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Resumen

RESUMEN

México cuenta con una gran extension de litorales en donde se desarrollan diferentes
actividades pecuarias, sobresale, de todas ellas, la captura del camarén. La fraccion
comestible del camarén abarca el 50%, la fraccién restante, el cefalotérax o cabeza de
camarén, constituye la parte no comestible y representa en la actualidad un grave.
problema de contaminacién gue se tiene que abatir. El cefalotérax es considerado
como un subproducto rico en protefna (45%), quitina (16%) y pigmentos (2%)
(astaxantinas). Estos ultimos son considerados de mucho interés comercial debido, por
un lado, a la coloracién que imparten en la piel y tejidos de especies acuicolas y
avicolas, aumentando de esta forma su valor comercial y, por el otro, a los costos
elevados de produccion. Anteriormente al desarrollo de este trabajo, se propuso el
empleo de una. enzima proteolitica comercial (PA-3000) para separar a la quitina del
complejo quitina-protefna-pigmento, quedando unidos los pigmentos (astaxantinas) a
las protefnas; sin embargo, los valores de los rendimientos obtenidos de las
carotenoprotefnas fueron bajos (33.0 pg/g de harina desmineralizada). Por lo anterior,
en la presente investigacién se propuso emplear una quitinasa de Serratia marcescens
(Sigma-Aldrich®) para la obtencién de carotenoprotefinas empleando harina de
cefalotorax de camarén con un tamano de particula de 0.177 mm (malla 80) obtenida a
partir de cabezas frescas de camarén. Los resultados del analisis proximal fueron muy
semejantes a los reportados en la literatura, asf mismo, se estimé el porcentaje de
hidratos de carbono totales y reductores, siendo de 1.147% y de 1.103%,
respectivamente. Por otra parte, la cantidad obtenida de quitina a partir de la harina
de cefalotérax de camarén fue alrededor del 17%. La hidrélisis enzimatica se llev6 a
cabo, en primer lugar, determinando la actividad de la quitinasa sobre un sustrato
estandar (quitina comercial Sigma-Aldrich®), la cual fue de 0.023 U.I. Posteriormente,
se procedi6é a emplear a la harina de camarén como sustrato. Las condiciones con las
que se obtuvo la maxima cantidad de pigmento asociado a las protefnas fueron:
hidré6lisis sobre harina de camarén con relacion E/S = 42% (0.120 U.L) durante 24
horas de reaccion a 25 °C y con un pH de 6.0. Bajo estas condiciones, fue posible la
obtencién de 2.953 mg quitobiosa/mL, 19.733% de protefna soluble y 99.570 u g de
carotenoides totales/g harina hidrolizada. Este valor fue comparado con datos de ia
literatura indicando una recuperacibn 3 veces mayor en esta investigaciébn. La
astaxantina obtenida fue purificada por cromatograffa en capa fina para,
posteriormente, realizarle un andlisis por espectroscopia de IR, en donde se
obtuvieron bandas caracterfsticas para estos compuestos en la region de 3483 cml,
1125-1277 cm! y de 1650cmy?, correspondientes a los grupos funcionales alcohol,
cetona y carbonilo, respectivamente. Asf mismo, se realiz6 un estudio por
espectroscopia de UV-Vis en donde se obtuvo la A maxima de absorcion para la
astaxantina obtenida en esta investigacion la cual fue de 471 nm y de 470 nm para la
astaxantina comercial Sigma-Aldrich®. Basindose en lo anterior, es recomendable
realizar analisis confirmatorios de la presencia de este pigmento por medio de técnicas
analfticas alternas que presenten una mayor sensibilidad.




Introduccion

1.0 INTRODUCCION

En ngico a explotacxén del camarOn ocupa el cuarto lugar dentro de las

mdustrnas pesqueras de’ mayor produccxbn y rep sent en’ la actualldad una

lmportante fuente de divisas para el pafs. Las fraccx ne: vno comesﬁbles del

camar6n (cabeza) generalmente son desechadasen,

lta mar o en puertos y
tiraderos municipales, generando una fuente de contammacxén grave (esto es si se
toman en cuenta los altos voliumenes de captura e mdustrxallzacxén) ya que la
SEMARNAT, durante el afio 2002, reporté una capt_qra alrededor de 73,000 Ton.

Por otra parte, los residuos generados durante el’destabezédo pueden ser una

fuente de recursos muy importantes, ya que la‘~cabezé'6"cefa'lot6ré7ycud.é camarén

contienen todos - los
Adicionalmente, t

nimero de’aj

(Escobedo  y: col.;:1999, Los: plgmentos que se encuentran conformando a las

carotenoprotefnas forman parte del grupo de las xantofilas (forma oxidada de los

carolenos) de los cuales son pigmentos representativos los siguientes: lutefna,
capsanhna, zeaxantina, cnptoxantma, cantaxantina y astaxantina (Baduf, 1986). De
los pigmentos anteriormente mencionados, la astaxantina es el colorante empleado
comunmente en las dietas de animales para tenir los tejidos de especies

2




Introduccion

acufcolascomo son los,salniones,“ lél'trucha “salmonada’” 'y arco iris, asf como de

trucha "arco ris se encuentran interesados en

onsumidores, incrementandose

donde se propuso él mpleo 1 nzima proteolftica comercial (PA-3000) para

separar a la qulhna del complejo qulhna-prote(na-plgmento, quedando unidos los
pigmentos (astaxanhnas) a las proteinas y contribuyendo por un lado, a la
nutricion de dichas especies y, por el otro, a su coloracién, sin embargo, los

rendimientos que se reportaron en la recuperacion de las carotenoproteinas fueron




Introduccion

bajos. Por ello en este s(u io se,ﬁ 'puSo el empleo de una quitinasa de Serratia

marcescens (Sigma-A bar si los porcentajes de recuperacion se

incrementan al r uitina y la protefna, dejando el enlace

protefna-pigmento practicam

A continuacién se expondran los ‘objeﬁvoé de este trabajo enmarcados dentro de

un objeh’ifo‘ géxierjal.




