto, considerando la proteccion ambiental

como punto prioritario.
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ANEXO 1
FUNDAMENTO DE LLOS METODOS EMPLEADOS

Determinaciin de proteina seluble por ¢l método de Low rv-SDS

Método de Peterson (1977)

Preparacién de reactivos
1. Solucién de CTC (Carbonato Jde sudio, tartrato de potasto, sulfato de cobre.SH>O)

10 g NaxCO5'50 ml 1,0 destilada
0.1 g CuSO, 51O » 0.2, tartrato de potasio SOmL HAO destilada.

Sec mezclan ambas soluciones para tener un volumen tinal de 100 ml..

2. NaOHM (Hidréxido de sodio). Solucion 0.8 N.
3. SDS (Sulfato dodcecil de sodio). Solucién al 10%e

A) Solucion CTC-NaOH-SDS
Se merzelan volamenes iguales de las sigutentes soluciones ¥ en ¢! mismo orden: CTC,

NaOIl ¥ SDS. Mezclar voiimences iguales de cada reactiv o momentos antes de realiear In
determinacién, La solucion A se prepara antes de empezar la técnica

B) Reactive FOLIN-CIOCALTEU-FENOL (murcu Sigma)

Preparar una solucion (1:6)

I volumen de reactivo » 3 volumenes de H:O destilada.

Desarrollo:
Preparar una curva estandar con caseina sin vitaminas de 0-100 microgramos por mililitro.

Preparar las muestras problema en un intervalo de 5-100 microgramos de proteina soluble

por mililitro.
Tomar 1 mililitro de Ia solucion problema y agregar con agitacion continua (vortex) I mL

de la solucidn A:
Dejar repasar a temperatura umbicnte durante 10 minutos a lemperatura aumbiente.

Al término de los dicz minutos. agregar a ¢’tubo 0.5 ml. de la solucion B, con agitacion
continua ¥ se deja desarrollar la reaccion durante 30 minutos.

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.



Una vez pasado este tiempo s¢ lee a 750 nanometros, Lo reaccion es estuble hasta los 120
minutos de iniciada ésta, lu concentracion de proteing se caleula por interpolacion en la
curva estindar.
Fundamento:
El color tinal es resultado de - DReanccién de la proteina con ¢l ion cobre en medio alcalino
¥ 2) Reduccion del reactivo fostomolibdenofostotungsieno (Folin-Crocalicu-Fenol) por la

tirosina v ¢l triptofano presentes on la proteina ratada

Dcterminucion de % de nitrogeno por ¢l método macro-kjeldahl. (A O A C, 1980)

Reactivos:

1. CuS0Q,.5H: 0 S HCL OIN Znen polvo.

2. K80, S.NaOH OIN Rojo de metilo 0.1%
3. H: SO  conc G, NaOH 507%

Método:

Introducir al matraz Kjcldahl de 800 mL. 0.5g de muestra envuelia en un papel blanco

ar 15 nl de dcido

defgado, mas 0 3 ¢ de sulfato de cobre v 5 ¢ de sulfato de potasio. Agre
sulfurico concentrado v realizir la digestuon en ¢ aparato Kjeldahl hasta la total destruccion
de la materia orpanica.

Dejar enfriar » diluir la muestra con 350 ml. de agua destilada.

Afadir 30 mL de solucion de hdroxido de sodio al 5309, entriada en hiclo y 0.2 g de zinc en
polvo.

Conectar el matraz a la rampa de Kjeldah! gue va unida al refrigerante.

Destilar sobre 30 ml. de acido clorhidrico 0.1N adicionados de 5§ gotas de indicador rojo de
metilo al 0.1% e¢n alcohol. Cuando se alcance un volumen de 250 mL. suspender la
destilacién.

Titular el exceso de acido con una solucion valorada de hidroxido de sodio 0.1N hasta vire
amarillo de! indicador.

