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RESUMEN
Durante el proceso quimico de obtencién de quitina y quitosdn a partir de caparazones de
crusticeos, se generan efluentes que contienen una cantidad importane de materia organica y

en particular, proteina, ya sea que proviene del tejido cAmico o de la matriz del caparazon.

En México no se cuenta con una lecnologia de recuperacion de proteina de los efluentes de
proceso como el de obtencion de quitina por lo que el presente trabajo tiene como objetivo
probar diversas vias de separaciéon de los caparazones del tejido de cabezas de Camarén que
representan principaimente el desecho de esta industria marina, ademas de ia recupermcion y

andlisis de la proteina recuperada de los efluentes.

La metodolopi leada const "enuuubscobeznsdemubnconiddoyloconﬂul

a 3 diferentes concemraciones registrando el tiempo de separacion, asi como el rendimiento de

proteina recuperada.

Los resultados indican Que ia via de tratamiento alcalino al 2% es la mas adecuada teniendo
COMo tiempo promedio de separacion 24 horas; el rendimiento promedio de precipitado
hiumedo es de 24.11 %, y el porcentaje de proteina del mismo es de 35% base seca.




INTRODUCCION

LoS crustéceos tales como el camardn, la langosta, el cangrejo, etc., son una fuente rica en

inodcidos, péptick proteina y otros productos bioquimicos tiles que pueden ser
recuperados para su utilizacién como ingredientes en diversas aplicaciones alimentarias
(Simpson et al; 1998).

La industria camaronera es una de las fuentes tanto de al 3ON (por su valor maricio)
como de contaminacién (por su alta perecibilidad) en México, debido a los grandes vokinmnenes
de captura que la hicieron ocupar en el aho 2000, después de la sarding y el atun, el tercer
lugar dentro de las posquerias de mayor volumen de producciin del peso vivo (95,077

toneladas); de las cuales 79,974 tonelad corr al ¢ i como peso

desembarcado (fieteado, descabezado, eviscerado), esto es, casi o 16% del peso vivo

capturado (15,103 iadas) comespoide a desperdic y partes no comestitles del
camartn que no son debs aprov -sobre todo ia cabeza del camantn- ys que
10S DArcos camaroneros realizan la cap . & b el én, 0 emp y congelan
para sy venta, aunque también se Begue a o , el vOb de desperdicios es afto,

comparado con aquél destinado para consumo. También existe & alemative de retilizer
todos estos desperdicios COMO Matena prma para preparar hannas, pera extraer Quitina

(aunque su produccidn es reciente, y se realice en pocos lugares). Sin b aon en o

proceso de obttencién de quitina, se producen efluentes de desecho Cuyo comenido en

materia ofganica constituye una fuente potencial de comaminacion

El presente trabajo se enfoca en recuperar proteina durame el proceso de oblencidn de
qutina a partic de cabezas de Camaron, que ademsis de NO sef CONsideradas CoOMo de
consumo directo, consttuyen una fuente de contaminacidn Ppor su alka perecitwhoad, ya Que &

gual que todos tos producios del Mar, trenen una cora vida Util, y por su naturaleza, requieren




de refrigeracion y congelacion preferentemente, métodos de conservaciéon de alto costo que

no se consideran rentabies por tratarse de desechos.

La cabeza del camardn representa entre el 35 y 45% del peso del mismo (Fanimo et al.
2000), si tomamos como base la produccion en peso vivo de camardn durante el afo 2000
(95.077 toneiadas), tendriamos entre 33,277 y 42,785 foneisdas solamente de cabezas de
camardn en México (SAGAR, 2000).

El caparazén c Ruye aproximad el 10% del peso tolal de la cabeza de camardn,
fuente de obtencitn de quitina, Que recubre una matriz de tejido orgénico que puede

reutilizarse como posible f de protei pige y minerales; dicha matriz es

sdemas dificit de separar del caparazén por medios fisicos.




JUSTIFICACION

La presente investigacion trata de ar una solucion a la basqueda de f n de
proteina, que en la actualidad consttuye una imponamnte necesidad; asi como a |a
comaminacion por desechos de ia industria y de los eftuentes de la & ria de la

quitina.
Se parte de cabezas de camardn como materia prima, y durante el proceso de oblenciéon de

quitina, se recupera la proteina de los efluentes.

La importancia de la presents investigacion radica en los altos v de s
capturado ©n México y sobre 10d0. de sus desechos, que son de ripids o poSICIOon; y
en la oblencion de quitina y quitosén, que son una dustria p dal, i qQue el

enriquecimiento o el consumo directo de cantidades cada vez mayores de proteina en los
alimentos ya sean de consumo animal 0 humana, es un nicho an ol mercado que NO se llena
fécilmente.

Por todo lo antenor, se decidi6 utitizar como materia prima las cabezas de camarin, cOmo
fuente de quitina y posible proteina, esto es, que en ol proceso de obtencitn de la quitina. y,
sobre t0do, en la separacion del caparazon, exista la posibilidad de aprovechas la matriz de
tejido organico para obtener proteina.

&

De esta manera, se disminuye Ia caga ofg de ofh qQue ) el

ambiente, se obliene Quitina y sus defivados (Quitosdén) y se aprovechan desechos con un fin
productivo

Esta investigacion, también contempia los kmitados recursos con l0s que se cuenta en nuestro
pais para el tratamiento de desechos y efluentes, por elio plantea procesos que pueden
llevarse a cabo con pocos reactivos, a bajas CONceniraciones, en condicones ambilentales y

con escasa 0 nula aphcacion de aparstos mecanicos.




ANTECEDENTES

Panorama mundial: Industria de los crusticeos

Se esti que la industria del p do ali de origen marino genera mas de 3 millones
de t de ch Olich por aflo (Zakaria et al, 1998) -cifra que crece
roporcs i con el de volumen anual de capt . estos desperdicios

comprenden cabezas, i6rax, paias y Caparazones de crustéceos que son desechados una vez
que la porcion comestible ha sido removida. Lo anterior puede constituir hasts un 45% en peso

de los crusticeos (Fanimo et 2l.2000). Estos grandes jes de d hos de b se
han convertido en una gran preocupacién ambiental para los principsies paises productores,
tales como Japdn y los Estados Unidos. Ademas, con un in en ia ac ura de
crustéceos a nivel dial, espociakmente en el de Asia, et problema de la disposicién
de los desechos alcanzeré una creciente urpendia. Los de crustéceas se caracterizan
por su alta perecibilidad, ya que e desperdicio ¢ coloniza ripidamente y pusde transformarse

en riesgo y prejuicio de la salud poblica. Ademas, los desechos Por si MISMOS, Son aktamente
ct k y ¢l método normal de disposicion es la o U2 en la costa. Sin embaengo, con

una preocupecién creciernte acorca de ia comtaminacién de las aguas cosieras, esta prictica se
estd hacdiendo Maés costosa mientras que ias descargas tienen que ser hechas a mayores
distancias de la costa y pueden incluso ser prohibidas por wh (Zahkaria ot 8l, 1998).

Panorama Actual de la industria Camaronera en México

£n México, entre 10s crustaceos de captura, destacan: |a jaiba, la langosta y el camartn; éste
Gtimo se extrae frente a las costas de Campeche y Sinaloa, y se expocrts principsimente a
Estados Unidos. aunque también a Japén, ademas, Ciudad del Carmen, situada en la Isia det

mismo nombre, es uno de 10S PULNos CAMAMNNEIOS MAs imporntantes det pais. (Encarta, 2000).

En el ato 2000, el camardn tue el tercero en peso desembarcado con un total de 79,974

toneladas de las cuales 59.892 fueron Capturadas y/culivadas en el itorat Pacifico y 20,082




comrespondieron al litoral del Golfo y Caribe, esto representd un 7.39% dei volumen iotal de la

produccién pesquera anual en peso vivo(SAGAR, 2000).

El camarén fue el primero en panticipacion en miles de pesos del valor total de la produccion
pesquera del 2000 con 5,247,185 miles de pesos que representd ef 42.94% de la perticipacion
del valor total. Esto hace de ia industria camaronera una de las mas imporianes en cuanto a

volumen y a ingresos para el pais (SAGAR, 2000).

El volumen de captura en peso vivo de camaron fue de 60,310 toneladas en 1990 y Hegd a

95,177 toneladas en ¢ 2000. E! peso desembarcado de camardn aumemo de 48,585

toneladas en 1990 hasta 79,974 en el afio 2000. Estas cifras representan un de mas

det 40% en sélo diez ailos.

Cabe sediaiar, que del vol total de peso desembarcado en ol aflo 2000, esto es 79,974

ladas; 33,003 toneladas comespondieron a cultivo; 22,421 toneladas a esteros y bahias; y
24,460 toneiadas a la captura en atamar (SAGAR, 2000).

Produccion de camarén por acuacultura en México

En las (ftimas décadas, la acuacultura del camardn se ha inc 30 rhph e en

México. En 1985, por ejemplo, la produccion de camandn mexicano total fue de 200 toneladas

y el rendimiento estimado en 1997 fue del ocden de 15 000 toneiad nncipek cultivados

o .

a lo largo de la costa Noroeste. En el afo 2000, 1a participacion de la scuscullura fue del
35.21% del total de la produccion pesquera anual. En otras palabras, de las 95 077 toneiadas
de la produccidon anual pesquera de Camaron, 33,480 toneladas fueron cultivadas (SAGAR
2000)

La expansion del cultivo del camaron en México. Como en otros paises, ha traido preocupacion

acerca de los posibies efectos de los efluentes de la acuscultura en los ecosistemas de ia




costa. Tal preocupacion es particulanmente evidente en 10s estados de Sinaloa, Sonora, Baja
Califomia Sur, y Nayarit (Noroeste de México). en donde ahora existen mas 26 000 hectareas
de estanques camaronefos. Esta expansion, commientemente sin ningin control aparernte, ha
puesto la acuacultura en conflictio con olras actividades tales como las pescaderias

tragicionates, |a agricultura y el turismo (Péez et al, 1999).

Una caracteristica importante en la costa noroeste de México es |a pr ia de

lagunas en la costa. Desde el Rio Colorado en Sonors hasta Sen Blas en Nayarit, existen 35

iagunas. Estos ecosistemas tienen una gran variedad de habitsts que incluyen bosques,

[ glares, zonas p saladas pa. )S |, lag internas de agua duice, salotwe y
sistemnas de agua saiada; todos ellos con gran diversidad biolGgica y una cadena slimenticia
rica y complejan (Flores-Verdugo et al., 1995). Estos ecosistenas constituyen suelos

importantes para la pesca con condiciones favorables pars ta acuacultura. De hecho, las

lagunas proveen de glandes ¢ para fOn post-larvarno en la costa Noroeste de
México. La cantidad de ias tierras bajas consideradas p Aok HSPONd on Mé
para el & o de la Mura del rén han sido estimadas en 335 000 hectéreas y

en la region Noroeste 236 000 hectireas (70.4%) (De la Lanza-Espino, et al, 1993).

La produccién de camardn en Méxs iste principel de r6n blanco Pe

Labls o

varmamei y de Ca Oon azui, A styfrostris y foma lugar casi exclusivamente en
estanques terrestres. El estado de Sinaloa fue el principal productor de camarntn en 1983, con
un area de 93687 hectireas y, en 1997, el drea se incrementd a 19 887 hectireas (Andnimo.

1997). El estado de Sonora también ha mostrado la mi %8 & InC e drea de

cultivo (Garmendia et al, 1996; Paez ot al, 1999).

Actuaimente tos estados de Mé@xico con la mayor participacion en produccion de camantn
siguen siendo Sonora, Sinaloa y. en general los estados del Lroral Pacifico mexicano
(SAGAR, 2000).




D hos de crustaceos

Los desechos de crustaceos conslituyen una rica fuente de muchos producios valiosos, entre

Ellos: quitina, proteinas, pig ( ntina) y co de sabor (Nicol, S.. 1991).

De las diferentes especies de crusidceos, los d hos de cap det on y del

cangrejo han sido los mas ampliamente wtilizados para la obttenciéon de quitine. Por tanto, la
disposicion de los desechos de proceso de la industria de estas especies, ha sido, un reto para

los paises productores de crustéceos. Por lo tano, la elab 30n de prod con un valor

agregado como {a quitina, el Quitosdn y sus derivados y aplicacion de productos en diferentes

campos, es de mucho interés.

La acumulacion de grandes cantidades de desechos de 10s crustéceos se ha convertido en una

ProoK cién en la industria del proc b de sl pr b del mar ya que la
biodegradacitn de este material de desacho es muy lenta. De todo et desperdicio stlido de los

Estados Unid $0-90% corresp a d de pr de austiceos, ol globel anusl
se estima de alrededor de 5.118 *10° (Knor, 1964)

El material quitinoso es un producto de desperdicio de la industria de pr de al de
origen manno, con un estimado de 1.2 * 10 ® tonetadas anuales en Estados Unidos acoesibles

en una base mundial(Muzzareili, 1998).

AUN Cuando la 1asa de desaTolio de la acuacultura del ron ha sito on México,

comao en otros lugares, se ha tendo consideracion acerca de 1os efectos de los eflusntes de los
estanques en los ecosistemas costeros. E] drea dedicada al cultivo de camardn en ia costa
Noroeste de México en sbic 4 atos, se ha incrementado hasta en un 200%; y el manejo de ia

acuacutura del camardn en esta zona, varia de sistemas de cultivo e X

ambos produciendo en una Mmenor 0 Mmayor escala, efluentes incluyendo heces, & rdicios de

alimento y sedimentos. 10s cuales son distribuidos en el ambiente (Paez et af, 1999).




Las pesquerias, el turismo y el cultivo de camarén, dependen en gran medida de la calidad
ambiental, la cual puede verse faciimente afectada por los efluentes municipales, de la

agricuftura, acuacultura e industnia, y debido a que estas actividades y la agricultura son

las industrias mas impornantes que mantienen el desarrolio econémico de la region
costers Noroeste de México, es

pente el jo integral ¢ v (Phez et al, 1999).

Alwrnativas

El proceso de obtencidon de quitina a paitir de desechos de especies como el camardn,

langosta, langostilla, y cangrejo, es ya una altemativa de aprovechami ) de materiab
considerados como de desechoc que ademdé i et i a; pero este mismo
proceso tiene sus desechos, COMo son los efl de desproteinizacion y de separacion del

caparazén de su respectiva matriz de tejido orgénico que representa impurezas pera la
obtencién de quitina, que ademas es dificit de r POr MeNos UnNit mechni

También existe la alomativa de utiizacién de estos desechos pera elaboracion de harinas

para siimento de ganado, pero en ella se utiliza integr el 6n y su nz de

o o

tejido organico.