Objetivos

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo gencral

e ,afotenbproie[nas del complejo quitina-

e Extraer la mc’tx|ma canh ad
caroteno-pro(elna del cefalotérax” de camarén mediante el empleo de una

enzima qumnolihca de St:rratm lmrc&scens

2.2 Objetivos pa'rlir:uk‘z)'e‘
e Caracterizar:la-harina del céféldtOraX'de camarén empleando un anilisis

proximal

. ,Cuanﬁﬁgér e i'l}obdr’a'rﬁ:l'av presencia . de; quitina: en el cefalotorax - de

camarén - -

. Determmar las mejores condlcwnes de extraccxén en las cuales se obtiene la

m&xnma canhdad e'pxgmento "asociado al complejo quxnna-caroteno-

proteipa "

 Determinar la can dad de pigmentos’y protefna extraidos

. Evaluar a presencxa ‘de” aslaxannna en las carotenoproteifnas obtenidas
empleando cromatograﬂa en capa ﬁna (TLC, por sus siglas en inglés), asf

como espectroscopia de IRy UV-Vis
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3.0 MARCO TEORICO - -

3.1 Caracteristicas del canmiardn

atas.caminadorasiy,’ porhﬁlﬁh\o, las branquias. La
e seis seginentps,abdoniihéles, cinco pares de ple6podos y la cola
que le sirve 'para nadar a contracorriente (Calderén y col., 1992).

En la Figura 1 es posible apreciar las partes que componen a un camaroén.

ler segmemnto abdominal
Ojo 2do segmento abdominal
Rostro 3er segmento abdominal
4to segmento abdominal

Sto segmenio abdominal
Gio segmenio abdominal

—a— Telsen

Pledpodos de locomocion Pleépodos de natacién
(5 pares) (5 pares)

Urépodos

Figura 1. Partes esquemaiticas del camaron (Anénimo, 2002)

TESIS CON <
FALLA DE ORIGEN
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3.2 Cor(:;z:osquitir;' del @fnl;ldrﬁi de camaron

La reéidn ,d'el' t;éfaiolbrax posee un contenido mayor de nitrégeno, a diferencia del
abdomen, ademés de contener gran variedad de minerales como calcio, hierro,
potasio y sodio, como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacién entre el anilisis proximal del cefalotérax y del abdomen
de camarén (Canipa, 1994)

Andlisis Proximal del camarén
Determinacién Abdomen de camarén _|{Cefalotérax de camarén (b.s)
Humedad (%) 78.2 -
Grasa cruda (%) 0.8 4.63
Proteina cruda* (%) 18.1 47.70
ICenizas (%) 1.71 26.86
Fibra cruda (%) - 19.35
“Calcio (mg/100 g) 63.0 10.47
Hierro (mg/100 g) 1.60 75
Bodio (mg/100g) | - 9.15
Potasio (mg/100 g) | - 2.76

* Nitr6geno multiplicado por un factor de 5.4

En esta tabla se observa que el componente mas abundante en el cefalotérax de
camarén es la fraccion nitrogenada, sin embargo, se cuenta con una cantidad
significativa de fibra cruda y cenizas. En la fraccion lipo6fila se encuentran, ademas
de las sustancias liposolubles responsables del aroma y del sabor tipicos del
camarén, los pigmentos liposolubles de tipo carotenoides, los cuales son los
responsables de la coloracién caracteristica del camar6n. Los pigmentos

carotenoides que se encuentran en el cefalotérax de camar6n comprenden

TESIS CON ’
FALLA DE ORIGEN
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estructuras ' muy, parecidas que global nte se conocen como astaxantinas. En la

Yentro de este grupo, los pigmentos

Figura 2's

astaxantina, la’ cantaxahﬁna y el astaceno (Chen y Meyers,

1982a) siendo la astaxantina el pigmento encontrado en una concentracién mayor,

leucina,” 7.05;

componente

camar6n y, en general, forma parte de la estructura de algunos insectos, asf mismo
se le encuentra en’ organismos’ como levaduras, hongos, bacilos, y algunos
crustdceos. La:quitina esta compuesta por unidades de glucosamina y acido

acético, como se aprecia en la Figura 3 (Muzzarelli, 1978).
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3.3 CoIornynles [

ui ‘pigm nto:u otra sustancia obtenida por la sfntesns o artlﬁcxo

impartir o acentuar el color, sm_especxﬁcar su uso o aphcacién

ongen o procedencia,:los colorantes son obtenidos por fuentes' naturales,.ya sean

mlcroqrgamsmos egelales, ammales o minerales. y aquellos producxdos‘por
smtesis'qu(mlca‘(snntéhcos) incluyendo a los idénticos a los naturales (Quintero y

col., 1993):

3.4 Caroyteuoiz?c‘s B

Los caroteﬁoides forman un grupo de compuestos liposolubles de color amarillo,
naranja y r;jo, ampliamente distribuidos en la naturaleza y constituyen uno de los
pigmentos mas in\'portantes. Estos compuestos se pueden dividir en dos grandes
grupos de"acuerdo con su estructura quimica: en carotenos y xantofilas (forma
oxigenada de los carotenos). En la naturaleza existen en forma libre, en los tejidos

vegetales, disueltos en lipidos, formando complejos con las proteinas,
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teraccion entre las protefnas y los carotenoides

entos 'y m difica el color que originalmente

(=] Astaceno

Figura 2. Estructura quimica de la astaxantina, cantaxantina y del astaceno (Badui, 1986)

| TESIS CON -
HALA-DEORIGERN
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atribuida”a: la coloracién. que proveen e
diversas’ funciones ‘metab6licas en‘a

conversién en vitamina A y la de actuar.com

3.4.1 Astaxantina

La astaxantina, 3,3-dihidro

stales color violeta. Su

pectro’de absorcién presenta las siguientes

longitudes de onda lfnaidma: 489 ipm en cloroformo, 480 nm en acetona, 478 nm en
etanol y 470 nm en hexano; al ig'u;;l’qure tros carotenoides es sensible a la luz, a la

temperatura, a los dcidos, al oxfgeno'y ala pfeseﬁcia de dlcalis (Veldazquez, 1995).

3.4.2 Fuentes de astaxantina

Crustdceos: Los crusﬁcéds y en especial su caparazon significan una fuente natural
muy importan(ei de a;@*anﬁna'que ha sido empleada como alternativa para la
pigmentacion dela plel y los tejidos del salmén en granjas acufcolas (Johnson y
col., 1980). También contiene altos niveles de quitina que puede ser aprovechable
en la industria cosmetolégica y alimentaria, ademas de poseer un alto contenido de

protefnas lo cual hace a los crustdceos una buena opcion a explotar.
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Sintesis qmnncana astaxanhna sintéhca es la fuente principal empleada para

plgmentar la p el{ :los te dos del salmén, es preferida por los productores de

salmén sobre ) xanhna debxdo a que se absorbe con una mayor eficiencia y
brmda una coloracnén mas natural y homogénea a los alimentos procesados. El
procechmxento comercxal empleado para la sintesis qufmica de astaxantina no es

del domxmo pubhco y por ello no es factible estimar los costos de manufactura

(Velazquez, ‘1995)

Fuentes nm:robt ias: La astaxanhna tamblén se puede obtener por medio de

inestabilidad’ del pigmento al extraerse con disolventes organicos (Johnson y An,

1991).