Es necesario preparar un blanco que contenga un papel como en ¢! que se cnvolvié la
muestra problema, siguiendo ¢l procedimicnto mencionado, de manera que s¢ pucda

descontar en los calculos ¢l nitrégeno presente en &1
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Fundamento;
La proteina, junto con toda la demas materia organica se oxida por el dcido sulfitrico: ¢l

nitrogeno quec se encucntra ¢n forma uranica se fija como sulfato de amonio.
Al reaccionar esta sal con una base tuerte se desprende amoniaco, que es recibido en un

volumen conocido de dcido valorado
Titulando el acido no neutralizado se caleula la cantidaud de wmoniaco desprendido y asi, la

cantidad de nitrogeno cn i muestra.
El %o de nitrogeno se multiplica por el fuctor correspondicnte a ia muestra analizada v de

esa mancra se conoce su 2o de protcina
Determinacién de humedad (A O A C, 1980)

Método de secado en la estufa
afiltro de aluminio con tapa, el cual ha sido previamente pesado

Pesar 2 g de harina cn pe
después de secarlo 2 horas a 130°C. Secar s muestra una hora o 130°C con la ventilacion
ador ¥y pesar tan pronto como se equilibre

abijerta. Retirar de la estufa, dejar enfriar en dese

con la temperatura ambicnte.
Calcular el porcentaje de humedad reportandolo como pérdida de peso por secado a 130°C.

% dv humedad = {& m1°°

Donde:
A=peso del pesatiltro + muestra humeda

B=peso del pesafiltro + muestra secada en estufa

m=pecso de la muestra en gramos

Determinacion de cenizas (A O A C, 1980)
Pesar con precisian 3g de harina en una cdpsula de porcelana previamente pesada después
de haber sido calcinada 2 horas a 600, °C. Calcinar la muestra carbonizéndola primero con
mechero en una campana de extraccién, hasta que ya no salga humo. Meter a la mufla,
cuidando que la tempcratura no pase de 550°C para evitar la volatilizacién dc los cloruros.

Suspender el calentumiento cuando las cenizas estén blancas o grises (si s¢ observan puntos
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negros, humedecerias con unas gotas de agua destitada, secar en fa estuta 1 130 °C y volver

a calcinar) Enfriar en desccador y pesar. El porcentaje de cenizas se calcula con la férmula:

*% de cenizas= {A:-B) x 100 :‘ 100

Dondec:
A= pcso de la capsula v cenizas
B=peso de la capsula vacia
m™ peso de la muestra en gramos
Determinucion de grasa cruda (A O A C, 1980)
Método de Goldfish

Poner a pe

constante un vaso del aparato de extraccion Goldfish con 2 o 3 perlas de
vidrio. En un cartucho del aparato de extraccion Goldfish, colocar 2 g de muestra seca, yva
que aungue el éter penctra lentamente en los tejidos cuando estan secos, lo hacen aan mas
lentamente cuando estin humedos. Colocar el cartucho en el aparato de extruccion »
aproximaduamente 60 a 80 ml. de éter ctilico en el vaso. Realizar la extraccion durante 4 a 6
horas hasta que por medio de una prucba con papel filiro se conozea ¢l final de la
extraccion. Retirar ¢} cartucho » reemplarzarlo por un tubo para recuperar la mayor pane de
éter hasta que cl contenido del vaso este casi vacio. Terminar de llevar a sequedad en una
estufa con vacio a 70-80°C, hasta que ¢l peso del vaso con la grasa no varie mas de 5 mg.
La concentraciéon de lipidos se calcula por diferencia de pesos y los resultados se expresan

cn lipidos por 100 g de material.

Determinucién de fibra cruda (A O A C, 1980)
Sec pesan 2 g de harina desengrasada. se colocan en un vaso de 600 ml.. Afadir | g de
asbesto preparado y 200 ml. de solucion de dcido sulfarico al 1.25 % (0.255N) hirviente.
Calentar de inmediato (debe empezar a ebullir antes de un minuto). durante 30 min rotando
¢l vaso de vez en cuando para incorporar las particulas que se adhieren a las paredes. Filtrar

a través de papel seda especial utilizando vacio y luvar con agua destilade caliente hasta que
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no se dé reaceion dcida con ruio de metilo, pasar ¢l residuo que quede en el filtro al vaso
digestor ya limpio, usando una espatula y repetit la operucion con una solucidn hirviente de
sosa al 1.25 % (0.313N). Después de reflujar 30 minutos se filtra sobre e) mismo papet
seda, se lava con 25 mil. de acido sulfarica al 1.25 74 hirviente » con agua Jdestilada caliente
hasta que cl tiltrado no dé reaccion alealing al rojo de metilo