Por otro lado, durante 1a obtencion de quiting por via Quimica existen vanocs PasOs, COMO

se exphica mas en el pr Capitulo, pero uno de ellos €S la desproteinizacion,
que produce efluentes que contaminan el ambiente; por lo tanto el motivo del presente estudio
es el de encomrar un uso a es0s efluentes de dOSProteINizacion y SEPEracion, pero se penso
en realizar el proceso de separscion de Manera econdmica, es decit, utilizando los procesos
con et menor uso de tecnologia posible, y de esa manera ofrecer una atemativa Que permita

obtener quitina, aprovechando los efifuentes del proceso.
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CRUSTACEOS:
Caracteristicas generales

Comao un grupo predominantemente acuético, los crustéceos tienen el exoesqueleto quitinizado

compietamene de los artrépodos Sin las restricciones de peso impuestas por (8l si
terrestre.

En las clases bajo consideracion, |a cabeza y uno de los tres segmenos torkcicos se han
fusionado para producir un caparazon o escudo protector, ef cusi generalmente se extiende

hacia delante en forma de rostrum y p r para proteger o cef; orax. El abck 1

generaimente posee flexibifidad gracias a ilas uniones cuticuiares entre cada segmento.

Los seg ipe e ti un par de apéndices anleriores. Los dos pares de antenas
son casi Siempre elongadas y mdviles, y camgan ‘aestetascos” jos cuales 50N pelos
quimiosensores.

El resto de los apéndices tork son if o de los peredpodos especiakzados
para caminar, nadar, respiraf, skmentarse o def se.

Los seg s sbdominales (pleonitas) tipicamente possen pledpndos biamificad
apéndices en forma de remos, usados para Nadar on Malacostracancs (Macree ot al, 1993).

Los crustéceos, comparnten caracteristicas imponantes con s moluscos acudticos

invenebrados. tales como Ia simetria bilateral, la seg 56N e Su cuempo, y la p n de

un exoesqueleto bien desarmoliado, con los otros Prupos dentro del Phyin de los Artropodos.

Las principales caracteristicas se eniistan a continuaciéon:

1. Los apéndices son uni o biramificados.

2 El ceretro es tripartita (con deutocerebro)

3. E! cuerpo esta dividido en cétalo y tronco, o subdividido en tdrax y abxdomert.

4 Exisien S pares de apéndices cefdlicos 1as pnmeras smenas preorales y 4 pares de

antenas o apéndices posioraies (Jos cuales migran a la posicidn preoral en sdultos),
mandibulas, maxilulas y maxilas
5 Mandibula gnathobasica (la mandibula crece desde la base del limbo); endopodos y

exopodos se reducen en adultos (Macrae et al, 1993).



Los grupos mas comunmente explotados comercialmente son los cangrejos, las langostas y
los camarones.

Los camarones pueden presentar color gris, café, blanco, rosa, amarilio, rojo, hasta azul.
Todos los tipos de camarén se mueven rapidamente mediante su cauda.

Existen 3 especies de camarén del sur ¢ impor

1) El camaron blanco, 2) Camarén café y, 3) Camartn rosa 06 camaron de manchas cafés.

A estos lipos de camardn tanto del sur, como del norte y del pacifico norte pertenecen
principaimente las especies Penaeus y Pandalus.

El camardn del sur es usuaimente el mas grande y el camardn del Pacifico Norte es el mas

pequefio (Ensminger, A. et al, 1983).

DISTRIBUCION Y CLASIFICACION DEL CAMARON

E! camartn Pnaeid (60 especies, e). Plesi Pleoticus), pet a hibitats bénticos,

de substrato suave, ricos en nutrimentos, son de ia costa 0 de estuario, se les encuentra en

todo el mundo entre latitudes de 40° Norte y 40° Sur,

El camardn Caridean (ej, Crangon, Pi dus, Pal Stometopode, Macr . etc..) se
encuentra en hibitats bénticos, de substrato suave, y en ia costa rocaliosa. Se le encuentra
desde Europa. Rusia, Amgetia, Pacifico Norte, Atldntico, hasta en ambientes tropicales y en el
Meditertaneo. Este suborden (Caridean) y la especie que le pertenece (Macrobracium), se

encuentra en ambientes tropicales, estuarios, rios, ha bénts de s ) suave.

lagos, y ha sido distnbuido alrededor del mundo (Macrae et al, 1993).

Existen al menos 39000 especies de crustdceos, subdivididos en 8 clases y 38 ordenes, la
mayoria son mannos, aunque hay grupos de ambientes de agua duice y terrestres.

Tan solo el orden de los Decapodos, a la cual pertenece el camardn, comgrende 10 000

especies.
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En el Cuadro 1 tenemos la clasificacién del Phylum, Subphylum o Superclase de los
Crustaceos segun Pennant (1771) utilizados directamente para la nutricion humana:

Cuadro 1: Clasificacion de los Crusticeos segun Pennamt (1771)

CLASE /SUBCLASE EJEMPLOS:
Clase Maxilopoda Stalked barnacies, ej. Policipes
Subciase Cinipedia
Ovrden Thoracica
Subclase Copepoda Copépodos, ej. Calemus phancivus
Ovden Calanoida
Clase Malacostraca Camaron Mantis (Squilia mantis)
Subclase Hoplocanda
Ovrden
Subciase Eumalacostraca Camanén Possum (Neomysis nfermedia)
Superorden Peracanda
Orden Mysidacea
Superorden Eucarida Knil, ej. Euphsusia superda
Ovrden Decapods Camartn Pnaoid y sergestid,
Superorden Dendrotwanchista | ej. Pn Serpestes
Suborden FPleocyomata Camarén Caridesn y Pyocarndean
infraorden Candea ej. , Paleemon
Infrsorden Astacidoa Cangrejos y langostas quoladas,
Ej.. Astacuys, Homarus, Nephvops |
Infraorden Pakrurs Palinundo, langostas Spiny y Siipper
€j.. Parudirus, Pafinwrus, 3
infracrden Anomura Cangrejos Galatheid, Cangrejo rey, of
Paruiithodes, Ple
infreorden Brachywra Cangrejos. ef. Cancer, Scyfle, Calinectes,
Maia.

Fuente. Macrae ot al, 1903

La p i6n de branqui ramificadas 0 dendroramificadas, la fertiizacion extems y la
liberacién de huevos en el océano, separa la camardn Pneeid y el  Sergestid del resto de los
decapodos.

Los del género Peocyermeta tienen filamentos en las branquias no ramificados e incuban sus
huevos, l0s cuales nacen una fase maés tarde que los Nauplus producidos en ia incubecion
por los Dendrobranquiagos. Este grupo contiene a ls mayoria de oS CaAManones conocidos,
cangrejos, langostas y langostila. Los camarones del infraorden Candea (Psisemon, y
Macrobraciun), poseen branquias filobranquias O aplanadas, que los separsn de los
camarones mayores y mas robustos del intraoden Asfacides (que poseen filamentos

branquiales tubulares tncobranquiados 0 no ramificados)



A continuacién se muestra en |a figura no. 1 la anatomia de una langosta, que es muy similar a

la de un camarén, pero sin las pinzas, y que se toma como representativa de 105 crustaceos.

Canat
alimenticte
posterior

Dorling Kindersiey

Fig. 1: A ia de una L
(Fusnte Microeofl Encarts 2000)
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Para la presente lesis se utilizaron camarones Pnaeus (Figura 2) y camarén Carnidean de la
especie Macrobracium (Figura 3), especificamente

Figura 2: Camarén Pneseus
(Fusnie' Macrae o of, 1G5

Figura 3: Camar6n Caridean macrobracium
(Fuente Macrae et al. 1063)



Como se puede observar en las figuras anteriores, ios camarones Caridean de la especie

Macrobracium, pr extremidades anteriores biramificadas y son uno de los 5 pares de

apéndices cefalicos, asi que generaimente su peso promedio supera al de la especie Pnaeus.

C posicién Quimi del C on

En el cuadro 2 se presenia ia composicion del camardn Pnaeid (por 100 g de materia prima)

Cuadro 2: Composicion del C 6n Pnasid

COMPONENTE
Enemia 87-100 kcal
Carbohitratos 0279
Proteina 17-22 9
Grasa Total 0408 g
Acidos grasos
Saturados 0.11-0.2
[ ch 0.05-0.15 9
Poliinsaturados 0.09-049 9
. n-3 0.07-0.34 g
Colesterol 98 mg

Fusrde Macras o of, 1550

Composicion aproximada del camarén fresco y congelado:
Como puede observarse en el siguiente cuadio, los cambios en el andlisis quimk C del

o

camarén fresco y congelado SOn minimos, y para efectos de la presene tesis se utilizd
pnncipalmente camaron congelado

Cuadro J: Comparacion de l1a composicion quimica proximal del camanon fresco en base
himeda y seca.

CAMARON FRESCO Base humeda ~ Base seca ]
Humedad 79.69+-040% -
17.428 +-0329%° 85812162 %
1249+-01848 %% 615¢091 %

__No determinada i No determinada




Cuadro 4: Comp i6ndeia posicion quimica proximal del camaron congelado en
base humeda y seca.
CAMARON CONGELADO Base humed. Base seca
2] dad 75.13+-0.75% *
Protei: 21.49 »- 0.41%" 86.41+-1.65%
Grase 1.076 +- 0.194%"* 4.33+-0.78 %
Ceniza 2.0443 +- 0.0149 %* 8.22+-0.08.%

Ademas de buenas fuentes de proteina, los camarones y en general los crustdceos, poseen
un caparazén quitinoso del cual puede extraerse la quitina por medic de un proceso de
purificacion, y de la cual, puede obtenerse una forna desacetilada llamada quitosdn que tiene
numerosas y cada vez mas campos de aplicacion.

A continuacién, se incluyen las generalidades sobre Qquitina y quilosén, Sus respectivas
estructuras quimicas, fuentes, propiedades, aplicaciones y proceso de obtencidn.




GENERALIDADES
* QUITINA - La quitina es un problema de disposicion de desechos creciente, esta
ampliamente distribuida en ia naturaleza. La quitina representa del 14 al 27 % del peso seco

de los desechos del proceso del camartn y del 13 al 15% del peso seco del cangrejo,
.Es el do biopoti o maAs abundante en la naturateza, después de la

FEo v L

celulosa. La estructura quimica de la quitina es similar a aquéiia de la celulos, es un
aminopolisacdrido con 2-acetamijo-2-deoxi-beta-D-glucosa (NAG) monémeros ligados via
enlaces beta (1-4). La quitina se encuentra como el componente estructural mayosnitarno def
exoesqueteto de invertebrados (crustdceos e insecos) y las paredes celulares de hongos.

La palabra "quitina® se deriva de la palabra griega “chiton™ que significa capa y es un glcano

eniazado por beta (1-4), pero estd compuesto de 2- ido-2-deoxi-bets-O-glucosa (N-

acetilplucosamina), uno de los polisacidrdos maés abundantes, lamado poli-beta(1-4)-
2acetamido-2-deoxi-D-glucosa. En las figuras 4 y 8 pueden apreciarse las estructuras de ia

quitina.

Se producen aproximad: te 1600 iadas de Quitine en el do cada afio. De éstas,
una gran proporcién es convertida por acetiltacidn en quitossn. (Kobelke, 1089).

* QUITOSAN es una forma desacetitada de la quitina, la cual, a diferencia de la quitina, es
soluble en soluciones acidas.

"Quitosan® es el nombre usado para formmas susituidas de qQuitina, bajas en acetil y estd
compuesto prncipalmente por glucosamina, 2-amino-2-decxi-beta-D-glucosa, conocido como
(1-4) -2-amino-2-deoxi-(D-glucosa). El Quitosan tiene tres tipos de grupos funcionasies reactivos,
un aminNo Qrupo asi COMO ambaos PruPos PNMANO y secundario en las posiciones C-2, C-3y C-8

respectivamente. En las figuras 5 y 7 pueden apreciarse las estructuras del quitosén.




Figura 4: Estructura Quimica de 1a Quitina
(Fusnte: Muzzarel. 10G8)

Figura S: Estructura Quimica de! Quitosan
{Fuente Murzarelt, 1008)
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En las figuras 6 y 7 pueden apreciarse las respectivas unidades estructurales de la quitina y

det quilosan.
CHaOH
0
Wy
OH ]
H
] NHCOCH, L] NMCOCH,y
_ ‘ Jn

Figura 6: La unidad estructural repetitiva de la quitina (Quitobiosa).
Fusnte' Brne

CH,0H

o

¢

H,OH)

¥ /N
OM H

H NNCOCH

Figura 7: Unidad estructural del quitosdn (N-Acetil-D-glucosamina) (GINAc)
Fucrte Brne
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FUENTES Y POTENCIALIDAD DE QUITINA Y QUITOSAN,
Existen muchas (uentes de quilina, ademas de los crusticeos, estd et zoopiancton, el krill y
algunos hongos. En el cuadro 5 se anotan las principales fuentes de quitina:

Cuadro 5: FUENTES DE QUITINA

Cantidad Como Peso |Conteni-| Peso P“;'.'d"
quitina. (ton x 10%* la cosecha| (tonx sdlidos | (ton x (ton ‘
(%) 10% (%) 10% o
x1
Crustaceos* 1,700 50.60 488 apas | 154 39
Krill ! 18,200 40 3640 22 801 56
Almejas, ostras® 1,390 65-85 521 90.95 | 482 22
Calamar"® 660 20-40 29 21 2 1
Hongos" 790 100 790 2026 | 182 32
Insectos Desprociable . - 21-56 . -
TOTAL 22,740 . 5,118 - 1,640 150

(Fusrde. Knorr, D, 19084)

ioseslmwdosseb.snnenvmanMmda)oson|m"mm10’

® Se considera que s6lo la mitad de los orga parm
hmenmhwnﬁm@mmnylwmdmmodo
fermentacion.
“Calcado utiizando los velores de cortenido de Quitina medios.
‘Los crustéceos incluyen al cangrejo, camardn, langosta y langostino.
“Desembamues promedio de 5 ados (1970-1974)
'FOA (Roma) Proyeccidn de desembamues potenciales
°Calculados suponiendo que ¢ modeio es 50% agua.
"Suba'odudosmlam.nuuaurndelicidocimcoymltiaioos;se P qQue la idad de
Acido citrico y su miceho son equivalentes, el desperdicio de amibidtico es 50% no micHtico y la
produccidon mundial es dos veces la de los Estados Unigos
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PROPIEDADES DE LA QUITINA Y EL. QUITOSAN
Las principales propiedades de la quitina y el quitosan son:
* ASPECTOS NUTRICIONALES Y DE SEGURIDAD DE LA QUITINA Y EL QUITOSAN:

So6lo una dosis de concentracion por arriba de los 18 g de quitosan por kg de peso corporal por

dia fueron téxicos para ratones. El quitosén es un coadyuvante como coagulante de proteinas

para recuperar proleinas a partir de desechos de 1a industnia proc a de al

Ademas, se ha demostrado que el quitosdn tienen propiedades hipolipidémicas e
hipocolesterolémicas (Nagyvary et al., 1979; Sugano et at., 1980)

* PROPIEDADES HIDROFILICAS:

Ef quitosan, a diferencia de 1a quitina que es insoluble en muchos disolventes onkinarios y que
es un producto compietamente soluble en &cidos organicos y en acidos inorganicos diluidos; es
soluble en &cido nitrico, en acido fostonco al 0.5%, e insoluble en &cido sulfirico a cualquier
temperatura ambiente, el mejor solvente para ef quitosén es el dcido 1ormico, (Filar y Wirik,
1978; Tracey, 1957 Kienzie-Sterzer et al., 1982).