3.5 Carotenoproteinas
A los complejos formados por pigmentos carotenoides y proteinas se les

denominan carotenoprotefnas y se encuentran principalmente en organismos
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e confiere una estabilidad mayor y una dureza y rigidez a la

oductos estables en las cuales la molécula

encuentran complejos como la’crustacianin

astaxantina,i se : itiOS e cifico una glicoprotefna. Su

principal carotenoide,

3.6 Quitina

La quitina es“ el componente estructural principal de los exoesqueletos de
invertebrados tales como los crustidceos, los insectos y las arafas, se encuentra
presente también en las paredes celulares de la mayor parte de los hongos y de las

algas. Es, por tanto, casi tan abundante como la celulosa. La quitina es un
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Quitina J—
CH20H
H O,
o
h oH H o H H ~~
H NHCCH3 H NHCCH:s>
il 1l
N-acetilglucosamina N-acetilglucosamina
— n

Figura 3. La quitina, un homopolimero de N-acetil-D-glucosamina con enlace p (1-4)

La quitina puede emplearse como sustrato para la produccién de proteina
unicelular de muy buena calidad, la cual puede incorporarse en alimentos
balanceados para animales. La propiedad quelatante de la quitina dada por su
naturaleza policatibnica hace de este polimero un producto ideal para la
separacion de'colpides y particulas suspendidas que se generan durante la
elaboracion de cfex;tos tipos de alimentos, permitiendo la recuperacién de
materiales como proteinas, grasas e hidratos de carbono de buena calidad, que

pueden ser reciclados como alimento o forraje para animales (Voet y Voet, 1992).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3.7 Prolcinns
Las prolelnas son las moléculas orgdnicas mas abundantes en las células, ya que

constltuyen el 50 por ciento o mas del peso seco. Se encuentran en todas las partes

de cada célula, ya que son fundamentales en todos los aspectos de la estructura y

funcnén celula s, Existen muchas clases de protefnas diferentes, cada una de ellas

espec:allzad en‘una funcnbn blolégxca diferente. Ademas, la informacién genética

unidades : .conformacionales . de las protefnas. Estos se encuentran unidos

covalentemente entre sf formando largos polimeros ramificados mediante uniones

amida sustituidas:llamadas enlaces peptidicos. Estas macromoléculas, que reciben

el nombre d pohpéptidos, pueden contener centenares de unidades de

Las prote[nas se dividen en dos clases principales basandose en su

composncnén' ]as protelnas simples y las proteifnas conjugadas. Las protefnas simples
son aquellas vque, por hidro6lisis, producen solamente aminodcidos, sin ningin otro
producto principal, organico o inorganico. Las protefnas conjugadas son aquellas

que, por hidroélisis producen, no solamente aminoacidos, sino también otros

15
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componentes organicos o 'ihofgéhi os. - Las protefnas conjugadas pueden

clasificarse de acuerdo’ con la quimica de sus grupos prostéticos, como

nucleoprotefnas y hpo , rotel

s ‘cuales contienen acidos nucleicos y lipidos

respectivamente, asf c mo fosfo s,'imetaloproteinas y glucoprotefnas (Voet

y Voet, 1992). Ademas de io etale v"y lipidos, las protefnas pueden contener

otros numerosos compuestos: a través de interacciones débiles o de enlaces

covalentes, entre los ejemplos que cabe dves'tacar se encuentran pigmentos asf como

sustancias con actividades biolégicas diversas (i?ennen\a,' 1993).

3.7.1 Cohformact 1 de las proteinas

las cadenas pohpepﬂdlcas a lo largo de una dlrecc16n. La estructura secundaria es

sobre todo evndenle en las proteinas fibrosas, en las que las cadenas polipeptidicas
‘poseen una conformacion extendida o enrollada longitudinalmente. Lo mismo
ocurre en los segmentos de cadenas polipeptidicas de las proteinas globulares.
El término estructura terciaria se refiere a la forma en que la cadena polipeptidica se

curva o se pliega para formar la estructura estrechamente plegada y compacta de

16
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las protefinas globulares. El término estructura cuaternaria pone de manifiesto el
como se disponen en el espacio las cédeﬁas individuales polipeptidicas de una
protefna que posee mas de una cadenyl."»ll_a’mayor parte de las grandes proteinas,
ya sean fibrosas o globulares, contienen dos o rﬁ:’:s cadenas polipeptidicas, entre las

cuales pueden o no existir enlaées c'ovalén(es (Voet y Voet, 1992).

3.7.2 De_s;mtumlizncio‘n s

Muqhas,molé&u‘ia pféiéhﬁéas'sélo retienenfsu‘aéﬁvidad—bioh‘)gica dentro de un

interv‘a‘,lo,muy m ) . nde protefnas solubles o

ace experimentar un

: | desplegamiento de la

esh‘ucml;a‘nah'v_a plegada - de‘la; cadena: poli e'ptf;lica de las moléculas de las
proteinas globularés. Cuando la agltacnar}{ féfniica provoca que la estructura
plegada se desdoble, originando una cadena libremente ondulada, la protefna
pierde su funci6én biol6gica o actividad. Se han observado muchos casos en que
una molécula desplegada recupera su forma nativa en un proceso que recibe el
nombre de renaturalizacion. La renaturalizaciéon de una proteina no desarrolla
ninguna actividad biolégica que no se hallase ya presente en la protefna original. Si
la protefna desnaturalizada fuera una enzima, también puede recuperar su

actividad catalftica por renaturalizacion, sin ningin cambio en la especificidad de

la reaccion catalizada (Voet y Voet, 1992).
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3.7.3 Enzmlns

Las enzimas so pro fnas - que ‘se comportan como catalizadores acelerando la

velocidad de las

. e’se llevan a cabo en los seres vivos sin alterar el

que ‘la - misma enzima purificada. Generalmente, las

paraﬁ{éq;t:ié ,"expeA
enzimas yf’ qh
reaccién (Adl
1) Concentrac

respecto:a‘:
2) Relacion : 'dl'aci:i‘v‘de enzima relativa a la
3) Valor idev'pH Y > € nde’de la concentracién de iones

hidrégeno del medl y q e fecta ala carga eléctrica de la enzima y, por

tanto, determma su estructura funcxonal. Los sitios activos de la enzimas se

18
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pos ionizables que deben encontrarse en la forma

ener la conformacion del sitio activo, unir los

conduce a la restauracién de los sitios activos (Garcfa, 1997).