Pasar cuantitativamente ¢l residuo a4 un vaso de precipitados lavando con agua destilada v
filtrar sobre un crisol Gooch que lleva una delgada capa de asbesto » que ha sido calcinado
durante y hora a 600°C. Llevar a la mufla y caleinar 4 600°C duruante 30 minutos. Enfriar v
pesar. Determinar el blanco, tratando 1 g de asbesto preparado, con dcido s con alealt en la
misma forma en que se procedio para la muestra. Bl contenido de tibra se caleula con la

siguiente tormula:

% de fibra cruda = (A-B :‘ 100

Dondec:

A= pcso 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 determinacion del btanco

m= peso de la muestra en gramos
TECNICA DE HIDROLISIS PARA LA DETERMINACION DE AMINOACIDOS

a)Preparacion de la muestra

La muestra para el analisis de aminodcidos debe estar completamente seca, homogénea v
con el menor contenido posible de grasa, sales pigmentos y carbohidratos.

b)Aminoicidos totales

Se pesan de 2 a 3 mg de muestra, se adicionan 200 ml. de HCL 6N por cada mg de
muestra. Se burbujea nitrégeno.

Se sellan los tubos a una presién menor de 25 mititorr.
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Se dejan los tubos (umpollctas). & 1 10°C durante 20 h.
Después de este tiempo, se abren las ampolletas ¥ se evapora ¢l HCL en un condensador de

vacfo.
Una vez secas las muestras, se guardan ¢n congelacion a -4°C, sclladas con paratina hasua el
momento del analisis,

c)Triptofano
adicionpan 100 ml. de HCIL 4N de dcido

2 3 mg de muestra; se

Sc pesan de 2 a
metanosultonico. conteniendo 0.2% de 5+2 aminoctilindol HCL
Se sellan los tubos a una presion menor de 25 militorr

Se dejan los tebos a 110°C durante 22 h.
Transcurridoe este tempo se dejan entriars los tubaos y se guardan en congelador a -4°C hasta

el andlisis.

d)Andlisis de aminosicidos
Las muestras preparadas que se cncuentrian en congelacion se secan, se disuclven en agua y

s¢ hace una dilucion 1:10 (¢n caso de triptofano s¢ abren Jas ampolletas v se mide el
volumen total en que cstan disucitas » se hace 1a dilucién).

Se filtran por membrana de 0.22m de porosidad para climinar particulas.
Se toman 50 ml. de la muestras, se adicionan 500 ml. de reactivo de OPA v despuds de 120

s se inyecta,

Para aminodcidos totales
Solucién A: Solucion de acetato de sodio 50 mN1, pH 6.8

Solucién B: Mctanol 100%

Flujo: 1.5 ml.-min.
Columna: Ultrasphere XI1. ODS. 7 cm de longitud, 4.5 mm dc didmetro, 3m tamafo dec

particula.
Detector de fluorescencia: RFU. 0.05 filtro dc emisién mayor de 418 nm. filtro de

excitacién 360 nm, loop 5 mlL.
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Gradicnte de aminodacidos totales y triptofano

Tiempo |% B | Duracién
[¢) 15

b 228 13

15 35 10 1
35 70 is

El sistema se equilibra en 10 %6 de B.
Para triptofano el solvente B es metanol:acetonitrzlo (75:25), con el mismo gradicnte.

Calificaciéon quimica o score quimico (S5.Q.)

S.0.= Relacion del aminpacido esencial en la proteina de prueba x 100
C Relacion del inoacido ial en la pr a de referencia

Fundamento: Es un método quimico que permite evaluar la calidad de una proteina y se
basa en la relacion del aminoécido indispensable que csta en mayor deficiencia en Ia

proteina de estudio, al compararla con la relacién que establece la FAO.
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ANEXO 2

DATOS EXPER

Con ayuda del paquete o

TENTALES

distico Statistices Social Program Science (8 8 P 8) se determino

Ia informacion del andlias de sananza eapuesto on Lo tabls 18 (Scccton de resultados) en

donde se reatizo o comparacion entre la concentracion aptisna Je enzimis contra

de proteinag liberadi (Ver hojias anesas)