* PROPIEDADES INTERFASICAS:

£l quitosén se usa como aditivo ak iICIO S de lipk O prep don £ dutica
La absorcién de grasa de Ia Quitina , Quitina microcristalina, y el quitosén también han sido
examinados (Knodr, 1882), en un intervaio de 170 hasta 215%.

* PROPIEDADES DE QUELACION :

El quitosan y la quitina poseen progiedades de quelacion de colorames, utilizando ol colorante
Rojo 40 FDCAC, y se ha demostrado (Knorr, 1982; Watkins y Knorr, 1983) la capacidad del
grupo acetamido para aciuar como un intercambiador de iones Yy que éste es el factor
determiname en las propiedades de absorcion de la qudina
* PROPIEDADES INTERMOLECULARES:

Se ha demostrado que ila quitina microcristalind produce diSpersiones, y propusieron su
utilizacion como estabilizante y espesante de alimentas (Dunn y Famr, 1971). Se han reslizado
tamteén estudios concemientes a jas propiedades de formacion de peliculas (Mc Neely, 1959,

Muzzareih, 1976).
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* PROPIEDADES SENSORIALES:
La pirdlisis de !a quitina a 900°C reveld un gran numero de compuestos de sabor.ahumado
(Muzzaretii, 1977).

* PROPIEDADES DE LEUDANTE:

Como leudante en p de harina de tngo y en panes fortificados con proteinas a diferentes
niveles de adicion de agua resuftaron en volumenes de la hogaza especificos incrememados
con el aumento en la adicion de quitina microcristalina (Knoit y Betschart, 1978,1981). También
se ha demostrado que la quitina tiene propiedades surfactantes.

* RECUPERACION DE BIOMASA:

Se ha encontrado que ei quitosdn es un polimero carbohidrato policatibnico que es
particulamente efectivo en la coadyuvacion para la coagulacion de proteina a partir de los
desechos del proceso de alimentos (Bough, 1976, Fugita,1972). Reduce los sdlidos
suspendidos de variados desechos de alimenos entre un 70 a 98%. Bough y Landes (1978)
afirmo que sin duda, el Quitosdn es una efectivo agemte ¢ ] Kargi y Shuler (1980)

indicaron las capacidades polenciales floculantes de la quitine pero encontraron Que son
menos efectivas que las del Qutosén para la remocidn de 10s solidos totales.

= REMOCION DE SUSTANCIAS NO DESEADAS:

Se ha demostrado la utilidad potencial de la quitina y el quitosén para la remocion de metales
no deseados tales como et mercuro, fierro, zinc, cobre, Cromo, phutonio, y urenio (Eiden ot al..
1980; Galun ef al., 1983; Marsi ¢! al., 1974; Muzzaretii, 1977; Sitver, 1978). También ha sido
demostrada la separacion de trazas de elementos de agua manna por cromatografia en ef
quitosdn (MuzzareHi y Wechx, 1972) La absorcion de colorames, (McKay et al., 1982), ia
capacidad del qurtosén para remover taninos (Pemstan y Johnson 1970), y un proceso para
deacidificar el extracto de café por medio de la reduccion del contemdo de 4cxdo clorogénico
tanto como otros Acidos como el oxalico, Citnco, lumAanco, Mahkco, PINIVICO, QUINKCO y /0 caféico
(Maguolato, 1978); ademas que se ha comprobado ia remocidn de pesticidas por medio de
quitina y quitosan (Kemp and Wightman, 1981, Muzzarelit, 1977). Puede ser muy efectivo como

ayuda fiftro en 1a punficacion de agua (Kawamura 1982)
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* ACARREADOR BIODEGRADABLE:

La quitina ha sido utilizada para inmovilizar enzimas incluyendo la dcido fosfatasa, !a glucosa
isomerasa, la D-glucosa oxidasa, la beta-galaclosidasa, ta alfa-quimotripsina glucoamilasa,
tripsina, ureasa, tripsina, pronasa subtilisin, diastasa, beta.arnilasa, inveriasa, lisozima, y la
amiloglucosidareasa.

* FUTURAS APLICACIONES Y LIMITACIONES:

Uno puede concluir que existen tres claves para la aplicacion de los compuestos y
aplicaciones futuras de la quitina y sus polimeros derivados. 1) Como agente para tratamiento

en sistemas acuosos, 2) Como ingrediente funcional, y 3) como un nuevo polimero para

evolucionar |a tecnologia de los polimeros. Ef tr de si acuosos de incluir ia

reduccion de los sOlidos totales y la recuperacion de proteinas de los desechos de procesos, la
purificacién de procecacién de aguas de proceso y para beber, asi como la remocion de

"

ias no ok das en bebidas (remocidn de dcidos; clarificacion de #cidos, clanficacion

de jugos, fruta, y vino, etc...} Los usos de la quitina y el quitosdn como ingreds funcionak

para alimentos, son muchas: ¢f quitosadn se utiliza en el comrol de textura, (Kienzie-Sterzer al.,
1982; Rodriguez-Sanchez y Rha, 1881). También por sus propiedades de produccién de
pirazinas bajo degradacion témmica, existe un gran potencial para desamoliar exiensores de
sabores naturales, también se utiliza para mejorar ol ujo de ingredientes SECos, para proveer
volumen, controiar viscosidad y para inc el wdo de fira.

(Knorr, D., 1984).
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APLICACIONES DE QUITINA Y QUITOSAN

Existe una gran diversidad de aplicaciones en los que la quitina y el quitosan panticipan, a

continuacién se anexa un cuadio resumen de las aplicaciones encontradas en la bibliografia.

CUADRO 6: RESUMEN DE APLICACIONES DE QUITINA Y QUITOSAN

AREA DE APLICACION

EJEMPLOS

Agente antimicrobiano

Bactericida, fungicida, memoén de oom.mmaoén por honoos en

mercancias sgricolas, ir del ¢

Industna  de  las
comestibles.

peliclas

Transferencia cox de h tad entre el ak y su medio
circundante, liberacion controlada de substancias antimicrobianas;
liberacién controlada de antioxidames. liberacion controlada de
nutimentos, sabores y medicamentos; reduccion de la presion
parcial dei oxigeno. control de tasa de respiracion; control de
temperatura;, comtrol del obscurecimiento enzimdtico en fnsos;
membranas para ésmosis inversa. ¢

Addvos

Clarificacion y deacidificacidn de frutos y bebidas, extensor de
sabores naturales; agente de comrol de textura; agente
emulsificante; mimético de alk y
estabilizante; estabilizante de co‘or nsoulaoor de lomuctdn de
cristates de hielo en alim

Calidad nitncia

Fibra dietética; agente mpocoieseroiémtoo adtivo para alimento de
peces y ganado, reduooéndelaabsotwndehp-dos produccion de
pro(ema celular i itico; en alimentos para

, estir OM mmune. '

firdad- 1 7

Floaulooénpof de agar, recuperacién de
proteinas, gmsnsyutboﬁtdtdosdemm reduccion de
solidos

ales, coagulante del suero de g ia. ¢

Rewpemdéndenonesmheos pesticidas, fenoles; remocion de
tintas, metales, sales.
Floculacsdn/coaguiacion, filtrecidn y desalinizacién. + *

Elaboracién de vasos Ssanguineos adificisles, medicamemos
antiinflamatonos, control det colesterol, inhibicion de tumores,
antiviral, inhibicion de placa demal, vendas, eisboracion de piel
anificial, lentes de contacto, liberacion de fémmacos, en la
implantacién de huesos_*

Puipay papel

Costméticos

Texties

IRemocdn” de turtedez de liquidos (jugos y betedas), como
conservador . estatwizador del COOf, Productios para perder peso,
i 4 empaques xodegradables. ©

Otras apicaciones

Fuete YCRz y Peves 1908 ¢ Shatea ot

_j obigosacandos, Qurosén y denvados ®

Elaboracion de maquillaje, esmalte de ufias, humednmes. fijador,
shampoo, lociones, crema para manos, pasta demtal. °

TTratamiento de superficie, papel fotografico. papel carbdén para
copias, aditivo procesador.®

Tratamiento de acabado, fiyador de colorantes, filamentos para
lejidos ©
Revestimiento de semitias y de ho,as “lertilizantes hidroponicos.
hberacion controlada de sgroquimicos *

Produccion  de

Giucosamina

y Suitato

“de olucosamma

Separacion quiral ¢ demrm.cos toseparacsdn, pervaporacion *

{inmovikizacion  de  enzimas. | encapsulacion  de  nutrentes. |
| cromatogratia, agentes analiticos, recuperacion de célutas y de
| diferentes cultivos de microalgas uthzadas en mancultura_e*
o 1909)
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PROCESO DE OBTENCION DE QUITINA Y QUITOSAN.
Existen diversos mélodos de obtencién de quitina vy quitosan. En la figura 8 se anexa un
diagrama de flujo modificado que incluye el proceso de obtencion simplificado junto con sus

productos y subproductos.

Diagrama de fujo siem pif pars prep on de quitosin, sus oligémeros y
6 a partir de ¢ hos de orusth =

Figura 8: Diagrama de flujo de preparacidn de quitina y quitosan.
Fuents Muzzarsl R | 1977 * Sutprahuacios

La presente investigacion busca recuperar 1a proteina que se desecha en la fase del proceso
de ottencidon de quitina dusante la desprotemnizacion. (#)
Como puede observarse en el diagrama de flujo del proceso antenor, es necesana {a

desacetilacidon para obtener quaosan 8 parlir de la quitina
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En la figura 9, se muestra la obtencién de quitosdn a panir de la quitina durante la

desacetilaciéon:

CH,0M

NaOH

L .

Figura 9: Ottencidn de quitosan por desacetilacion a partic de quitina
(Fuente. Brine)

TESISCON |
FALLA DE ORICEY |
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En el cuadro 7 se muestra el analisis quimico proximal del camardn de la especie Crangnon
crangnon, que si bien no es la especie utilizada para 1a presente tesis, puede tomarse como
base y para observar cudles aminoacidos y posee la proporcién aproximada en la que deberan

encontrarse en el andlisis cromatografico de la especie utilizada para esta tesis.

N ——

" Cuadro 7: ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL CAMARON. :
e _  _Especwe : Crangnoncrangnon (L)~ T
JUNIDADES [PROTEINA[GRASA BOMDRATOS]TOTAL
|Enetgh(Promodio) 1100 g [KJOULE 342.0 57.0 0.0 400.0
De porcién comestible (KCAL) 82.0 14.0 0.0 96.0
Cantidad de consituyenias GRANOS 18.0 14 0.0
ID‘MW.W 1“9 e T T R
alor energético{promedio) [KJOULE 3320 54.0 0.0 387.0
de ia fraccion M 90' KCAL) 79.0 13.0 0.0 92.0
100 g de
tible. —
IPorconuppth.Mlo=57 Minimo = 49 Mazimo= 66

Fuente: Food Composition Nutrition Tables 1989/1990
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Continuacidon Cuadro 7: ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL CAMARON

{Especie : Crangnon crangnon (L)

[CONSTITU- [DIMEN-|PROME [VARIACION OME [DENSIDAD _ DEL]MOL
YENTES lsn‘m‘ |-mo' D10’  |[NUTRIENTE® PORC.}
[Agua ~ |Gramos [76.4 [76.7 [a 79.70 [33.71
Proleina Gramos |186~ |164 la 21308 -
Grasa {Gramos [1.44° Jo8 ia 230 |2
Mincrates Gramos [1.38 112 a1 7 jose
146 'a 150.00§62.78 BEAE) N
266 la312.00]114.38 68819 .
7 »a 92.00[28.81 17334 ¢
2 ia 115.00]39.56
30 1' 50.00[12.9
1.76 | T215j0.78
12 a 0
24 ia o3
31 ia 3.10j0.09
3 a0
3 a 0
224 '%i'aoofoo
.16 la 025
13 la o0
10 a 0.0
1 ia 51.00]
razes ‘s 0
Vitamina 81 [Micro |51 ia 70.00
vtamina 82 [Micro |34 la 45.00
Necotnamida [Mili 2.43 a 320
[Acido Ml 0.37 a o
Pantoteénico .
Vtamina B6  [Muli 0.13 0.1 ‘a 115
Biotina Micro 1 [0 a4 0
lAcido Féico [Micro |74 o ‘a o
vitamina B12 Mo Jo 83 073 °a 093
Vitarmuna C [Vl 19 o ‘a 0

Fuente' Food Compostion Nutrition Tables 1989/1990°

1 Dvnensaon = g . mg g

2 Promedso * valor promedo /10K g de Poresin commetitie

3 Promedeo * Valor promei: en porcaon cormestole / 100 g de Producto en crudo
4 Dennaiad el Hutrmento = cantuiad de

4 9.mg. g D8 total e Mutnertes digenbies (Megagasie)
S Mal por C * M g constupete
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Continuacién Cuadro 7: ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DEL CAMARON

{Especie : Crangnon crangnon (L.)