3.8 Quitinasas

La hidro6lisis enzimatica de la quitina, es realizada por un sistema quitinolitico, el
cual consiste de una hidrolasa o quitinasa la cual rompe a la quitina para producir
quitobiosa (Sigma-Aldrich®, 2001).

La produccion de quitinasas se encuentra muy distribuida entre las bacterias
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Chromobacterium, - Klebsella, Pseudomonas, Serratia, Clostridinm, Bacillus y Vibrio. La

quitinasa fafribién es sintetizada por algunos protozoarios y por diferentes tejidos

glaridi:lares el snstema digestivo de muchos nematodos, policatos y ohgocatos,

moluscos y. artrbpodos. En organismos vertebrados, la quitinasa es secremda porel
pancreas y. la mucosa gastrica de los peces, insectos, anfibios y reptlles. La fuente

de obtencxén de quntmasa purificada es a partir de culhvos ﬁltrados de

Streptom Jccs gr : us, Aspcrgdlus niger, Bacillus llmrmgxcns:s y Serrntm marcescens. La

qu[hnasa es speclﬁca para el pollmero N-acehl-D-glucosamlna, posee un_ pH

‘6ptimo de

es” estable

materna y sus derlvados alqmlados seen un fecto promotor de crecimiento

(factor blﬁdus) para la bacterla Lactobnallus bifidus que, al igual que otros

mxcroorgamsm S omo L nctdoplulus, son parte importante de la flora intestinal
normal; chh mxcroorgamsmos intervienen en procesos de asimilacion de

productos la ‘parhcularmenle ayudando a desdoblar la lactosa. Otra
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emplearse . como ““alimentacién - animal

proporcionando - i \ « ratos de carbono y protefnas de alta

calidad (Patil y col., 2000).

aenzima ‘quitinolitica de Serratia marcescens para la obtencion de

cnrolenoproiémns

La en2|ma quitinolftica™; de Serratin _marcescens es una- hldrolasa cuyo nombre

comerc:al es ' tm se-ngma“—" y su nombre sistematico es 1 4-p-polx-N—
acehlglucosamldasa, hene un costo en el mercado de $1,850 pesos por cada 10

unidades enznmancas y un gramo de dlcha enznma equivale a 570 U. Asf mismo, la

quitinasa es una exoglucanasa},’ capazhde hidrolizar el enlace p-1,4-N-

acetilglucosamina (Quitina) para pyr'oduci't;qlglitobiosa bajo la siguiente reaccién:

Quitina + Hzo Quitnms o, Quitobiosa

La reaccién anterior se lleva a cabo‘a un valor de pH = 6, una temperatura de 25 °C

y un Hempo de reaccién de 7 horas (ngma-Aldnch@’ 2001).
Con base en estos conceptos, a conhnuacnon se presenta la metodologfa empleada

en esta investigacion
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4.0 MATERIALES Y METODOS

En general, l]a metodologia de esta investigacién consta de dos partes; la primera
consiste en la obtencién y preparacion de.la muestra como se describe mas
adelante. La segunda se refiere a la hidrélisis enzimatica tanto de la quitina

comercial- de la marc'a~Sigma-Alcklri'cl'\i0 como de la harina de cefalotérax de

camar6n. La‘actividad enzimatica se obtuvo en funcién de la cantidad de

maxima (A maxi n)val‘:':anmda por el complejo formado por la

quitobiosa y el reac DNS, dicha A maxima se determiné realizando un

barrido en UVfViS'a in‘estindar de quitobiosa, que se presenta en el anexo 3,
inciso B. De eshi for(n = terminé la actividad enzimatica de la quitinasa sobre

quitina comercial y sobre la harina de camarén.

4.1 Equipo empleado durante la parte experimental
En la Tabla 2 se presenta el equipo empleado durante la preparacién y

caracterizacion de la muestra,
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Tabla 2. Equipo emplcado durante la preparacién y caracterizacion de 1a muestra

Equipo Especificaciones
Cuarto de secado Marca: Kinet; modelo: 53874
: CeCoCo tipo S. Serie: 4021; modelo: 1245; Armazoén:
Molino de cereales
2D56
Tamizador mecanico Marca: Steve-Shaker portable; N° 6958; Patente No.
3002895
Balanza analitica Marca: Sartorius; modelo: 1207 MP2

Agitador orbital (“Vortex™) || Marca: Scientific Industries, Inc; modelo: G-560

Espectrofotometro Marca: Perkin Elmer; modelo: C 618-0337
Horno de conduccién Marca: Felisa; modelo: FE-293
Parrilla de agitacién Marca: Thermolyne II; modelo: Type 1000

4.2 Obtencion y preparacion de la muestra
Las muestras de cefalotérax de camarén fueron adquiridas dentro del drea de
pescados y manscos de la Central de Abastos de la Ciudad de Meéxico, D.F.

conocida también como “La _Nueva Viga”. Las cabezas fueron proporcionadas

gratuitamente *. por lo comercnantes. No se seleccionaron especies, pero

predominaron las cabezas e amarén;café (Penaeus_aztecus) y blanco (Penacus
vannamei), ambas del Golfo ‘de Méxlco. Una vez adquiridas se transportaron al
Laboratorio E-301 del Programa de Ingenierfa Qufmica Ambiental y de Qufmica
Ambiental (PIQAyQA) de la Facultad de Quimica de la UNAM, en bolsas de

plastico de color negro y en hielo para evitar su descomposicion.
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4.2.1 anado

Las muestras d cefalotérax de camarén se lavaron al chorro de agua para eliminar

4.2.5 Se;ndo B

La harina des a'es secada a una temperatura de 50 °C durante 2 horas

empleando un horno’convencional.
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4.2.6 Alnmccnm_ﬁtfenlo i

l‘li\"a‘ceiﬁa,. en fraséps ‘color ambar _'dejbidaymente etiquetados,

determiné la canh’dad de: quitina‘e uestra’ por el métod propuesto‘ por‘

Spinelli, en Slmpson y Ha : al 1nvolucra una doble hxdréhsxs basxca de

la harina de camarbn a reﬂu;o y a temperatura de ebullicién, segunda de una

hidrélisis acida dgl materlal restanle a 25 °C durante 12 horas (Inciso [, Anexo 1).
La quitina obtéﬁida (qulhna 80, debido a que se obtuvo de la harina de cefalotérax
de camarén con vnﬁmero de malla 80) se caracterizé mediante espectroscopia de IR,
asf mismo se le determiné el porcentaje de humedad y nitrégeno por las
técnicas de secado y Kjeldahl respectivamente y los resultados se compararon con
los reportados por el provee'dor para la quitina comercia Sigma-Aldrich®

En el Diagrama 1 se puede observar el resumen de cada uno de los pasos

mencionados.
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Diagrama 1. Obtencién y preparacién de la muestra

Obtenci6n del cefalotérax
de camarén

v

[ Secado(60 °C/ 24 horas) I
v

E Molienda ]
v

Tamizado 0.177 mm
{Malla Num. 80)

Caracterizacion
de la muestra -+

Desmineralizacién
(EDTA 0.5 M/1 hora)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

rSccado (Homo 50°C/ 2 horas) ]

Caracterizacién

de la muestra ‘-

( Almacenamiento I
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4.4 Hidrdlisis enzimitica

En la Tabla 3 se presenta el material empleado durante la parte enzimatica de este

estudio.