Analisis provimal (b, ho)

a cantidad

DETERMINACION VALORES PROMFD( ‘ ns
PROTEINA SN ETRE Az o 1 oo REE]
CENIZAS oK Ino [ TTEG AT 0 0we
FIBRA ('Rl’, 18 KO AT 18 S 1K 85 0408
TTCRASAT TR ERT 3 T T IGR
T CARBOINDRATOS B [BK AR I
HUNMEDAD YT KT Ton T 60 -
TOTAL - h To0.00 T
Vatores de cenizas
CONCENTRACION VALORF. FROMEDIO D~
0. N EERE EERT) 31 R
038 TRz ow 120 0 KL o au
Lt B : ™ s L] : A ¥ L " 5 -a" ‘2 = ; RPPA —“lﬁ:e-
[tAr 3 247 249 253 250 1036
1.0 T o6 BT T30 333 o7
CONTROL 25.34 26.01 26.60 2598 .64




Hidrélisis de caseina 1% (87.47 U/g de prot.)

TIEMPO (min) mg P S./ml PROMEDIO DS j
o 651 6.56 6.62 6 B3 663 0.140 i
([} 18.032 18 3906 18306 18.603 18.35 0237 ?’
20 l 18.348 19.282 19,490 19.438 19 16 , 03RS |
40 192350 19 334 19 698 19.750 19.50 | 0.259
60 ""f 11627 Tt o2 | 11883 12 134 ITRIE i 0239
120 l Q056 9 92% I 10,066 ,' 11183 1028 j 0533 ‘g
180 ) 10372 10300 l Toazs l 11310 I i06iy J 0.460 J
Actividud enzimitica de la caseina E/S = 1% (87.47 U /g de prot.)
TIEMPO (min) mg P. S. /mL PROMEDIO DS
0 6 088 l 6 636 o 584 6 260 6709 0.135
1 o:m‘[ Tz 6203 6980 13 283 0635 f
2 IIREEIE] Lu_cm 14 696 15210 15.004 0Qig 7
3 7 xsx:w‘l 15318 15428 15528 15526 oola ?
4 ] 17333 " 1% 00 J 1812 j 1813 l 170889 0 03¢ j

Actividad enzimitica del cefalotérax de camaron E/S

= 1% (20.33U/g prot)

TIEMPO (min) mg P. S. /mL PROMEDIO DS J
o 4916 i S 072 8324 5636 4 9BS 0677 i
1 | 5840 5.848 7306 7302 6573 0.832
2 [’ 9700 11.780 11788 57700 | 10,742 T 1203
3 i 10730 I 10.636 11,992 10 730 l 11.027 6635
4 12.718 1712,7:: l 11 988 11.996 f 12 3% 0420
r s i 15 K18 [ 11.783 ] 14.281 15652 i 14367 1680
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Hidrdlisis de cefulotérax de camarén E/S = 19 (20.33U/g prot)

TIEMEPQ (mig) me s 1 PROMEDIO s 5.3
o 1072 ERTTY EIETTY 5324 4.538 0.528
s 15 848 11 784 14 284 15 052 14367 Vo
10 15.220 14,908 T8 03K 18482 17 240 1 760
20 20 80O 20942 20984 - Jo912 G 0983
10 21630 21 788 22203 RENEYFTY 22008 0.964
o0 24 183 25100 27.100 30 200 26471 0233
120 32208 32832 33 56a 13 068 13 068 0.683
180 28 450 29500 U228 30332 29629 i 0.865
Hidrélisis de cefalotérux de camardn F/S = 0.33 %% (6.69 U/g prot)
TLEMPO (min) mi kS, ml, | EROMEDIO DS
] 0321 0.321 (.432 Q732 i 0 358 0.052
< a2 438 508 S 66 S 0K% 0678
10 842 EEE CIES 956 % 942 0.603
20 10 39 10.38 1131 1147 10 RTS O S64
40 19.01 16.02 1032 2055 19 362 0.7064
60 21.0006 23 025 23120 25692 ! 23228 Q. 892
120 25 881 26 720 27.028 2722 26 708 0590
180 28,0458 28 896 30.105 J‘ 30.20 293 1.037
Hidrdlisis de ccfalotérax de cumardn E/S = 3.0% (61.017 U/g prot)
Tiempo (min} Valoresenm g P. S, /mi.- Promedio DS
o 2908 3 000 3138 31306 3.0s5¢ 0107
s 136106 13923 13 Q2% 13080 13886 0194
10 18 624 18937 22168 13.3906 19.78 1623
20 22 300 22632 22608 22.808 22612 0.1e7
40 25.096 25.328 25,484 25.560 25367 0.204
60 27 564 28412 28.561 28.720 28218 0.516
120 31200 31.352 ap.222 31.218 31.248 0.069
180 32930 33334 33.036 32572 32073 0318