ONSTITUYEN [DIMEN- [PROME [VARIACT PROME |DENSIDAD  DE
TES ION' -o* 010°  INUTRIENTE!
[Alanina [Gramos | 1.4 117 la 1.55 |06 Gramo/MJ | 3.62
gnina jGramos | 174 |1.22 ]a 268075  jGramomi [4S~
cido aspartico |Gramos | 205 [1.58 |a 239 Jo.88 |GramoMi 7537
Cistina ~ lcramos [ 031 Jo.22 ja 0. .13 {Gram |
Acido gltamico JGramos | 3.25 [3.03 ja 3.5
Gicina lcramos | 154 |oss la
Histidina Gramos | 0.41 o34 ia
Isoleucina lGramos 1.0 0.76 ‘a
Leucina " jramos 197 J1es'la
Lising " leramos | 2.02 14 la
Meotionina {Gramos [ 067 Jos |a
|Fendatanina Gramos | 088 j0721a
Proina " lGramos 087 loe ia
Serina " Joramos | 075 |o62ia
Treonina Gramos | 085 [072]a
Trptofano " Jeramos | 021 Joos [a
Twosina iGramos | 065 1021 {a 3
Vakna Gramos 098 o076 [a -
Cadaverina Ml 0.3 0o a *
Putrescina Milt 0 05 'a i B
[Cotestorol Wil T138  [125 = 150.00[50.34 MduMJ__ 1357.03] - ]
{Punas Totales JMiti {14700 Joo  a23400]3621 MivMy  38032] )

Fuente: Food Composition Nutntion Tables 1989/1990°

t Dwnensaon =+ g Mg, 4

2 Promedo ® vakor promedso 00D g Oe (rrCaon comesttie

3 Promedo = Valor promeso en porcon comestdie 7 100 g de Producta en crudd
4 Densaiad dei Nutrvnento * carhadad o conmtruysnte (9 Mg Q. o

5 Mal por C = Mol por Consitvyente

)

ot de
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OBJETIVOS :

OBJETIVO GENERAL:
Recuperacion de proteina de los efluentes del proceso de oblencion de quitina a partir de
cabezas de camaron de la especie Caridean macrobracium llevando a cabo una precipitacion

de los efluentes.

OBJETIVOS PARTICULARES:

OBJETIVO PARTICULAR 1:

Conocer el analisis quimico de las cabezas de camardn de la especie (Candean macrobraciam) por

medio de técnicas oficiales para conocer su COMPOsICION quimica.

OBJETIVO PARTICULAR 2:
Realizar la separacién de la came de las cab de « fon & dify concentraciones de

reactivo para establecer la via de separacitn més conveniente.

OBJETIVO PARTICULAR 3:
Establecer el pH de precipitacion y ei tr é de los efluentes de ia separacion de la came-

exoesquelcto para recuperacidn de la proteina

OBJETIVO PARTICULAR 4:
Evaluar la cantidad de proteina del precipitado obtenido de la separacion came ~caparazon de
las cabezas de camardn e identificar por cromatografia en papel los aminodcidos de la
proteina




METODOLOGIA



CUADRO 8: CUADRO METODOLOGICO

k2]

Objetivo Particular 1:

Activi-

Conocer el andlisis quimico de las cabezas de dades:
camardn de la especie (Caridean macrobracium) 1113
por medio de técnicas oficiales para conocer su
composicién quimica.

Objetivo Particular 2: Activi-
Realizar 18 separacion de la came de las dades:
cabezas de camardn a diferentes 2123
concentraciones de reactivo para establecer la
via de separacion mas conveniente.

Objetivo Particular 3: Activi-
Establecer el pH de precpitacion y el dades:

de los efl de la separacion de 3136
ia came de i0S Caparazones pars recuperacion
de la proteina.

Objetivo Particular 4: Activi-
Evaluar la cantidad de proteina del precipitado dades:
obtenido de la sepsracion came —capararon de 4144

las cabezas de camardn y andlisis por
cromatogratia en papel para identificacién de
tos aminodcidos de !a proteina.




CONTINUACION CUADRO 8: CUADRO METODOLOGICO

Actividades Objetivo Particular 1:

1.9 Obtencion de! peso promedio de 1as cabezas de camardn
para la muestra

1.2 Preparacion y andlisis Quimico Proximal de muestra
humeda: (Pruebas quimicas: Humedad, Nitrégeno total, grasa y
cenizas)

1.3 Preparacion y analisis Quimico Proximal de muestra seca;
(Pruebas quimicas: Nitrégeno total, grasa, cenizas)

Actividades Objetivo Particutar 2:

2.1 Separacion de la carne del caparazén de las cabezas de
camardn via dcida (HCH)

2.2 Separacion de la came del caparazon de |as cabezas de
camardn via aicalina (NaOH)

2.3 Varniacion y seleccion de ia concentracion de acido o #icali
de ia via mas conveniente de separacion

Actividades Objetivo Particular 3:

3.1 Determinar ef pH en el cual se precipa la mayor cantidad de
roteina del efluent ido de la separacién de la came de los

upnmzones via alcaina.

3.2 Determinar of pH en el cual se precipita ia mayor cantidad de

proteina de los efl idos de la separecion de la came

de ios capamazones a diferentes concentraciones de

alcali(1.5%,.2% y 5%)

3.3 Obtencidn de quitina y quitosén a partir de los capasrazones

separados en los tratamientos via alcakna; y de los caparazones

tratados con diferentes concentraciones de &icali.

3.4 Célculo de porcentajes de rendimiento del precipitado.

3.8 Célculo de la humedad del precipitado.

3.6 Odttenciéon del % de humedad del preciptado

Actividades Objetivo Particular 4:

4.1 Cuantificar cl Nitrogeno total del preciptado obtenido
(Método de MicroKjeldahi)

4.2 Andlisis de Nitrogeno total (Método. Taluguchi) y caiculo det
porcentaje de proteina del precipitado obtenxio de la separacion
via alcahina

4.3 Hidrolisis quimica del peeciptado

4.4 Andhsis cromatogrifico en papel de los aminodcikdos det
precipitado (cromatografias y caiculo de Rf's)

4.8 Inoculacdn de los efluentes de la separacion via alcalina con
hongos y levaduras después de !a preciprtacion

32

RESULTADOS Y
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MATERIALES Y METODOS
TECNICAS UTILIZADAS:

Para el analisis de las cabezas de camarén frescas y para el precipitado se utilizaron diversas
técnicas; a continuacion se menciona el nombre de 1a técnica y la finalidad de su aplicacion en

ia presente investigacion:

Micro Kjeidah!, para determinaciéon de nitrogeno total en la muestra ya sea del precipitado
seco o de cabezas de camaron frescas ( AOAC).

Takiguchi para determinacion de proteina en el precipitado (Shimara et al, 1988).

Soaxhiet, para determinacion de grasa de las cabezas de camarén y del precipitado seco
(AOAC).

Cenizas totales, para determinacion de minerales en la muestra (AOAC).

M dad total por estufa, para determinar la humedad en la muestra fresca (AOAC).

EQUIPOS UTILIZADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION:

-

Molino de mano Azieca #2

2. Balanza Granataria Harvard Tnp. Cap. 2 kg- S Ib

3. Balanza Analitica OHAUS AS200 Analytical Std.

4. Espectiofotdmetro Spectronic 20 Bausch & Lomb

5. Potencidmetro electronico Hanna Instruments HI9017 con Microprocesador
6. Autoclave 21 litros Presto Industnas Steele Méx.

7. Homo de laboratono 300°C Aparatos de Laboratono, México

8. Estufa 400°C Modeio 30GC Lab Oven

9. Vonex Super Mixer Cat. # 1290 11.5 Volts 5060 CY USA

10. Pamila Agtador elécaanco Rihromag Tipo RH22 Modelo Retsch 425 Watt/110 Volts/Ne
425 .54

1t Micropepeta Transferpette 20 microiros Merck Typfix # 704117 Alemania

12. Agrtador 1otatono New Brunswich Scenuific Co. Inc Edison, NJ USA. Controlted

Environment Incubator Shaker
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13. Camara para cromatografia de vidrio.
14. Mufla Mod. MiISA-1A # Serie MI-316 Blue M Electric Co. USA 120 V/PH/S50-60
HZ/1000°-1832°F
15. Deslilador MicroKjeldahl Labconco
16. Centrifuga Beckman GPR USA
17. Estufa Mod HSCE-48 Rios Rocha 127 Volts / 15 A/300°C
18. Digestor para 6 matraces MicroKjekdahi Labconco
19. Agitador Magnético PC-353 Coming
20. Rotavapor Heidolph Laborota 4000 WB 270 rpm /100°C
21. Mantilla
22. Reostato Staco tipo 2PF1010
MATERIAL ADICIONAL UTILIZADO DURANTE LA EXPERIMENTACION:
1. Tubos para cemrifuga Centrifugation tubes 50 ml VWRbrand
2. Matraces Microkjeldahl Kimax
3. Cristaleria para extraccién de Grasa Soxhiet: refrigerante de rosario, rampa Saxhiet,
matraz bola.
REACTIVOS UTILIZADOS DURANTE LA EXPERIMENTACION:
1. Coleccién d¢e Aminodcidos
2. NaOH q.p. en escamas PM 40.0/ Pureza 98.6%/ comp. Con N2 0.001%
3. HCI PM 36.465 /gr. Esp. €0 60°/60°F 1.182 Pureza 3737%
4. 2- Mercaptoetanol C;Hs OS Pureza >= 98% (60-24-2) EEC FW 78.13
5. Ninhidrna CHO. Merck 2 2-Dihidroxiindan-t,3-dion

6. Hidrnindantin C,sH,00s SIGMA Contenido de Agua 2.0 movmol



ACTIVIDADES POR OBJETIVOS:

1. Realizar ¢l andlisis q ] imal de las cab de On de la especie
{C.ido.!nucmbndun)porm'dodo“cnlcu isles pars su posicid
quimica,

1.1 Obtancién del peso promedio de las cab> de 4n para s a.

Se pesaron aproximadamente B0O0 g de cabezas de camardn, divididos en 27 jotes de 5
cabezas de camarin de la especie Pnaeus macrobracium sobre una charola de aluminio en

una balanza granataria Harvard Trip.

1znwa-ymumsr" Proxi de a homeda: (Determinacién de:
mowmyconhumn)

Muestra humeda: Se descongelaron aproximadamente 500 g de cabezas y después de

escumir el exceso de agua, se realizd la molienda en un Molino de granos Azteca 82,

Tras la molienda se recogi6 la muestra en frascos de vidno limpios, se taparon y refrigeraron

hasta su dlilizacion.

Cenizas totales.

Se realizé 1a incineracidon de la muestra por triplicado sogun el método de dlisis para

cuantificar Cenizas tolales (AOAC). Se evapord el exceso de agua en un mechero de
Bunsen, y se llevd a cabo {a incineracién a 550°C durante 1 hora minimo en una mufia Blue

M. Electric Co. USA Mod MISA-1A Num. De Serie M1-316

Humedad.
Se mezclaron 3 g de muestra himeda con la arena seca previamente lavada a los dcidos y se

colocd en 3 capsutas de acero inoxidable —esta prueba se reaizé por inplicado con 3 muestas
RRIRNOIE SHewRias SiL B IOV N6 OIS OIOEIRIN( M NN - I Neuime




36

cuatro horas, segun el método de humedad por estufa y se realizaron los calculos también

segun el mismo método (AOAC).

Nitrégeno total.

Se realiz6 la digestion por tripticado de la muestra humeda en los matraces de Kjeldah! con
acido sulfurico y suifato de cobre en un digestor eléctrico Labconco, segun el método de
determinacién de Nitrdgeno total Microkjeidahl (AOAC) y posteriormente se colocd la muestra
ya digenda en un destilador Microkjeldah! Labconco.

Tras la destilacién, se recuperd el nitrogeno liberado en una solucion de dcido borico con
indicador y se titul6 dicha solucién en agitacion constante sobre un agitador magnético Coming
Mod. PC-353, con una solucidn de écido clorhidrico 0.01 N con indicador hasta que el color de

Ia solucién vird a color caneta.

Grasa.

Se realizé la extraccion de ia grasa por triplicado de |a muestra colocada en capsulas de papel
filtro para extraccion, segin el método de Soxhiet (AOAC) con éter de petrdleo en ef sistema
armado con trampa Soxhiet, refrigerante de rosano, matraz boia de fondo plano colocado
sobre una mantilla con reostato Staco Tipo 2PF 1010, hasta que se produjeron las sifonadas

indicadas por el método.

Postenormente, se recuperd et disolvente en un Rotavapor Hesdotph Laborota 4000 a 150 rpm
a 42 *C y se guardd en refngeracion, evitando que la temperatura fuera muy ata y Qque
evaporara la grasa extraida

El matraz con ia grasa extraida, se pesd en una balanza analitica OHAUS AS200 ( Analytical
Std.) y se realizaron los calculos pentinentes de acuerdo al método de detenminacion de grasa

de Soxhtet
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1.3 Preparacion y andlisis Quimico Proximal de Ia stra seca: (Pruebas quimicas :
Nitrégeno total, grasa, cenizas totales).

Muestra seca: antes de la refrigeracion, se colocd una pequeia cantidad de muestra ya molida
en una capsula de porcelana y se calentd sobre una pamilla calefactora Rirhomag tipo RH 22
Mod. Retsch a temperatura de 80 *C durante aproximadamente 2 horas hasta que se evapord
la humedad pot completo.

Después se realizd una reduccion de tas particulas agiomeradas en un mortero de porcetana
con pistito del mismo matenal hasta tener un polvo fino y seco.

Se realizaron los mismos procedimientos por trplicado y se utilizd el mismo equipo para
cada una de 1as pruebas realizadas a ja muestra homeda, excepto la prueba de humedad, ya

que se utilizé la muestra seca para dichas pruebas.

2. Reall, ia separscién de la came de las it 6n & diferentes
cmcmhdm.sdorncﬂmmm.rkwadom— ion més '/

2.1 Separacion de la came del caparazén de las cabezas de camartn via écida (HCI)

Se colocaron en una cubeta S00 g do cabezas de camardn congeladas de la muestra en una
solucion al 5% viv de HCI en una proporcién de 1:.20; a temperatura ambiente (30+/-2°C).