‘Tabla 3. Equipo y material empleado en la hidrélisis enzimatica

Material

Especificaciones

Parrilla de agitacién magnética

Marca: Termoline II

Equipo de agitaci6én con termostato

Marca: Exacal

Agitador orbital (“Vértex”)

Marca: Scientific Industries, modelo: G-560

Espectofotometro de UV-Vis

Marca: Becman; modelo DU-65

Espectofotometro de IR

Marca: Perkin Elmer; modelo: C 618-0337

Centrifuga

Marca: Ependorf; modelo: 544

Quitinasa de Serratia marcescens

Marca: Sigma-Aldrich® (EC 3.2.1.14)

Quitina (99 % de pureza)

Marca: Sigma-Aldrich®

Quitobiosa estandar (99.9 % pureza)

Marca: Sigma-Aldrich®

Astaxantina estandar(99.9 % pureza)

Marca: Sigma-Aldrich®

Dentro de las especificaciones de la quitinasa de Serratin marcescens figuran la

siguientes (Sigma Aldrich, 2001):

e Numero de catalogo: EC 3.2.1.14

e Hidroliza el enlace B-1,4-N-acetilglucosamina (Quitina) para producir

quitobiosa bajo la siguiente reaccion: Quitina + H20O—CQuuinasa_p,. Quitobiosa

e 570 unidades /gramo s6lido

e Una unidad libera 1 mg de quitobiosa a partir de quitina durante 1 hora de

hidrolisis a 25 °C y un valor de pH =6

TESIS CON
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4.4.1 Dclcrmiuai:iéu de la actividad de la enzima ntilizando quitina comercial

La hldréhsxs en er plreandcro:aui&naﬂ (Sign\a-Aldrichw al 99%

de pureza) y

alicuotas'de 150, 180, 210, 240, 270,

300, 330, 360, 39 e Hiempo, se procede a
inactivar la enzima ¢ e acido 3,5 dinitro salicflico (DNS) el

cual también e: 'llevar a, cabo la determnnacx()n de hidratos de

carbono redixc que se descnbe en el inciso G del anexo 1. De esta manera se

cuantificé la QUitbbiosa obtenida por la hidré6lisis enzimatica. Los datos obtenidos
de la hidrélisis son interpolados en una curva estindar de quitobiosa (Anexo 2
inciso H) y - se construye una curva que relaciona la hidrolisis de la quitina con la
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cantidad de quitobiosa (carbohidrato reductor) liberada a través del tiempo. De
esta manera, se calcula la actividad enzimatica de la quitinasa sobre la quitina

comercial.

4.4.2 Hidrdlisis enzimidtica empleando harina de camarén como sustrato
La hidro6lisis del cefalotérax de camarén se realiza de la misma manera variando
unicamente algunos factores

* .Se'emplea como sustrato harina de cefalotérax de camarén.

a reaccion ‘de DNS) en el tiempo,

tomando alfc do a los tiempos 0, 30, 60, 120, 180,

240, 300,,.360 420 minutqs'lﬁara las E/S de 35 y 10.5 % y se tomaron
alfcuotas de 100 uL del hidrolizado a los tiempos 0, 14, 21, 24, 26, 28, y 30

horas de reaccion para las R/S de 21 y 42%

4.5 Recuperacion de pigmentos y determinacion de proteina soluble
Sobre las muestras hidrolizadas (7 horas y 30 horas) se procede a inactivar la
enzima por reduccién del pH, agregando al extracto 500 uL de solucién al 50% de

acido-tricloro-acético (TCA), las muestras se centrifugan a 10,000 rpm. durante 20
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mmulos, al 'fmal se obtiene un sobrenadante y un sedlmento, al prlmero se. le

delermlné el porcenta]e de protefna soluble por el método de Lowry SDS (Anexo ’1
inciso H) ya que se sabe que las protefnas estz’\n asoc:adas on los plgmentosA

carot nmdes y, al segundo (sedimento) se le. det

ulhmo se adnc:ona un volumen conocxdo de hexano y se procede a cuantificar y

caracterizar el plgmento como se describe posteriormente.

4.6 Cuantificacion de pigmentos

La cuantificacién de carotenoides totales se realiza por medio de un
espectrofotometro de UV-Vis, utilizando el coeficiente de extincion de 2100 cm-, el
cual es especifico para la astaxantina en hexano, la longitud de onda a la cual se

leen las muestras es de 472 nm, por considerarse a la astaxantina como el principal
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componente. Para la cuantificacién directa de los pigmentos se utiliza la relacién
matematica propuesta por Britton (1985).

ug de carotenoides = (A)(105)/(1*E 1an)(100)
donde: . :

A = Absorbancia de la muestra
108 = Factor para expresar a los carotenoides en ug

1%E 1em = Coeficiente de extincién especifico para la astaxantina (2100 cm-1)

100 = Constante para eli ‘el £ ctor de porcentaje.

astaxantina:se procede’a recuperarla disolviéndose en una pequefia cantidad de

hexano para’su’ pt or ‘caracterizaci6on. Por ultimo, la caracterizacion de la
astaxantina opfen la se i"ealiia por medio de espectroscopia de IR, UV-Vis y por
cromatogr:aﬂa enk capé fina, comparando los resultados obtenidos con la muestra
de astaxantina estindar Sigma- Aldrich®, En el Diagrama 2, se aprecian los pasos
seguidos para la obtencién de las carotenoproteinas del cefalotérax de camarén.
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Diagrama 2. Obtenciéon de carotenoproteinas a partir del cefalotérax de camarén

Cuantificacion y
caracterizacion [

Caracterizacion de la muestra )

de quitina de la
harina de
camarén
[ Determinacién de pardmetros de hidrélisis ]