Determinacién de pigmentos para diferentes ticmpos de

hidrélisis enzimstica E/S= 1% (20.33 U/g prot)

TIEMPO (min)

myg de pigmentos carotenoides/ g PROMEDIOY 0Ds
carctenoprotcinas
1o 6.546 X782 S.437 5.955 0.55%
60 16.903 17,578 17.208 17.249 0.307
120 K097 B.H%O 11,472 2.676 1.887
180 B.470 K411 8324 8,400 0.073
Carotenoides totales en harina entera y desmincralizada
MUESTRAS DE HARINAS mg de pigmentos carotenocides gr de harina TOTAL
Harina desmineralizada 17 Q08 17 687 17 835 17 813
Harina entera 15 798 15923 15 630 15.787




TATLE  FROTEINA SOLUDLE EN TCA TRES REL E. 3
SUBTITLE 'PROUTEASA ALCALINA PA 3000 .

DATA LI3T FIXLCD /V1 1 V2 3 V3 5 V4 7-11.
FORMATS v« (F3, 2.

DISFLAY .
Page 8% PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/2 11/13/96
PROTEASA ALCALINA PAa 3Co00
vi - « No iabmei =
v - * No label -«
v3 - - Nc label -
Wad - “ No labe, -
WARIABLE LABELS V1 "RELACICN E/S-
Va3 NTRACION EN mg.ml LE FRCTEINA SQLUBLE EN TCA®
VALUE LABELS Vi 1 1% 3 3w s
v2 o1 TS o TiU 4 "T20° 5 "T40 & ‘T80 7 *T120°
3
written to the uncomprease3 active file.
completed at 13:43:495
11719798

SOLUBLE
A PA 3000

RELACICN E/S

TIEMPO

REPETICICNES

CONCENTRACICN EN mgsm} DE PROTEINA SOLUB

[

A SOLUBLE EN TCA TRES RE
PA 3000

PROTE
ALCALINA

Vi vo ova vV

15500 N L Wt
WOOCh LWty

11 B b e b be b bt b be o bt o e e pa
WL 0L
Qootw

WO O0VCOOQULALL

OO Lt
Ja= b e
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Page 22 PROTEINA SOLUBLE EN TIA TRES REL £-/S 13719796
1 FROTEASA ALCALINA PA 3000

w
<
4

vy

-

uunnnnmmmmuuqummmau ﬁ
mu&uNn&UNw&uhkLuth

N

]

=3

&

NRBM NG 0 e e e

11.78
o PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S
PROTEASA ALCALINA FA 23000

vi v2 v3 v

3z2.20
PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 11719796
PROTEASA ALCALINA PA 3000

WLLWNNNNNN G
L -1 T- Y NI
LuNrAUNRALY

w

o

N

N



3 2 3 13.61

3 2 2 13.92

3 2 3 13.92

3 2 <4 14.08

3 3 1 18.62

3 3 2 18.93

3 3 3 22.16

3 3 4 1%.39
Page 35 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/ 11/19/96
PROTEASA ALCALINA FPA 3000

v1i v2 v3 va

3 3 1 22.40

3 4 2 22.40

3 4 3 22.63

3 4 4 22.70

3 5 1 25.09

3 3 2 25.32

3 5 3 2 48

3 5 a2 56

3 6 1 27.56

3 6 2 28.41

3 6 3 28.56

3 & 4 28.72

3 7 1 31.20

3 7 2 31.35

3 7 3 31.22

3 7 4 31.2

3 a 1 2.9

3 8 2 33.24

3 8 3 33.03

Page 96 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 11719796
PROTEASA ALCALINA PA 2000

Vi vz V3 va

3 8 4 32.57
Number of cases read = 96 Number of cases listsd = 96
Page 97 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S
PROTEASA ALCALINA PA 3000
This procedure was combleted at 13:44:17

\' IABLES va RY V1 (1.3)/RANGES DUNCAN (0.05)/RANGES

éﬁggi 0. 011/ STATISTICS ALL ]

Page 98 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 11719796
PROTEASA ALCALINA PA 3000