Se agité el contenido de la cubeta esporddicamente con una vaniia de vidrio y se dejd la
muestra en |la cubeta durante 6 dias, al término de los cuales, se hicieron observaciones y se
dejé de nuevo la rmisma muestra en la misma solucidon durante otros 6 dias, al término de los

cuales se tomo una muestra del efluente y se hicieron mas observaciones.

2.2 Separacion de la came del caparardn e las cab e on via (N2OH)

Se colocaron en una cubeta 500 g de cabezas de camardn congeladas de la muestra en una
solucidn al 1 5% de NaOH en una proporcion de 1:20, a temperatura aminente (30+/-2°C)

Se agio el contermdo de la cubeta esporadicamente con una vanlla de vidno y se deg la
muestra en la cubeta durante 6 dias, al 1émmmo de 10s cuales se hiGieron observaciones del
compontamiento de la muestra

Se separaron los eflluentes de los caparazones, una vez separados éstos ultimos de la came
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2.3 Variacién y sel i6n de ia c acion de la via mas con i de separscit

2.3.1 Concentracion de la solucién: NaOH al 1.5% .

Se colocaron 500 g de cabezas de camarén congeladas en 10 it de una solucion de NaOH al
1.5% de concentracién y a temperatura ambiente; y una vez que se observé la separacion de
los caparazones de su respectivo tejido cadmico (ver seccién de resultados), se extrajeron de la
cubeta los caparazones, se enjuagaron hasla neutralizar su pH, y se secaron en el homo,

durante 18 hr, y se procesaron por separado hasta obtener quitina y quitosan.

2.3.2 Concentracion de 1a solucién: NeOH al 2% .

Se tomaron 500 gr de cabezas de camarén congeiladas y se colocaron dentro de una solucion

de NaOH al 2%.

Se hicieron observaciones después de 3 horas, y después de 14.5 horas, al cabo de las
cuales, Se separaron los caparazones de 05 efluentes para tratarios por separado, a8 los

caparazones se les tratd para obtener quitina y Quitosan (ver seccién resultados).
2.3.3 Concentracién de la solucion: NaOH al 8%.

Se colocaron 1 kg de cabezas de camardn en una cubeta con una solucion de NaOH al 5% de

concentraciéon en razon de 1:20 a temperatura ambiente (30+/-2°C) y con agitacion esporadica.
Se dejd la muesira en la solucdn durante 48 hrs, al cabo de 105 Cuales se hicieron

observaciones y se separaron los efluentes de ios caparazones

3. Estabiecer ol pH de precipitacion y o de jos efluentes de ia separacidn de
la de los capar panrar peracion de la proteina.

3.1 Effluentes de ia Via de separacion Aicalina:

Se realizaron pruebas preliminares a los efluentes tras de la separacion via alcalina, con
NaOH al 1.5% (en proporcién de 1.20)
De los cfluentes de separacion alcahna al 1 5%. se tomaron aproximadamente 100 ml y se

colocaron en frascos con 20 mt cada uno, postenormente a cada trasco se le modificod el pH
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con gotas de una solucién concentrada de acido clorhidrico (HCI) hasta aicanzar los pH's en
los cuales hubo precipitacion

Se dejaron los frascos destapados a temperatura ambiente (30¢/-2°C) para Que se evaporara
el exceso de humedad para observar el precipitado obtenido.

Tras las pruebas preliminares, se precipitd el resto de los efluentes de la separacion via
aicalina con HCI| puro, hasta alcanzar el pH Optimo previamente encontrado en las pruebas
preliminares y al cual se precipitd la mayor cantidad de proteina.

Se dejaron los matraces en reposo durante 24 horas aproximadamente para Separar el
precipitado del efluente por decantacion.

Posterionmente, se realizé manualmente una separacion entre el precipitado y el efluente; el
precipitado se vacio en tubos para centrituga de S0 ml y se realizé una centrifugacion en una

centrifuga Beckman GPR USA durante 10 minutos a 25°C, y a 2500 rpm para separar la

yor cantidad de eft remanentes dentro del precipitado.

Una vez realizada la centrifugacion, se vaciaron los efluentes con el resto de los mismos, y ¢l
precipitado compactado en el fondo de los tubos se guardd y refrigerd en frascos de vidrio

limpios.

3.2 Encontrar el pH en el que precipitan ia mayor cantided de
mwmmmnmnammma“(v cx,zxysx)

3.2. 1 Deturrninacion del pH de precipitacion de los off e tratam con Sicali al
1.5%.

A los efluentes de tratamiento de separacion came-caparazones a la concenracion de 1.5% de
alcali, se les separd en matraces Ertenmeyer de 2 litros, y se les disminuyd el pH a cada
uno, hasta alcanzar el punto isoelécinco al cual precipitd la mayor cantidad de proteina; tras Ia
precipitacién. se sedimenté el precaipitado duramte 72 horas en tos matraces durame 24 horas,
al cabo de 13s cuales, se separd el efluente dei preciptado por Medo de una centrifugacién
(Centrifuga Bechman. a 2500 rpm. 10 mun. 20°C) y se guardd el precipitado en frascos

cerados y en reingeracion Se estenlizarun estos efluentes en autociave y Se lievd a cabo una
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color y lextura (ver seccién Resultados). Una vez extraido el precipitado, se tomo una muestra
del mismo y se colocd en una capsula de porcelana, y se seco sobre Ia parila eléctrica a
temperatura menor de 75°C.Una vez seco, se coloco en un moriero donde se le disminuyd el
tamano de particula hasta hacerlo o mas homogéneo posibie y para tener una cantidad del

precipitado puiverizado y seco para su analisis quimico.

3.2.2 Determinacion del pH de precipitacion de ios oft de jento con sicali sl

2%.

Del efluente de tratamiento de separacion carne-caparazones a la concentracion de 2% de

NaOH, se tomd una muestra de 1litro y se le disminuyd el pH con gotas de HC! puro hasta

precipitar 1a proteina. Una vez precipitado, se 5epard | y parci el precipitado de
los efluentes a las mismas condiciones en que se centrifugaron los efluentes de concentracién
1.5% de NAOH (Centrifuga Beckman; a 2500 rpm; 10 min; 20°C). Se realizaron observaciones

{ver seccion Resuftados).

3.2.3 Dewrminacion del pH de precipitacion de los efluentes de ratamiento con Sicali ol

%

De los efiuentes de tratamienio de separacién came-caparazones a la concentracion de 5% de
NaOH, se tomé una muestra de 1 it dei efluente para realizar una precipitacion preliminar con

HCI (ver seccion Resultados)

JJObnncrmdlnayqudM a partir de los capas dos en jos
[ vis lina y cmdhrmnscmcmtxlmcsdudcdl(fl%.}%ylx)

Tras la separaciéon de los caparazones de los efluentes, se secaron los caparazones en el
homo y se disminuyd su tamafo de particula en el molno de mano. se pesaron ios
caparazones Secos y mohdos y se trataron con una solucion de HCi al 5% viv, para

desmineralizanos.
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Una vez realizado éste tratamiento, se enjuagaron y se secaron en el horno; postenormente
fueron sometidos a una solucion de alcal al 1.5% a 90°C durante una hora.
Se realizé el mismo proceso de enjuague y secado en el homo, y se volvieron a someter a otro

tratamiento alcalino al 50% durante 1 hr a ebullicion para oblencion de quitosan.

3.4 Céicuio de por ajes de rend del precipitad

Una vez clegida la concentracion ideal para la separacion de 10s caparazones de su matriz de

tejido omganico, se realizé ol proceso por tnplicado para calcular el porcentaje de rendimiento.

3.5 Obtencién del porcentaje de humedad del precipitado después de la centrifugecién

Se pesaron 10 g de muestra del precipitado centnifugado himedo, se ColoCaron en un crisol;
posterniormente se colocd todo el sistema en el horno a 50°C durante 36 horas, y se llevaron a
peso constante en desecadof, una vez constante, se registnd el peso del crisol con el
precipitado seco, luego se retind el precipitado con una espitula pequedia, se lavd ef crisol y se
levé a peso constante en el homo y el desecador. Se¢ registro el peso del crisol seco y se le

resto al peso del crisol seco con el precipitado seco.

Se registraron los resultados y se hizo el célcuio dei porcentaje de humedad contenida en el

precipitado

capara
identificar los aminoécidos de la proteina.

4.1 Cuantificar el porcentaje de Nitrogeno total del precipitedo oblenido (método de
MicroKjeidahi)

Tomando en cuenta {odos jos factores de las diferentes concentraciones de separacion inicial,
se determuind que de las 3 concentraciones elegxdas como de prueba, se lomanan solo dos,
que serian aquéilas que significaran el menor gasto de reactivos, y por medio de las cuales se

obtuviera el mayor porcentaje de nitedgeno total
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Se realizaron pruebas de Microkjeldahi por triplicado a las dos concentraciones elegidas. Y se
tomo el cnterio del mayor porcentaje de proteina para determinar ia concentracién éptima para

et procesa de separacién

4.2 Andiisis del ido de Nitrég total (Método: Takiguchi) y cliculo del
por aje de proteina del precipitado obtenido de la separacién via sicalina.
Se tomaron las muestras de precipitado seco obtenidas; se on {0S precipd >s obtenidos

a la concentracién de NaOH (2%). al precipitado hiumedo, al precipitado seco y al precipitado
seco desgrasado; con el objeto de cuantificar y comprobar la concentracion a la que el

proceso de separacion representd mayor rendimiento 0 mayor porcemaje de proteina.

Se realizd el célculo del porcentaje de proteina segun el método de Takiguchi (Shimahara, K. y
Takiguchi, Y., 1888) que se explica a continuacion y se snalizaron los resultados para las
muestras de precipitado seco obtenidos de la separacién con NaOH y a la concentracién de
2%, tanio el precipitado seco como el seco desgrasado.

Se pesaron 0.3 g de muestra en un matraz de 100 mi (de polipropik hiCh ndo 50 mi de la

soluciéon de NaOH 10 N. Se envolvié con papel aluminio y se coloct en el autoclave a 121°C ,
durante 1 hr.

Posteriormente se entnd y neutralizé con el HCI 12 N.

Se filtré en un fitro con gasa de poro 20-30 micro

Se lavé e fitrado con H20 destiiada hasta ottener un volumen de 150 mi e solucién.

De dicha solucién se tom6 una alicuota de 0.5 ml y se coloct en un tubo, se agregaron $ mi de
1a solucibn bufter y S mi de la solucion de ninhidnn-hdnndantin.

Se cubnd et tubo con papel aluminio y se coiocd en agua a ebuthcion durante 10 min. Se
enfriaron y se leyd la absorbancia a 564 nin. Se realizd un blanco igual pero en lugar de

muestra sdlo con agua

Después se realizd cada lectura de absorbancia por tnphcado, es decir, se tomaron 3 tubos
por muestra preparada (3 tubos de preapitado humedo, 3 tubos de precipitado seco, y 3 tubos
de precpdado Seco y graso) Se anolaron las absoibancias y se reakzaron los ciiculos segun

ia técnica para obiener el porcentaje de proteina
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Se realizaron los calculos con la férmula siguiente:

P% = 2.37 ( A 564/ W)

Donde :
P%= porcentaje de proteina
A= absorbancia

W = peso de la muestra

4.3 HiarOlisis quimica del precipitack

P

Se realizé ta hidrolisis de 1g de precipitado seco. La hidrolisis quimica consta de los siguientes

pasos:

a) Elurinacion de Lipidos: Se realizaron cinco lavados en sucesidon (de 5 mi aproximadamente)
con acetona, bencena/etanol absoluto (95 : 5 v/iv) caliente; con etanol caliente (40-50°C) y con

éter.

b) Ekminacién de Acidos Nuckeicos: Se realizd |a digestion de la muestra con NaCl al 10% a
85°C durante 8 horas (10 mlgr muestra). Se recuperd la muestra en papel filtro fino (Whatman
#3) y se lavd con agua desionizada (5 volumenes). Se seco el papel fitro con la muestra al

vacio o con acetona caliente.

c) Etvninacitn de Carbotwaratos: Se precipitéd con TCA al 5% (25 mi/ 1 g muestra). Se recuperd
el precipdado y se lavo con éter (3-5 mil volumenes / 2 veces) para extraer el TCA, se secd e}

preapitado, a 50°C

d) Hxwobisis de las proteinas: Se prepard una solucidn de HC! 6N 2 Mercaptoetanol ( 10 mi
HCI 6N 7 S0 mi de Mercaptoetanol, y se pesaron de 2 a 5 mg de muestra y 3 mi solucion HCI
6N Sec colocd o antenor en ampotietas de vidno, que se Sellaron at vacio a la flama del
mechero de Buncen. se hidrolizaron en la estufa a 105°C durante 20 a 22 horas Se

centnfugaron los efiuentes y se tomo el sobrenadante (2 mi) Se evapord el atdo al vacio.
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Tras la hidrédlisis, se realizé una cromatografia preliminar, para comprobar la presencia de
aminoacidos; una vez comprobada ésta por las manchas en el papel, se tomaron dos
muestras del precipitado desgrasado por Soxihet y se colocaron en 2 ampoiletas con solucion
de HCI 6N que se sellaron al vacio;, también se tomaron 2 muestras del precipitado obtenido
del tratamiento previo a 1a hidrdlisis, y se colocaron en otras 2 ampolletas gue de igual forma se
sellaron al vacio pero  sdlo a 2 de las ampolletas se les aplicd la hidrdlisis a aftas

temperaturas (105°C; 20-22 hrs).

4.4 Ansiisis cromatogréfico en papel de los aminodcidos del precipitado. identificacio
de los "/ #cidos pr onia de precipitado hidrolizado y céiculo de
las Rf's pars comparacién con bibliografia.

Después de hidrolizar la muesira del método de separacién y via seleccionados, siguiendo los
pasos anteriores y después de preparar el sistema de disolventes, se cortaron tiras de papel
filtro Whatman #1, de 8cm de ancho por 13 cm de largo, y 5@ marcaron con lineas horizontales
paralelas y cercanas a cada uno de los extremos del papel y separadas por: 0.5 cm del
extremo superior; y 1 cm del extremo infenor. Con capilares y sobre una pamiiia eléctrica para
agilizar el secado, se concenmraron gotas de aminokcidos patron y de 1a muestra (pera su
comparacion) a lo ancho de la linea infernior del papel separadas una de otra por lcm

aproximadamente, para evitar que en su avance, se mezclaran unas con otras.