En quitina
comercial y

en harina de

enzimdtica con quitinasa
camarén

v

[ Hidrolisis enzimatica j

Inhibicion enzimatica  }

LCentrifugacién ]

| Sobrenadante I - : > Sedimento
[ iy 3 Extraccién de los
c:}‘ig?;g:acascn::lé:b]dee [pigmentos qarotenoides}

Cuantificacién y caracterizacién
del pigmento
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de la Iiarina de cefalotdrax de camardn
Del andlisis proximal realizado a la harina de cefalotérax de camarén, se
obtuvieron los datos que se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Anilisis proximal de la harina de cefalotérax de camarén (base seca)

Determinacion (%) Harina entera Harina desmineralizada
% Protefna cruda ) 48.757 30430 55.343 2:0268
% Cenizas 25.310Q 320406 1.755 d=0043
% Grasa cruda 4.784 o=xo0.117 4.867 2=:0.110
% Fibra cruda 15.312 2:0713 18.754 2=z02%
% Hidratos de carbono (por diferencia) 5.837 010697 19.281 d=x0.181

Los resultados son el promedio de tres determinaciones
€} Factor de conversién 5.4

En la harina entera, el componente mayoritario fue la protefna cruda, seguida del
porcentaje de cenizas, fibra, grasa e hidratos de carbono. Posteriormente, la harina

fue sometida a una desmmerallzamon empleando EDTA 0.5 M durante una hora,

evaluandose ‘al cu tlﬁcar el porcentaje de cenizas en la muestra al final del

ue se muestran en la Tabla 4, permiten observar que
la canﬁdﬁd inuy6 hasta en un 93% de su valor inicial, el porcentaje

de protelnas se vio favorecido ligeramente. Lo anterior fue de gran relevancia para

el desarrollo de la investigacién, ya que era de esperarse que el porcentaje de
proteinas se mantuviese alto después que la harina fue desmineralizada, con la

consiguiente reduccion en el porcentaje de cenizas, ya que al concentrar la muestra,
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se ven aumen ados: los ndimientos en la extraccién de carotenoprotefnas por

gran\o de harma De'la misma forma, fue posible visualizar que el porcentaje de
grasa y de_fl lo se vio incrementado en una pequefna proporcion con respecto
al valor ini 'i'malsbi_n desmineralizar). Por su parte, los hidratos de carbono

incrementaron su’porcentaje en gran medida, debido a que fueron calculados por

difeiehc:a; in embargo, en la Tabla 5 se observa que el contenido de hidratos de

-dl}ctores, estimado por las técnicas de Fenol-sulfdarico (F-S) y

del aci'db 3'5-dinit~rosélicilico (DNS), respectivamente, es insignificante, lo que hace

suponer la’presencia de materla insoluble como la quitina, la cual es caracteristica

mtrfnsec 3 de tr Las curvas patrén para dichas técnicas se presentan en el

Anexo 2 lncxs s E y | F, respechvan\enle

Tabla 5. Canhdad de hidratos de carbono reductores y totales en la harina

desmineralizada

Harina desmineralizada
Tipo/ Técnica % Hidratos de carbono*
Reductores/DNS 1.103 2= 0.003
Totales/F-S 1.147 3z c0m

Los resultados son el promedio de tres determinaciones

Referente a los valores de quitina estimados por la técnica de Spinelli, en Simpson
y Haard (1985), en la Tabla 6 se presentan los datos comparativos entre la quitina
comercial (Sigma-Aldrich®) y la obtenida en esta investigacién, asf como el
porcentaje de humedad y nitrégeno estimados por los métodos de secado y

Kjeldahl, respectivamente (Anexo 1).
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Tabla 6. Comparacion de los valores de la quitina obtenida con 1a quitina SIGMA*

Anidlisis de quitina
Valor Quitina 80 Quitina SIGMA®
% Obtenido 17.465 --
% Humedad 5.0 6
% Nitrégeno 7.8 7

El porcentaje de quitina obtenido en esta investigacién, fue similar al reportado en
trabajos previos como el de Canipa y col. (1998). Adicionalmente, se present6é un
porcentaje de nitrégeno ligeramente por encima del reportado, esto se justifica
debido al hecho de que, probablemente, también se cuantifico el nitrégeno de

algunos aminodacidos, ya que.la muestra:no, fue purificada. Por otro lado, con la

estudio por

de camaré

Para determinar el comportam
sustrato conocido (quitina Sigma®), se realizaron ensayos para conocer los factores

que intervienen en la reacciéon enzimatica con la que se trabajaria y para observar el

comportamiento de la enzima a emplearse. {
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Figura 4. Espectros de IR de la quitina obtenida (quitina 80) y de la quitina comercial

SIGMA®
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Para tal fmahdad, se - mantuvieron consmntes Ios valores de pH =26,y “de

temperamra a 25 °C (valores especnflcados por el fabr ar or otra parie, los'
valores de enznma/sustrato (E/S) que se manejaron fueron del 3 5%y del 7% La
actividad enzimatica observada para estas relaciones fue de 0.023 U.L'y de 0.027
U.L respectivamente, como se aprecia en la Tabla 7 y en la Grafica 1.

Tabla 7. Determinacion de la actividad enzimatica de la quitinasa sobre quitina

comercial a las 7 horas de hidrélisis

Relacion E/S || Dosis (U/g quitina) || Actividad(U.L) || mg Qb/mL
3.5% 0.465 0.023 2.035 2+ 0.004
7% 0.544 0.027 2.564 410002

Grifica 1. Hidrélisis enzimitica de la quitina comercial Sigma-Aldrich® con

quitinasa durante 7 horas

3,000

2,500

2,000

1,500

mg Qb/mL

——E/S=3.5%

——E/S=7%
1,000

0,500

0,000 %

[+] 50 100 150 200 250 300 350 400 450
tiempo(min)

mpQb/mL= miligramos de quitobiosa/mL
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Una vez conocida la cantidad ‘de’ quitobiosa liberada en las dos condiciones

\bas: icondiciones. En la Tabla 8 se

hidro6lisis de qulhna. Enla Tabla 9se n\uestran los valores de actividad enzimatica

que present6 la quitinasa con respecto a las diferentes relaciones E/S manejadas.
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Tabla 8. Anilisis estadistico para la hidrélisis enzimaitica de la quitina comercial
en una relacién del 3.5 % y 7.0 % E/S