- e m - — %~ - - - CONEWAY - — = = = —« = =
Varaiable va

CONCENTRACION EN mg/ml. DE PROTEINA SQOLUB
By Variablas V1 RELACION E/S

Analysais of Variance

Sum of Mean

F
Source o.r. Squares Squaren Rrat@d



BDetwaen Groups - EIRE I VIO 252,301 4.49971

within Grcups 33 8313.9154 89.3%70
Total
Page 99 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TREe REL E/S 11719796
PRUTEASA ALCALINA PA 3000
s e e 4 - - = = - “ONECWAY — = = = = = = e = =
Standard Standara
Group Count Mean Deviation Error 5 Pct Conf Int for Mean
Gre 1 2 15.5063 10.1335 1.7914 11.85%27 To 19.1558
Gro 2 32 20.98238 8.7504 1. 5463 i7.8289 To 24.1386
Grp 3 32 22.1422 3.4304 1.6671 18.7422 To 25,5422
Total 96 19.5441 3.796% -9999 17.5590 To 21 -
Fixed Effects Mode| 5.4550 .$650 17.6278 To a1 .50U
Random Effects Model <.0464 10.7390 To 28.3492
Random Effects Model - Es:ama:e of Between Component Varaance 9.7698
Page 100 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 11/719/96
PROTEASA ALCALINA PA 3000
Group Minimum Maximum
Grp 1 .3200 30.2000
Grp 2 4.07C0 33.6600
Grp 3 2.9000 33.3400
Total .3200 33.6600
Tests for Homogeneity of Yariances
Cochrans C = Max. VariancesSum{(Variances) - .3829. P - .696 (Approx.?
Bartlett—Box F = .328 ., P - 720
Maximum Var:ance Vs Hxnxmum Variance 1.341
Page 101 PROTEINA SOLUBLL EN TCA TRES REL E/S 11/19.
PROTEASA ALCALINA FA 3000
-~ —m == - - =« m “ONEWAY ~ - = == = =~ = = =~
Variable va CONCENTRACION EN mg/ml DE PROTEINA SOLUB
By Variable vi RELACION E/S
Multiple Range Test
Duncan Procedure
Ranges for the .0SC level -~
2.81 2.96
The ranges above are table range=. 66

Ths valiue actually compared with Mean(J)-MeantI) 1=, .
6.6857 ¢ Range « Sgrt(l/Ncl) + 1/N(Jd)r»



I
t*; Denotes pairs or groups significantly difrferent at the

11719796

PROTEINA SOLUBLE EN

TCA TRES REL E/S

Page 102
PROTEASA ALCALINA PA 3000
G G G
rrr
® PP
Mean Group 123
15.5063 Grp 1
20.3838 Grp 2 -
22.1422 Grp 3 -

Homogencoous Subsets {Subsets of groups. whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
significant range for a subset of that size)

SUBSET 1}

11.

PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/3

Page 103
PROTEASA ALCALINA PA 3000

SUBSET 2
Group Gr
Mean 20

Page 104 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S3 11719796

PROTEASA ALCALINA PA 3000

e e = - = e e = m—ONEWAY ~ -~ = = = = — =

ONCENTRACION EN marsml DE FROTEINA SOLUB

Variable V4 (=
RELACION E/S

By Variable V1
Multiple Range Test

Duncan Procedure
Ranges for the -010 level -

3.72 3.88

The ranges above are table ranges.
The values actually compared with Mean(J)-Mean(I} is..
6.6857 * Range * SqQrt{(l/N(I) + 1/N(J))

({*) Denotes pairs of groups significantly Qifferent at the .010 level
_——— 67
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FHULEADSA ALUALINA FPA J00QU

S G G
rror
o 0D
Mean Group 123
15.5063 Gro 1
20.9838 Grp 2
22.1422 Grp 3
Homogeneous Subsoets (Subseta of groups. whose highest and lowest means
do not differ by more than the shortest
signifacant range for a subpeéet of that size)
SUBSET 1
Group Grp 1 Grp
Mean 1 5063 20.9838
Page 106 PROTEINA SOLUBLE EN TCA TRES REL E/S 11/1y

PROTEASA ALCALINA PA 3000
SUBSET 2

Group Grp 2 Grp 3
Mean 20.9838 22.1422




ANEXO 3
DATOS PRELIMINARES COMPARATIVOS DE EFICIENCIA DE SEPARACION
(RENDIMIENTO DE COMPLEJO CAROTENOPROTEINA CON RESPECTO A
HARINA DE CEFALOTORAX DE CAMARON)