Se colocd la cantidad suficiente de sistema de disolventes (butanol-acido acético-agua) antes
mencionado en el fondo de la camara de vidno para cromatografia como parm mojar el extremo
inferior de 1as tiras de papel pero por debajo de la marca infenor del papet (1 cm), y se dejo el
papel en la camara cromatografica —previamente saturada de los vapores del sistema de
solventes- por espacio de 8 o mas horas, segun fue necesanc de acuerdo al avance del
sistema de disolventes sobre el papel Cuando el papel se notaba mojade cas: hasta el
extremo supenor del mismo, se sacaron los papeles de la camara cromatografica, se marcod
con lapiz una hinea para dehmitar la altura a la quo llego el sistema de sotventes y para efectos

del calcuio de Rf's, se seco el papel, se aspeno la solucdén de ninhidnna al 0.1% en alcohoi,
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se metieron a secar y revelar al horno a 50°C de temperatura. y una vez $ecos, se tomaron

medidas y se obtuvieron tos Rf's de cada amino dcido y de la muestra.

4.5 inoculacion de los efluentes de la separacion via alcalina con hongos y I durss

después de la precipitacion

Como una altemativa, se buscd reutilizar los efluentes como medio de cullivo después de
precipitar las proteinas y ajustando el pH de! efluente del tratamiento seleccionado a los pH's

Optimos para el crecimiento de los hongos y levaduras a inocular.

A continuacién se explica la metodologia seguida :

Matraz 1: Se tomé una muestra de medio litro del efluente de la separacién con NaOH al 2%y

se le modificd el pH hasta aicanzar uno de 5.13.

Matraz 2: Se tomé una muestra de medio litro de los efluentes de tratamiento de separacién

con NaOH al 1.5% y se le modificd el pH hasta alcanzar uno de 4.51.

Matraz 3; Se tomd una muestra de medio Iitro de i0s efluentes de separacion con NaOH al

1.5% y se le modifico el pH hasta alcanzar uno de  4.51.

Matraz 4. Se tom6 una muestra de medio intro de los efluentes de separacion via sicalina al 2%

hasta alcanzar un pH de 7.06

Posteriormente se¢ taparon con torundas para evitar la propagacidon de la cepa o la
contaminacion con otros microorganismos. Los matraces ya inoculados con el respectivo

microorganismo y se incubaron a las  condiciones indicadas




RESULTADOS
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Los resullados de la invesligacion se encuentran expresados en cuadros y graficos y

fepresentan los datos obtenidos de cada una de 1as actividades planteadas en la metodoiogia

para cubnr los objetivos panicutares de la investigacion.

1.1 De la actividad 1.1, se obtuvo el peso promedio de 27 lotes de 5 cabezas de camaron

de la especic Caridk macy y los resultados ot idos se anotan a continuacion:
Peso promedio por iote de 5 cabezas de camardn = 29.3577 ¢
Peso promedio por cabeza de camarén = 58718 ¢

1.2 Dol Andlisis Quimico Proximel de ja muestra hameda (Humeded, Nitrégeno total,
grasa y cenizas totales) (Ver siguiente resultado de activided)

Slia b

134 Quimico Proxk

j de la a seca (Nitrégeno total, grasa).
En el cuadro 9 se indica que 1a muestra himeda contiene un 0.029868% de Nitrégeno total (de

los 3 g de muestra, 0.00165 g son proteinas y 0.00379 g son quitina),

as que {a
seca tiene un 6.815% de Nrrdgeno total (de los 3 g de muestra, 0.1093 g son proteinas y
0.09745 g son quitina.).

Cuadro 9: C ido de prowina y quitina
MUESTRA NITROGENO TOTAL PROTEINA" QUITINA®
%) (@) (o)
Humeda 0.0298 0.0018 0.0038
| sea | ess | oios 00974

* Gramos de proteina o quitina en 3 g de muestra.

Los analisis quimicos de las actividades 1.2 y 1.3 estan resumidos en el cuadro 10.
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TIPO DE PROMEDIO PROMEDIO
MUESTRA PRUEBA METODO BASE BASE SECA |opsERVACH
PRUEBA .
HUMEDA (%) {%) ONES
Cabezas de 27 lotes de 5
Peso . Balanza
camarén promedio Flsica granataria 29 3577¢g - cabezas de
frescas camaron
Cenuzas | Quimica | COM28% 8.5918 32.606 Muestra
totales ! humeda
Humedad Muestra
Cabezas de Humedad Quimica por estuta 73 6497 - homeda
camarén Muestra
frescas y Grasa Quimica Soxhlet 1.1566 4.3893 hamed.
molhdas umeca
Contenido Micto- Muestra
de Nitrogeno Quimica kjeldani 002986 01332 humeda
Carbohi- R Por 16 572 62.8918 Muestra
dintos diferencia hgmed.
— ——Cal
Contenido Micro-
de Nitrégeno Quimica kjeldaht 6 8149 7.5721 Muestira seca
Cabezas de
camarén
molidas y Grosa Quimca Soxhlet 7.3652 8 1835 Muestra seca
secas Carbohidra- Por
tos, cenizas M 758199 84 244 Muestra seca
diferencia
y olros

Una de las actividades imporntantes es la de determinar el tiempo requendo para Separar la
came de los caparazones, ya que de esto depende la ruta a seguir en las subsecuentes

actividades.

En la actwvidad 2.1 se observé que la separacion de la carme de los CAPArazones por via
acida (solucion de HCI 5% v/v requiné de largos penodos de tiempo- hasta de 12 dias-, lo cual
no la hace conveniente para un futuro escalamiento a nivel piloto o industnal (ver cuadro
#10).

En comparacion con la separacion via alcalina, en la actividad 2.2, durante ta cual, se
observé una mayor tacilidad de separacidn, ademas, et tiempo de residencia en la solucion

alcalina fue considerablemente menor (Menos de 24 hrs) que en ef caso de la via acda. Por



4%

otro lado, se observé Que cuando la separacion de la camne del caparazén se efectuaba, los
caparazones flotaban en la superticie de 1a solucion.
En el cuadro 11 se resumen las observaciones realizadas durante la separaciones via acida y

alcatina.

[+ 0 11: Ob: i d ia sep i6n carne-caparazon vias scida y alcalina.

Dias | OBSERVACIONES DURANTE LA | OBSERVACIONES DURANTE LA
SEPARACION VIA ACIDA SEPARACION VIA ALCALINA

Antes de las 24 horas, los caparazones
ya no poseian tejido camico, pero se les
1 No se observod separacion. dejd inmersos en la solucion aicalina al
1.5% para registrar oS MismMos tiempos
que con el tratamiento #cido.

No se observé separacion de 10s | Se extrajeron los caparazones, sin tejido
& caparazones del tejido camico. | camico adhendo, con textura blanda y
Solamente una decoloracion y | color blanquecino y opaco.

ablandamiento de los caparazones.

Se observd mayor ablandamiento y
decoloracion de los caparazones y -
12 mayor grado de separacion del
caparazon del tejido camco sin llegar a
completarse.

Como se observo, la via alcalina de separacion de ia came del caparazén de ias cabezas de
camaron, es mas rapda que la via acida y realiza la separacion de manera mas compieta que

en el caso de la via acda

En la actividad 2.3 durante la variacion de la i6n de la via slcalina que resultd

mas convemenie para la separacion se ulilzaron 3 concentraciones diferentes, se observé
que a fmayor concertracion de alcak, mas rapeda fue la separacion de la came de ios
caparazones, exceplo en el caso de la concentracidn a 5% de dicali, que no realizd la

separacion completa came-caparazon




En ef cuadro 12 se observa el iempo que se requind para realizar la separacion de 1a carne de
las cabezas segun ta concentracién de alcali con algunas observaciones especificas; dichas

cabezas fueron tratadas por inmersion en 1a solucién con agiacion esporadica.

Cuadro 12: Observaciones hechas a los efluentes de diferentes concentraciones de alcali .

Concentra- Tiempo (h) de separacion Observaciones.
cion de NaOM CArNe-Caparazones.
1.5% 16 Separacion de ta came;

reblandecimiento y decoloracion de
los _caparazones

% 24 Separacion mas rapida y compieta de
la came; mayor reblandecimiento y
decoloracion de caparazones.

5% 20 Separacion incompieta de la came de
los caparazones, mayor
reblandecimiento y decoloracion de
caparazones.

De la actividad 3.1, se hicieron las siguientes observaciones al efluente de separacion via
alcalina pretiminar a diferentes pH's y de Su postenor evaporacion.

En el cuadro 13, se anolan las observaciones hechas al precipitar los efluentes y las
muestras de 20 mililitros evaporadas y Que depositaron cnstales al fondo de I0S vasos.

En general, se observd que a pH 4.4 hubo precipitacion de proteinas en fomma de particulas
color rosa palido, y postenior decantacidn a temperatura ambiente, se logrd la separacion del
efluente y precpitado

Cuadro 13: Cuadro de observaciones de la preciptacion de los efluentes de separacion via
alcalina con HCI

“Operacién  realizada al | Obsesvacion T
efluente de separacion |
via aicalina. j
Precipitacion HCI t
PH 4.4 aprox !

Separacién de un cfiuente semr-transparente de color amaniiento y
! poca turbidez. y  preapitacion de la proteina al fondo del matraz
e ... _ . _lenftorma de particulas finas de color rosa péido
Sedimentacion durante 24 f Separacion dei preciptado y efluerte tsen diferenciados; a pH's
horas ligeramente mas bajos, hubo fltacion de ias particulas, y tras
I . _ | agnacién, se depostaron al fondoded matraz.
Evaporacion  de tas’| Formacién de cnstales de foana de estrelia de cuatro picos de
! muestras  a temperatura ; color rosa pahdo adhendos al tondo de los frascos (Cnstales no
{ambente | anahzados para efectos de la presente tesis)

|



Podemos decir lo siguiente de la precipitacién de los efluenies via alcalina:

-el pH o punto isoeléctnco es aproximadamente 4.4

-el precipitado obtenido deposita en forma de parnticulas color rasa palido

-la diferenciacion efluente-precipitado es faciimente apreciable y por lo tanto es mas facil la
separacion.

-se requiere de decantacion para hacer 1a separacion manual efluentes-precipitado.

De 1as pruebas pretiminares se observo que el pH al que hubo mayor precipitacion de proteina,
fue a pH de 4.4, por lo tanto se divih6 el resto del efluente en 5 matraces de 2 litros, para
modificar su pH hasta 4 4.

Al realizarse la precipitacion de fos efluentes por compieto, se observé que el pH del punto
isoeléctrico, oscilaba entre el 46 y 4.4, punto en el cual, como ya se habia mencionado
previamente, las proteinas precipitaron en forma de pequefias particulas color rosa palido que
se depositaron al fondo de los matraces, y en ocasiones, cuando el pH caia hasta 3.5, fiotaron
en conjunto hacia la superficie del efluente; cuando esto sucedid durante la decantacién se
agitaron los efluentes dentro de los matraces hasta que las particulas se depositaron al fondo
de los matraces.

Segun Nonte, el valor de pH en el que se obtuvo el punto isoeléctrico en donde se observd
una mayor precipitacion fue de 4.9, representando un 24.2 g de precipitado por litro del

efluente.

Para encontrar el pH en el que precipitan la mayor cantidad de proteinas de {os efluentes de
separacion came-caparazon a diterenies concenmraciones de adlcah, de {a actividad 31.2.1, se
observa en ia figura # 10 ia curva de pH de la separacdOn via alcalna al 1.5% de
concentraciOn; se requineron 35 mi de HCH por itro para precipitar jos efluentes de separacion
via alcalina (solucon NaOH al 1 5%) Es decir, para disminuir el pH de ia solucion de NaOH al

1 5% desde 12.44 hasta 4 42 (punlo 1soelectnco de 1as proteinas)



Figura # 10: Variacion del pH del efluente
trat. NaOH 1.5%
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“NOTA: En todos Ioe grificos da cambio da pH, 1a curva s debane n el punto isosiéctico ya que
lievarse a cabo L3 pfecipitacitn, deja de agregarse acido clorhidinco

También se observé que a pH menor de 4.4 se foMmd uUNa espuma en la superficie del efluente
que provocaba su desbordamiento del matraz.

Los efluentes se separan mas defindamente y la fase liquida fue ligeramente turbia (con
respecto a la separacion aicalina al 2%). Esto puede deberse a una menor presencia de soldos

suspendidos o solubles en agua o a una menor cantidad de proteinas sin precipitar.

De la actividad 3.2.1 con respecto a la concentracion de la solucion de aicali al 2%, se cbservo
que se requineron 50.2 ml de HC! por itro de efluente de separacdn via alcalina al 2% pera
precipitar proteina. Esto constituye un mayor volumen de HCI agregado que en el caso de 10s
efluentes via alcalina al 1.5%, ya que se trala de una solucidn de mayor concentracion de

feaciivo
En el Figura # 11 se observa que el pH de preciptacion 0 puMo ISOEHECINCo de precipit acion

de las proteinas (pH 4 42) se alcanzo después de agregar 50.2 mililitros de HCI por litro de

efiuente
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Figura # 11: Variacién del pH del efluente
trat. NaOH 2%
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De (a actividad 3.2.1 y reiativo a la concentracién de 1a solucidn aicalina al 5% se puede
observar en ta Figura # 12 , que se requirieron 115 ml de HC1 por litro de efluente para
precipiar proteina a pH de 4.44 . Esto es debido a que 13 solucion de NaOH al 5% tiene una
concentracién muy alta y para disminuir su pH y liegar atl punto isoeléctnco se requiere también

de una cantidad mayor de HCI.

Figura # 12: Variacién del pH del efluente
trat. NaOH 8%
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En ¢l cuadro 14 se resumen las cantidades de HCI requendas (ml) para precipitar las
proteinas de los efluentes de las 3 diferentes concentraciones de alcah y los pH's de
precipitacion de cada una:

Cuadro 14: Cantidad requerida (ml) y pumos isoeléctncos a diferentes concentraciones de

Blcali.
CONCENTRACIONES DE ALCALI
1.5% NaOH 2% NaOH 5% NaOH
PH de precipitacion 4.42 4.42 4.44
Mililerost HCVL | 35 50.2 115
Requeridos

Para obtener quitina y quitosan de la actividad 3.3.1 a partir de los caparazones separados en

el tratamiento inicial via alcalina se obtuvieron las cantidades mostradas en el cuadro 15.