Tratamicntos
E/S Tiempo mg Qb/mL Duncan
10 (A) 0,059 + 0,001
20 (B) 0,062 £ 0,004
30 (C) 0094 £ 0,004
60 (D) 0,214 + 0,004
90 (E) 0313 £ 0,004
120 (F) 0,452 £ 0,005
150 (G) 0,617 = 0,006
3.5% 180 (H) 0,792 + 0,006
210 () 0,961 £ 0,004
210 (D .131 £ 0.002
270 (K) 331 £ 0,000 «  00s
300 (1) 490 ¢ 0,004
330 (M) .798 + 0.006
360 (N) 035 + 0,001 A BC D
390 (), 2,035 1 0,004 d E ¥
420 (O) 2,035 * 0,004 F.G
10 (A)Y 0,090 + 0,00; G.H
20 (H) 0,125 + 0,00 “"“
30 (C) 0,176 7 0,00 LK
60 (D) 0,337 £ 0,004 KLM
507 i1 £ 0.00 N.N, O
120 (F) 859 2 0,004
150 (G) 125 + 0,006
180 (H) 369 1 0,002
7.0 % 210(D) 575 + 0,002
230() 793 + 0,003
270 (K) 2547 £ 0,002
300 (L) .G85 ¢ 0,000
[ 330m 2,2R% 3 0002
360 (N 393 + 0,005
EETGY .562 + 0.000
[ 4200 2.564 £ 0.002
Estadisticas Anova
(SPSS)
Fisher
a 0.0
NS

Anélisis de significancia de Fisher, N.S. No hay diferencia significativa, * diferencia significativa al 95.0 % de
exigencia. Duncan prucba de rango maltiple, hace una comparacién entre la media y las agrupa o no, de

acuerdo al nivel de significancio.
TESIS CON 3 |
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Asf mismo, en la Grafica 2 se aprecia que la maxima cantidad de quitobiosa se

obtuvo ‘manejando una relaciéon E/S del 21% durante 7 horas de hidro6lisis,

obteniéndose 0.753 mg de quitobiosa/mL.

Tabla 9. Actividad enzimaitica de la quitinasa sobre harina de cefalotérax de

camarén a las 7 horas de hidrélisis

Relacién E/S || Dosis (U/ g quitina) || Actividad(U.L) || (mg Qb/mL)
3.5% 0.465 0.0017 0.352 3 = 0.003
10.5% 1.395 0.0020 0.623 2+ a.007
21% 2.790 0.0022 0.753 o012

Griéfica 2. Hidrélisis de 1a harina de camarén con quitinasa durante 7 horas

0,8
0,7
0,6
2 0,5
&
g 04
g o —e—E/S=3.5%
E —8—E/S=10.5%
—a&—E/S=21%

4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

maQb/mbL= miligramos de quitobiosa/mL
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con la quitinasa,

relaciones d iferentes

manejo6 fuve,dieia 25°Cy 1]
de 7 hbras e§;51xidas 1 inicio; 0 hog’as:.‘Los resultados obtenidos muestran que
la liberacidny maxima de qultobiosé se alééﬁzé después de las 24 horas de hidrolisis
de la harin;z d;'cefélotOrax Ae camaré6n. En la Tabla 10 y en la Griafica 3 se observa

el comvportamiento de la hidroélisis (liberacién de quitobiosa) a las 30 horas.

‘Tabla 10. Actividad enzimitica de la quitinasa sobre harina de cefalotérax de

camaron a las 30 horas de hidrélisis

Relaciéon E/S Dosis (U/g quitina) || Actividad (U.L) || mg OQOb/mL
21% 2.790 0.078 1.788 2 : 0003
42% 5.580 0.120 2.824 30017

Grifica 3. Hidrdélisis de la harina de camarén con quitinasa durante 30 horas

35
3.

mg Qb/mL

N[——Ers=21%
—a— E/S=42%
25 30 3s

TESIS con |

o
[LN .

10

15 20
Tiempo (horas)
mpQb/mbLe= milipramos de quitobiosa/mL {
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Con la ﬁhélidad dé conocer la rélacidn’E/S'ziv la cual se obtiene la maxima hidrolisis

analisis

y 30 héras, !

significaﬁva.‘ 5
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Tabla 11. Anilisis estadistico de la hidrélisis de quitina del cefalotérax de
camar6n al comparar la relacién E/S del 21% y 42 %

Tratamientos
i mg Qb/mL Duncan
E/S Tiempo 14 /
(horas)
14 A 1.380 = 0.002
21 B 1.788 t 0.001 a 0.05
0,001
21% 24 C 1,906 = A
26 D 1.939 + 0.003 B
28 E 1.871 s 0.003 CDEF
30F 1.788 = 0.003
14 A 1.569 108
21 B 2.5871 = 0.009 o 0.05
.001
42 % 24 C 2,953 =0 A L
26 D 2,966 *0.001 B
28 E 2,912 s 001 CDEF
30F 2,824 = 0.003
Fisher
a= 0.05
-

Analisis de significancia de Fisher, ** Diferencia altamente significativa al 99 % de exigenclé, * diferencia
significativa al 95.0 % de exigencia. Duncan prucba de rango multiple, hace una compnmclén entre la media y
las agrupa o no, de acuerdo al nivel de significancia. :

5.4 Cuantificacion de los pigmentos y del porcenlnjc de praleum soluble

La cuantificacién de los pigmentos se ) ' e la ecuacnén de Britton,
propuesta en Velazquez (1995). En la'Tébla 1'2'y en laVGrifica 4 se observa que el
aumento de la cantidad de carotenoides totales fﬁe‘proporcional al aumento en la

relacion E/S, asi mismo se observa que, en la relacion ‘E/S manejada al 21% (7

horas), la cantidad de carotenoides totales aumento6 al doble del valor original de la
*
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harina desmineralizada sin ‘ldroliyzar, es decir, que a medida que avanzé6 el ataque

enzilhatic’dlhacm la quitina, cantidad de pigmentos aumenté. Por otro lado, en el

rotefna soluble se observé un aumento 6 veces mayor al de la

harina sin hidrolizar. Lo anterior demuestra que, al eliminar los componentes del
cefalotérax de camarén tales como la quitina y los minerales, se aumenta el

contenido de carotenoprotefnas.

Tabla 12. Cuantificacién de los carotenoides expresados en ug carotenoides

totales por gramo de muestra y porcentaje de proteina soluble

Muestra ug pigmento/g muestra || % Proteina soluble en la muestra
Harina Entera 15.214 2.223
Harina desmineralizada 17.710 3312

Harina Hidrolizada

E/S 3.5%(7 horas) 39.00 ’ 3.685
E/S 10.5%(7 horas) 11.57 3.906
E/S 21% (7 horas) 43.00 4.317
E/S 21% (30 horas ) 71.857 12.707
E/S 42%(30 horas) 99.57 19.733
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Grifica 4. Cantidades de pigmento y proteina soluble obtenidas

[ T ;;g de pigmento y porcentaje de prolcin& en funcién de la
: concentracién de enzima

1g pigmento/g muestra
% protefna soluble

oA e ¥
<\’ il uf; pig./ 5 mucstra
—&— % prot. Soluble .