Rendimiento a partir de 1 hg de cetalotorux tresco de camardn. (Los equipos utilizados se

deseriben en la seccion de materiales y métodos, Sec. 3

CONSUMOS PERDIDAS
OPERACION POR PROCESO
Lavado CABEZA FRESCA DFE
5000 ml de agua pouble ~ CEFALOTORAX DE CAMARON 2,600 mL agua
1000¢ esidual a tratamiento
1300 g
(cabesa fresca « apua del lavado)
11196.48KkW/2436 h ——— " "*_SECADO wm —romeee JORT7 g de agua
evaporada

3123 g de cabeza seca
1410W/45min MOLIENDA }wv-——s,s ¢ de harina perdida
0.042mm) en el molino (17.57%6)
258 p de harina molida
971W/15° TAMIZADO }77‘7_.50 g de harina perdida
{malla X" 40) en el tamix (19.37%5)
213 g de hanna tamizada

115W/h 639 mL de solucion _—-@“"F“;;‘(‘;‘K‘;‘ao"‘j
de EDTA 0.5M S

‘ K52 g de harina en suspensién
(639 mL de solucidn + 213 g de
harina tamizada)

69

ESTA TESIS NOo DNOBE
S Bf LA BIBLIBTECA




(T LAVA

3000 mL de agua destilada - AGUA DES I'ILAI)A oo ~»3684 mL de agua a
| N tratamicnto (80 g de
s¢lidos)
168 g de harina lavada y
desmincralizada

867.87 kW72h ‘—"“"‘—‘1 CADO ' T TS0 ml de agua

T evaporados
i

118 g de harina desmineralizada

i
v
HIDROLISIS ENZIMATICA

1150W/h —-—- J“"1299v07 ml. de

had -3000%
(1175.2 ml de buffer de carbonatsy PA T hidrolizido protéico
+ 118 g dc harina desminceralizada + t
5.87 g dc P. A-3000) t1299.07 ml. de Hidrolizado protéica
¥
INACTIVACION EN
45W/3min ——— MICROONDAS “*103.6 minl. de agua

T cvaporada perdida en ¢l
microondas (8%0)

| 1195.14 ml. de Hidrolizado proteico

TRIFUGACION l TTT®776.84 g de preaipitado
a congelamiento
418.3 g de residuo

i
312g de (NH4):804 ————+ PRECIPITACION 703 g (residuo~ (NH 2804

} 15.82g de carotenoproteinas
{ precipitadas

(cE

1266 W/20 min

DIALISIS
{ membrana de
13.000 Da)

2050 mL de agua destilada —2050ml. - (4183 -
15.82 g)=2 48 ml. de

agua de lavados.

14 g de carotenoproteinas (11.55%%
de proteina perdida en la dialisis)

67200 W48 h LLIOFILIZACION —« 50 g de agua
condensada

v
13 g CAROTENOPROTEINAS
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El rendimiento globul es de 1.2% con base en cabezn fresca de camardn (78.7 %

humedad).

Aproximacion del tiempo de proceso y gasto encrizético a nivel lubosratorio.

Operaciéon

Gasto enerpético de los equipos

Ticmpo (horas)
=

Recoleccion de mucstreo

1.avado manual 1
Secado 11.196.48W 24
Molienda 1310W 0.45
Tamizado 971W 0.15
Desmincralizado 115W 1
Lavados con agua destilada 0.5
Secado B67.86 W 2
Hidrolisis enzimadtica 1150W 1
Inactivacion en microondas 75W 0.05
Centrifugacion 1266 W 0.20
Precipitucion v Reposo 6
Didlisis 690W 6
Liofilizacién 67.200W a8
TOTAL 84,931.34W 92.35

De la tabla anteriar se puede mencionar que los costos a nivel laboratorio siempre son mais

elevados que a4 nivel

industrial,

Sin embarpo ya en ¢l proceso se pueden realizar

modificaciones y sustituciones de equipo, como por cjemplo, ¢l proceso de liofilizacién, es

un proceso energéticamente muy elevado. que podria ser sustituido con otro tipo de sccado

mas ccondmico, como lo es ¢l de aspersion a temperaturas moderadas para no dafiar las

caracteristicas del producto.
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