Cuadro 15 : Peso (g) de caparazones S€CO0S, Quitingd y quitosan oblenidos a partir de las

cabezas de camardn tratadas inicialmente por via alcalina (1.5% NaO#).

Peso seco obtenido
Components
(| B
VIA ALCALINA
Caparazones molidos tras el tratamiento acido (HCI al 1.5% viv) 489
Quitina 16.89
Quitosan 1.5
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En la figura # 13 se muestran graficamente los pesos (g) ottenidos de caparazones secos,
quitina y quitosan a panir de las cabezas de camardn tratadas inicialmente por via alcalina
(1.5% NaOH); sobre la hgura se puede decir que las cantidades en peso seco de quitina y

quitosan son de bajo rendimiento en comparacion con la canlidad en peso seco de

caparazones.
| 0,4 P
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if 4 -t '
2N -1 ; -
@3 i i I
154 ; LS
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ol LY==
Caparamnes Qitm Qunsdn
malidos vat
NaOH 1.5%. [bmoi;an-q

Para obtener quitina y quitosdn, de la actividad 3.3.2, en i|a figura #14, pueden compararse

los porcentajes de caparazones Secos y mokdos, quitina y quitosan obitens a las dif
concentraciones de aicali de separacidn came-caparazon iniciales.

Y en el cuadro 18, se observan los rendimientos de caparazones S€Cos y mokcdos , quitina, y
quitosan, todos obtenidos a partic de la muestra inicial y de las diferentes concentraciones

utibzadas de alcal (5%, 2% y 1 5%)

Cuadro 18: Rendutientos ¢de QuUIing / caparazones Secos y de qudosan / Caparazones secos
para las concentraciones de aicall de 5%, 2% y 1 5% NaOH.

Conoarwracidn de Rorcimiento de Rurxrrierto e
dlcabi qitre / capararones ssoos | ItOREN / CRpEraETES SNOS
5 % NaCH 0.3885 02939
2%Na O+ 0.5457 0.3586
1.56Na OH 0.3601 0. 2452
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Se descartd la concentracion de 5% de alcali por representar un gasto de HCI excesivo para
lograr |la precipitacion de Ias proleinas del efluente, esto io hace poco conveniente para efectos
de escalamiento a nivel piloto e industinal; ademas de que no resulta conveniente para efectos
de rendimiento de quitina y quitosadn, debe recordarse que a esta concentracion no se logrd
separar completamente ta came del caparazdn, y toda esa carga de materia va incluida en el
peso de los caparszones Secos y molidos, misma que aumenta el peso de la quitina y el
quitosan que no se puede considerar que se oblienen puros por tener materia adicional
adhernda a los caparazones, es decir, ambos podrian no estén totaimente desmineralizados ni
desproteinizados por o que el peso neto es mayor en comparacion con las otras dos

concentraciones de separacion.La quitina obtenida del tr iento con esta solucion, presentd

un color rosado-amarillento mas palido con respecto a la obtenida del tratamiento con solucién

alcalina al 1.5%.; esto indica que esta quitina fue mejor desproteinizada, y desmineralizada.

1

Figurs # 14 Comparacién de pasos secos oblenidos a difarentss {
de sicall. !
|

|

Paso seco obtenido
(9}

150%
!n 2%
as»

NOTA Las canthdades de pesO 5600 colfespondientes a la concentracion de 5% NaOH, no pueden
tomarsg como de productos PUrDs, ya que Ly sepanacidn Caime- Caparazones NIC1al no fue compieta y por
o tanto, la quihina y el qurtosan pueden CONENEr IMputaras COMO proteina adventicia Que Quedd adhenda
al caparazon




De la actividad 3.4 se calcularon los porcentajes de rendimiento del precipitado

€n el cuadro 16, sc observan ias cantidades de HCI requendas para aicanzar el punto
isoeléctrico en cada expenmento de repeticion de ia separacion care-caparazon via alcalina en

solucién de NaOH al 2%.

En este cuadro, se resumen los 3 expenmentos de repeticion, y se observa que se obtuvo un
rendimiento promedio del preciptado humedo de 24.11% (11.896 gAitro de eflueme) en peso
(después de |la centritugacidn, cosgulacion en attoctave y escurmimiento det agus de exudacién),
con respecto 8 la cantidad de muestra inicial. En contraste con el obtenido por Nonte, Miranda et s
que obtuvieron 24.2 g de precipitado por Wro det efluente, pero utilizaron desechos de camarndin
en general, no s6i0 cabozas de camandn.

Cuadvo 18: Cuadro de cantidades y rendimientos, de caparazones, Quitina y quitosan obtenidos.

exudacion, refngerado y atemperado.

Ademas se obtuvieron ios siguicntes porcentajes de rencimiento promedio en peso: 9.74% de

caparazones secos, 327% de quitinay 2 21% de quitosan. Esto estd repr

18 que Se muestra en fa siguiente pagina

[Experimento EPR1 |EPRZ JEPRI | PRO- | Promedio por | RENDIMIENTO | DESVIACION
MEDIO o de PROMEDIO | ESTANDAR
eflvents (gN) (%) DE
RENDIMIEN-
_ 10
Muestra {g) 480 | 500 | 500 | 493.33 - - N
Caper {9) | 4326 | 50.0 | 50.6_| 45.02¢ - T 874 08229
MIHCVL (mil) | 429 | 475 ] 48.1 | 488 455 - *
Precipitado 893 [ 131.5[1360] 116.98 11896 2411 4.7302
hamedo (g)* 3 | s R
Punto 4 4 412 * M * ®
isosldctrico  } 3 R
‘Quitina (g) 143 ] 186 [ 1543 16.19 S - 1/ 0.4785
Quitcasn (g) 81 j133f s e -t 22 0.4767
B Precipitado centiifugado, y coaguiado después de estenhzacén en autociave, sin agua de

en la fig
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Flgura 815: Rendimientos promedio de lOs sxperimentios de
repeticién

- ——

QOCapecazonesig)
OPieciptado humedo (9) l
OQuttine (g)
ipoutesante) |

En (a actividad 3.8 se obtuvo el porcentaje de h dad dei precipitado, éste fue de 89.36%

después de la centrifugacion. E5to significa que SHI0 el 10.64% del precipitado centrifugado son
séiios (proteinas. carbohidratos, cenizas y otros).

H dad del precipitado centrifugado (%) = 89.36

Materia seca del centrifugado (%) = 106446

Los resultados son simdares a los oblendos por otros autores (DePaola et al 1989) para
determinar 1a cantidad y calidad de 10s s6ik1os protein#ceos recuperabies del efluente de un
pelador de camardn mecanico Se recuperaron los sohdos por precipitacidn con MCl y
centrifugacidon La recuperacion de soidos del efluente no tratado fue de 1% -2% en peso

(ca 10% proteina) y fue predecabie por turtedez El proceso preciplacion/centnfugacron redujo
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el nitrégeno organico total sobrenadante y la demanda quimica de oxigeno apfoximadamente

50% y la turbrdez aproximadamente en un 90% comparada con el efluente no tratado.

De la actividad 4.1 y como puede apreciarse en los cuadros 17,18 y 19 se cuantificd la
proteina (Método Microkjeidahl) del precipitado oblenida a las concentraciones mas

convenientes de separacion iniciales.

Cuadro 17: Porcentaje de nitrégeno totat y pe ina del precipt de la sep 6
alcalina al 1.5 % de concentracion inicial.

TWO DE (NaH6.28)=% | OBSERVAC
MUESTRA PRUEBA PRUEBA METODO | %NITROGENOC PROTEINA JONES
T et [N¥Ogeno | IMcro- MEDIA= | MEDIA= | Mucwa
" total Kyrdchmhd $.5318 33.8715 seca
inicial.
NOTA: E! % de ntiogeno total oblenwdo det método de Microieldahl, se muftiphca por un factor de

COnNversidon Que pard CAMCos es 8 25 Fuente. (¥urk ot al, 1996)

Cuadro 18: Porcentaje de proteina del precipitado de la separacion aicalina ol 2% de
concentracidn inicial.
TWO DE (Ne){S.25)% | CRBERVAC
MUESTRA PRUEBA PRUEBA METODO |%MNTROGENC PROTENA oNES
Precipitado 2% | Ny 6geno ) Mcio- - MEDIA = Musstra
de NaOH inicial {otal Quimica Kkamni  MEDA= ST122 o o00s seca

NOTA: El! % de nitrogeno total obtendo del método de MicroKjeldahl, se multipkca por un factor de
conversidn que para carmicos es 8 25 (Kuirk et al. 1996)

Cuadro 19: Porcentaje de grasa del precipitado de separascion alcalina al 2% de
concentracion inicial,

MUESTRA | PRUEBA | TRODE | meTono | xomasa | OF-RVA-
f
Precipitado 2% MEDIA=
de NaOH inicial Giasa ! Quimica Soxhlet 11 5168 Muesya seca

Nota: solo se cuantincd la grasa pot Soxhiet en ol preciptado obtemdao al 2% de NaON incal

El dato de porcentaje de grasa fue muy simdar al obtemdo por (Nonte et al)




En el cuadro antenor, se observa que el porcentaje de proteina obtenido al 2% es mayor que

¢l de 1.5%, criterio tomado como base para !a seleccaibn de la concentracion de aicati mas

conveniente.

Los resultados experimentales pueden ser comparados con los obtenidos por Kobelke (1989)
y se anotan en el cuadro 20:

Cuadro 20: Composicion de de hos de cab de on
Componente (%)
Quawna o 135- 175 |
Proteina tota! 29.0- 37.5
Proteina Adventicia | 20.0- 260 |

Proteina Finrnermernte wnida 90 - 100

Ceniza (CaCOy) 250- 270

Matena Soluble y otros 325 _—J

Fuente: Kobelke D.N, 1989.

En la actividad 4.2, por ei método colonmétnco de Takiguch: se cuantificé el porcentaje
promedio de proteina del precipitado obtemdo, este porcentaje fue de 0 8889% para el
precipitado humedo, 13.1623% para el preapitado seco graso y de 8 3883 % para ef

precipitado seco NO graso, CoMmo puede observarse en el cuadro 21,
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Cuadro 21: Andlisis cuantitalivo de! porcentaje de proteina de ios precipitados por el Método
colofimétrico de Takiguchi.

™ Absorbanci (Bunm)] % Prowina % Promedio
de prowina
Preciptado 1.19 0.94 0.868%
Homedo (KK 0.8768
1 0.7099
Precipiado seco- 1.52 18.2521 13.16236
graso 14 11.06
7.25 9.875
Precipitado seco- 1.2 9.4736 8.3883
no graso 0.85 ©.7105
113 6.92105

En este cuadro se observan los porcentajes ottenidos de proteina de los preciptados por la
técnica de Takiguchi.

Esta yOor pt ia de protei en el precipitado seco graso, puede deberse a que algunas
de las proteinas contenidas en é1, sean lipoproteinas que on el precipitado seco-no graso, se

hayan eliminado durante e proceso de extraccion de grasas de Soxhiet.

En la actividad 4.3 se realizo !a higrotisis del precipitado; las muestras de las ampolietas que
no se hidrotizaron a atas temperaturas (105°C; 20-22hrs), no presemaron lectura, es decir, No

hubo hidrolisis solo por el medio #cido, asi que no se t 00 N ¢ para los demad

analisis cromatograficos

En la actividad 4.4 se realizd ¢l andhsus cromatografico en papel dge los aminoacidos del

precipitado.

De lodas ias cromatografias en papel reahizadas durante a sxpenmentacion se tomaron las 3

Que se acercaron mas en valores de Rf's.

En la actividad 4.4.2 se dentificaron los anmino aCidos presentes en ef preciprtado hxrolizado
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Se lograron identificar 6 de los 10 aminoacidos esenciales y algunos no esenciales como

puede observarse en el cuadro 22,

Cuadro 22: Aminoacidos identificados en el precipitado de cabezas de camaron.

[Esenciaies No esenciales
Arginina Asparagina
Treonina Acido glutamico
Triptofano Cistina
Isoleucina Cisteina
Metionina Glicina
Fenilalanina Prolina
* Tirosina

Nota: Los aminodcidos mencionados en la tabla fueron identificados para el sistema de
solventes de n-butanoi- Ac. Acético glacial- agua. y con los Rf's patron obtenidos duramte [a
experimentacidn.

Los aminodcidos encontrados experimentalimente en la muestra coinciden con [0S encontrados
por Simpson (1998) cuyos estudios fueron reslizados para indagar qué aminodciios se
encuentran en la came de camardn hidrotizada con enzimas como !a tripsina y la quimotripsina,
se encontraron akos niveles de : glicina, alanina, arginina, prolina y valina. De eHos, la mayoria
pertenecen a los aminoacidos que influencian el sabor, como son: alanina, arginina, gticina,
acido glutdmico y prolina, Komata (1964) también encontrd glicina, valina, alanina, acido

glutamico y parnticularmente metionina.

Como una aitemativa, se buscd rewtilizar los efluentes como medio de cultivo después de
precprtar las proteinas y ajustando el pH del efluente del tratamiento seleccionado a los
pH's Optimos  para et creamiento de los hongos y levaduras a inocular; lo cual se presenta en

el cuadro 23.
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Cuadro 2J): Microorganismos inocutados y condiciones de los matraces con efluentes de la
separacion via alcalina.

Microorganismo

Crecimiento

Matraz |PH Temperatura y
Inoculado condiciones de
incubacion
1 513 Hongo Temperatura ambiente: Positivo
26°C
2 4.51 Hongo Temperatura amixente: Positivo
26°C
3 4.15 Hongo Temperatura ambiente Positivo
26°C
4 7.08 Levadura Saccaromyces Temperatura: 37°C; Positivo

cerevisieae

agitacidon continua®

“Agitador Rotatono
Edison, N.J., USA.

tncubador de Ambientacion Comrolada New Brunswick Scientific Co Inc.

De esta manera pudo comprobarse que los efluentes del tratamiento propuesto por la presente

tesis pueden ser reutilizados

Puede afirmarse que con la experimentacion restizada, se consideran cublertos los objetivos de

fa presente investigacion con resultados positivos: puede recuperarse proteina a partir de

cabezas de camaron de la especie Candean macrobraciam por medio de un tratamiento

alcalino a baja concentracion (2%) por medio de una precipitacidn con acito clorhidrico.




CONCLUSIONES
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Basada en una experimentaciéon a nivel [aboratorio de 8 meses de duracion, la presente
investigacién cumplié sus objetivos y se pueden hacer {as siguientes conclusiones:

e La via mas conveniente de separacion exoesqueleto-matnz de tejido organico de las
cabezas de camarén es la via alcalina.

e Entre las concentraciones de aicali utitizadas en la presente investigacion, 1a concentracion
mMaAs conveniente es de 2%; si se desea solubilizar Ia mayor cantidad de matriz de tejdo
orgénico del caparazén de la cabeza de camardn en el menor tiempo posible, mientras que
las concentraciones de 1.5% y 5% resuftan insuficiente y excesiva respectivamente.

e El porcentaje promedio obtenido de quitina es de 28.25 y de quitosén es de 17.15 ala
concentracidon de 2 % de dlcali.

e El tiempo promedio de la separacion aicalina a una concentracion de 2% y con agitacion
esporidica es de 12-14 horas.

e El porcentaje precipitado por punio isoeléctfico de (a separacion alcalina al 2% de dicali es
de: 24.11%.

e La separaciOn aicalina y la precipdacidon de proteinas son una buena atemativa de
tratamiento de los desechos de la industria camaronera en México ya que por Sus
caracteristicas, no requieren de 1a ulilizacion de equipo sofisticado.

. Loseﬂuemesdelnpredmménpuedenmmumoomomedmsdewnwop-mhongosy
levaduras en lugar de ser desechad

e E| precipitado oltenido contiene 6 de los 10 aminodcidos esenciales, y 7 de los
aminoacidos no esenciales.



RECOMENDACIONES
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Se recomienda continuar con la investigacion de la presente tesis de 1a siguiente manera:

Experimentar sotire los efluentes de la precipitacion con el objeto de avenguar si éstos son
reutilizables para posteriores separaciones y cual seria su vida Gtil.

Realizar el escatamiento a nivel piloto de la separacion alcalina al 2% de concentracion.
Realizar un estudio socioeconomico que determine si es rentabie realizar una inversion en

México en dicho proceso a nivel industnal . determinar 1a ubicacion ideal de la planta y su
tasa intema de retomo.

Realizar un estudio mas profundo de los subproductos (por ¢} > de los cristales de la
separacion via acida; de los preciptados de los eftuentes del tr o de ion de
quitina) y cromatografia de gases; que no fueron realizados por no contar con el equipo
necesano en el laboratono.

Wtilizar el precipitado seco como ennquecedor para alimento para animales y evaluar el
beneficio en el desarmolio de los mismo.

Utilizar el qurtosdn como coadyuvante en la separacion de la proteina de los efluentes y
comparar con los resutados de 1a via de separacién quimico-aicakina de la pr tesis.

Hacer la separacion via sicatina con agtacion mecanizada y continua para observar la
reduccion de tiempos de separacion came-caparazén de las cabezas de camann.
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GLOSARIO

Aminodcidos. son las unidades constitutivas de las proteinas, unidos entre si por medio de
enlaces covalentes también llamados enlaces peptidicos. Todas las especies de vida son
capaces de sintetizar al menos alguno de los 20 aminodcidos en las proteinas: Alanina,
Arginina, Asparagina, Aspartato, Cisteina, Fenilalanina, Glutamato, Glutamina, Glicina,
Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Prokina, Senna, Tirosina, Treonina, Triptofano,
y Valina.

Arminoscic isles: son aquéllos que no pueden ser sintetizados por los seres
humanos por no contar con al menos una de 1as enzimas de cada ruta metabdlica y que por lo
tanto deben ser ingendos en la dieta Los aminoaciios esenciales son : Arginina, Histidina,
Isojeucina, Leucina, Lisina, Metionina, Fenitalanina, Treonina, Triptofano y Valina.

Coaguiacidn: Formacion de agregados a partir de un sof coloidaimente inestable que conduce
a su separacion macroscopica (codgulo), por accidn del calor 0 de agentes quimicos o
enzimaticos. En el caso de las proteinas, se refiere a su asociacion aleatona o agregacion en
estado desnaturalizado en la que predomina la interaccion proteina-proteina sobre la
interaccidon proteina-dgisotvente, to que provoca la tormacion de un codguio poco ordenado.

Colorimetria: método analitico cuantiativo para determinar la concemracion de una sustancia
disuelta o suspendida a partir de ja intensidad del color de su disolucion 0 de la de los
productos de su reaccion Con otra sustancia, siempre y cuando la coloracion obedezca 1a ley
de Lambert -Bceer.

Cristal: Sélido con formas caracteristicas, producido Por una disposicion de sus eb
(8tomos, iones o Moléculas). segun un orden detenninado que es ef Que forma la red cristalina.
Cuerpo sdlido con estructura triplemente periddica que ha adoptado una forma polibdrica
dependiente de su estructura.

Cristaliracién: formacién de porciones de matena con esructura cristalina, y en ciertos casos,
con formas poliédnicas, a partir de una soluciéon o de un I'quido. gas o solido amorfo. La
cristalizacion se puede inducir por adicion de iniciadores 0 “semiilas” a soluciones saturadas, o
por 1a reduccion de la temperatura.

Cuajar: coagular un coloide, pnncipaimente organico, como sucede con la leche para obtener
el queso

Cuatitativo: que s6lo se refiere a la clase o caldad de 105 componentes de una mezcia, pero
no indica la cantdad

Cuantitativo: referente a 1a cantidad 0 proporcion de los componentes de una mezcia

Decantacién: Separacion de la tase liquda sobrenadante del solido precpitado

Des: ] ion de pr inas: La estructura de las proteinas, puede verse alterada por
drversos agentes Quimicos, fisicos o fisicoquimicos, sin que ocurran cambios en 1a secuencia
de los aminoaados Esta périxia de la conformacidn onginal se {lama desnatuwrakzacon, la
cual, segun Mertz, se define como cuaiquier cambio en una proteina globular Que disminuye su
solubilidad en el punto 1soekécinco

Floculacién: En un sol coiowxtalmente inestable. de agregados de estructura Ppoco compacia
qQue pueden separarse macroscopicamente En el caso de las proteinas. se retiere a ia
as0ciacion de estos polimeros sin desnaturahzal, que ocurre generalimente por 1a supresson de
las fuerzas electrostaticas de repulsion que estabslizan 1as cadenas
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*Floculacidn= coaguiacién de las paniculas coloidales en forma de copos. La tloculaciéon se
verifica por adicién de un electrolto

Hidrolisis del enlace peptidico: |a hidréhsis de un peptido puede ser fotal que es cuando se
logra la ruptura de todos jos enlaces peptidicos que lo conforman, obteniéndose asi libres
todos sus aminocacidos, o bien ta hidrélisis parcial que es la ruptura de uno o varnios enlaces
peptidicos, pudiendo lograr rupturas en donde se involucran aminoacidos especificos.
Nutriente: nutrimento

Nutrimento: Sustancia con propiedades nutntivas presentes en la dieta

Nutritivo: que sirve para ta nutncion.

Pdptido: cuerpos protéicos sencillos que se forman por encad L de inoacidos; los
enlaces peptidicos tienen lugar por la union det grupo carboxilo (COOH-) de un aminoacido con
el grupo amino (NH2-) de otro aminoacido con desprendimiento de agua, formandose el grupo
CO-NH caracteristico de la sintesis de proteinas naturales y de la del nilon o del perion. EI
namero de aminodcidos en los péptidos varia por miles (oligopéptidos entre 2 y 9; polipéptidos
entre 10 y 100 y macropéptidos, mas de 100). En la digestion se d lan las protei en
aminoacidos sencilios por disociacion de las uniones pépticas; la sintesis bioldgica ocurre a ia
inversa,

Potenciometria: mélodo de analisis electroquimico para la detenninaciton de la concentracion
de iones de hidrogeno o del valor del pH. Las mediciones se realizan por medic de un
potenciémetro.

m.- es una molécula que estd constituida por un na iable de L-I] inodcidos

ente por enlaces peplidicos. y Son por cons bi de

mmobddos En general el témmino “proteina’ se usa para moléculas oompuesus por mas de

50 aminoacikdos. micntras que el témino “péptito” se utiliza para moléculas de menos de 50
aminoaciios.

Precipitado: sustancias, mas o menos finamente divididas, coloreadas 0 NCOKIRS, que se
depositan al afadir a una disolucion un precipdante.

Precipitar: Separacidn de sustancias disuelas por agregado de otras soluciones gque
reaccionan dando compuestos insolubies. La preaprtacion es un método de separacion usado
en quimica analitica

Punto isosiéctrico: pH en el cuat una molécula ionizable adquiere una carga eléctrica neta de
cero; en el caso de muchas proteinas , varia de 4 5 a 5 § y en estas condiciones generaimente
precipitan

Reaccidn de [os grupos aita-amino de jos aminoécidos con la ninhidrina: esta reaccion es
fa primera reaccion de estos grupos y se¢ empiea para detectar y vaiorar cuansativamente los
aminoacidos en cantidades pequeilas. La calefaccion con exceso de nintwdnna ongina un
producto purpdreo con todos {0S amnoacidos que poseen un grupo . -amino hbwe, mientras
qQue se forma un producto amanlio cuando se trata de prodna . aminodcido en el que el grupo
amino se halla sustituido

En condiciones apropiadas la itensidad del color producde puede empiearse para medir
colorimétncamente la concentracion del aminoacxdo, constituyendo un Método muy sensible.
Nota: esta reaccion es empleada para detecadn de aminoacdos en la cromatogratia en papel
que se realizo en la expenmenacion de la tesis
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Entre las técnicas de apoyo qQue ayudan al bioquimico a lograr sus metas ya sea: de
separaciéon y aislamiento, determinacion de pureza, caracterizacién, determinacion de la
estructura y correlacion con 1a funcién, o el mantenimiento de {a integndad estructural y
funcional, tenemos a las mas utitizadas como son: cromatografia electroforesis,
ultracentrifugacién, espectroscopia, microscopia electronica, el etiquetado con radioisotopos, y
ia difraccion con rayos X

En la presente tesis, se hard mayor hincapié en aquélias Que se utitizaron para analizar las
muestras como son: cromatografia en papel, electroforesis, y cromatografia de gases.

Cromatografia: es un proceso caracterizado por el flujo um'orme e inimemrumpido de una
mezcia (Qaseosa o liquida) a través de una fegion de otra {Latin inmovilizada
(liquida o sdlida) la cual, a través de vanos medios, permite la mngnabn diferencist de los
componentes de la mezcia.

Existen varios tipos de cromatografia, ‘pero existen dos caracteristicas comunes a todas las
técnicas cromatograficas :

Son procesos dinamicos que involucran el movimiento continuo de una fase (fase movil), la
cual originalmente contenia la mezcia, relativa a una segunda fase que es inmovil (fase
estacionaria).

La separacion se alcanza debido a las diferencias en gran parte a ias cuales 10s componentes
individuales en la tase movil interactoan con la fase estacionaria.

Cromatografia en papei: estn'émmsebonene‘mwmdemunmosemw
o distribuye entre dos fases liquidas debido a las diferencias en la solubilidad de los
componentes en cada fase

Este es ei mismo mmmquthMmmmMmumhs!mﬂa
por extraccion en un embudo separador con otro liGudo que es retati ible con el
primero. En un ambiente que contiene vapor de agua, ©f papel de cromatografia absorbe uns
cantidad de agua que mantiene entre las fibras de ceiulosa del papel. Esta agua se considera
como uno de los disolventes y constituye la tase estach in. Si se p qQue un disolvente
no acuoso (la tase movil) se trasiade welpnpelunmls-oopoﬂamm tan pronto
como el disoivente alcance a cualesquiera molécuias de soluto en el papet, éstas se distribuirdn
entre {as dos fases en una proporcion caracteristica de sus coeficientes de reparto. Cuanto
mas soluble sea un 50luto en Ia fase Movil, tanto mas se trasiadard el comp por el papel
en la direccion del flujo del disotvente y viceversa.

El papet por si mismo no estd quimicamente MOAficado durante su proceso de Mmanufactura,
consiste principalmente de fibras de celulosa y como tal, es reistivamente inerte. El papel es
especiaimenie preparado para cromatografis, con muchos grados disponibles, que varisn en
porosidad, 10 cual controla la velocdad de migracion del soltvente.

€l proposito pamano del papetl es sefvir como sopode inmovil para el agus, saturada con un
solvente organico, el cual sirve como la fase estacionana.

La fase mdvil es una mezcla liquida homogénea, llamada una solucitn reveladora
cromatografica Que consiste de un sotvente organico saturado con agua

R

La migracion de cualquier componente relatrva a la magracion total de ia solucién reveladora es
una propiedad cromatografica reproducible del componente en el solvente especificado tanto
tiempo COMO (as condiCiones NO Sean vanadas.

La distancia recomnda por un soluto en ia duecadn del flujo del disotvente durante una
Separacion cromatografica se caractenza mediants el 16nnino vaior de RY, que se define como

sigue’

Rf= distanca recomda por ef soluto
Distancta recomda por el disolvente
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Este valor es constante para un compuesto determinado bajo condiciones estandar, y refleja
estrechamente el coeficiente de distnbucion del compuesto

Cromatografia de columna Gas-iquido

Este método fue primero desamoflado por A. James y A. Martin en 1952 como medio de
separacion de compuestos volatiles. La resolucion de las mezclas de soluto y 1a sensibilidad del
instrumento son muy altas.

El rasgo distintivo de |a cromatografia gas-liquido es el uso de un gas inerte, como el hetio o el
argon, como la fase movil en una columna empacada heticoidal o lineal con un matenal sdlido
inerne que esta cubierto con un liquido hirviente. Durante 1a operacion, (a columna compieta es
normalmente mantenida a una temperatura elevada constante. Después de inyectar la muestra,
los solutos en la mezcta son vaporizados y transponados a través de |a columna en estado de
vapor via el gas inerte acameador. Mientras et vapor viene en comacto con ja fase liquida
estacionaria, 1a seleccion de la cual es gobemada por la naturaleza de los solulos a ser
separados, los solutos son panidos en la base de diferentes solubilidades en la fase movil
gaseosa y en la fase liquida estacionarnia.

Para la deteccion del andlisis cuantitativo de los compuestos mientras la fase movil emerge de
la columna son extremadamente sensibies y 50n capaces de detectar cantidades de matenal
tan pequeias como 10 7 de mol.
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