5.5 Identificacion de los pigmenios carotenoides

5.5.1 Cromatografia en capa fina y espectroscopia de LIV-Vis y de IR

En la Tabla 13 se reportan los valores de Rf, tanto para la astaxantina comercial

ngma-Aldnch como par uestra obtemda, previa hidrélisis enzimatica. En

dcxonalmente, que las longitudes de ondas (A)

esta misma: tabla_ se aprecia

méximas"pbg ' de espectroscopxa UV-Vis para la astaxantina

estandar y la obtenida en esta 1nveshgac16n fueron muy similares (Figuras 5 y 6,

respectivamente).

TESIS CON
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Tabla 13. Comparacién entre la astaxantina obtenida y la astaxantina estindar

Identificacion
Patron Rf patrén || Rf muestra || Améax. patrén || Amax. Muestra tentativa
Astaxantina 0.41 0.41 470 471 Astaxantina

Al revelar la cromatoplaca fue posible apreciar la banda correspondiente a la
astaxantina cuyo Rf segun la literatura es de 0.411.

Asf mismo, al obtener los espectros de IR, tanto para la muestra patrén como para

la muestra obtemda en, esta

en las regiones 1650 :cm-yl y 1300 cm-?,

astaxanﬁné K

esta mveshgacnén, consecutwamente.
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BECKMAN

DU—65 SPECTROPHOTOMETER

ABSORBANCE. A max. de abs. = 470 nm
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Figura 5. Espectro de UV-Vis para la astaxantina comercial Sigma-Aldrich®
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BECKMAN
DU—685 SPECTROPHOTOMETER
ABSORBANCE . A maéax, deabs. = 471 nm
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Figura 6. Espectro de UV-Vis para la astaxantina obtenida en esta investigacion
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Figura 8. Espectros de IR para la astaxantina obtenida en esta investigaci6on
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Conclusiones y Recomendaciones

6.0 CONCLUS[ONES Y RECOMENDACIONES
Con base Ve‘n”’lbs r"'es"ultaclos de esta investigacion se obtuvieron las siguientes
conclﬁéioﬁés:
e Fue posible la obtencion de carotenoprotefnas a partir de harinas
desrﬁineralizadas de cefalotérax de camarén mediante la hidroélisis con la

quitinasa de Serratin marcescens.

e Fue posnble la cuanhf:cacxén y caractenzacnén de la quitina por el método de

Spmelh y esp trofotometrf de IR, respechvamente.

d de pigmento

tinasa " de Serratin

quitobioéia/m'

totales/g harina hidrolizada.

« Fue posible la identificacién:deila astaxantina‘en las carotenoprotefnas

obtenidas a partirkc:le,la hérma del qéfélotérax de camarén empleando

cromatograffa en ‘ca'pa‘ fm (TL i coniq espectroscopia de UV-Vis e IR,
sin embargo, es recomendable caracterizar el pigmento mediante técnicas

alternas para idenﬁficar,éu‘gradb de pureza.




e En ‘el prdcesb de hidroli enzimatica . se generb' un subproducto

(quitobiosa) n'la’ind tria;\liiq\entaria.

. Sa sugiere, un estudi

‘acufcolas tales como

tanto ‘en "altamar’co es’-una manera abrir nuevas

perspectivas para 1a biotecnologf en‘Méxxyco‘.'
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ANEXOS
ANEXO 1

Métodos establecidos para realizar el anilisis proximal (AOAC, 1995)
A) Determinacién de humedad

Método por secado

Pesar de 2 a 3 g de la muestra en un pesafiltro con tapa, que ha sido previamente
pesado después de ponerlo a peso constante 2 horas aproximadamente a 130 °C,
Secar la muestra 2 horas en la estufa a 100 - 110 °C., Retirar de la estufa, tapar, dejar
enfriar en desecador y pesar tan pronto se equilibre con la temperatura ambiente.
Calcular el porcentaje de humedad.

% H = Peso del pesafiltro con muestra htimeda - Peso del pesafiltro con muestra seca x 100

gramos de muestra

B) Determinacién de cenizas

Pesar de 3 a 5 g de muestra en un crisol (la muestra no debe sobrepasar la mitad
del crisol) previamente pesado, después de ponerlo a peso constante 2 horas en la
mufla a 600 °C, calcinar la muestra, primero con un mechero en la campan'a hasta
que no se desprendan humos y después meter a la mufla 2 horas cuidando de que
la temperatura no sobrepase los 550 °C. Repetir la éperécién anterior, si es
necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o ligeramente grises, homogéneas.

Enfriar en desecador y pesar. Calcular el porcentaje de cenizas.

% Cenizas = Pesos del crisol con cenizas — peso del crisol x 100

gramos de muestra

55




Anexol

C) Determinacion de fibra cruda

La fibra cruda es la fracciéon organica de la muestra que resiste un lratamien.to
alternado de &cido sulfarico y sosa hirvientes al 1.25%. El compuesto mas
abundante de este residuo es la celulosa y, en menores cantidades, hemicelulosas,
ligninas, pentosanas, gomas, pectinas y mucilagos.

Procedimiento:

Pesar 2 gramos de muestra deseng asad‘a'y,seca (se utiliza la muestra que qued6 en

seda, se lava con:25 mL de H.SO4 al'1.25 %,y con tres porciones de 25 mL de agua
caliente de 1a llave y., finalmente, con 25 mL de alcohol. Pasar cuantitativamente el
residuo a un vaso de precipitados lavando con agua y filtrar sobre un crisol Gooch

que lleva una delgada capa de asbesto y que ha sido calcinado durante una hora a
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-1 residuo se lleva a la estufa durante 2 horas a 130 °C,

600 °C. El crisol Gooch co

se deja enffiar’yise ‘pesa Lievar a Ia mufla y calcinar a 600 °C durante 30 minutos,
porcentaje de fibra cruda se realiza aplicando la

' % fibra cruda = (A-B) * 100

A= Peso del Gooch después de2 horas a 130 °C
B= Peso del Gooch despueés de calcmar 30 mmutos a 600 °C

m = Peso de la muestra en gramos

D) Determinacién de proteina cruda = TR

Meétodo de Macro-Kjeldall
Se pesan de 0.5 a 1 g de muestra en un papel delgado, con todo y papel se

introduce en un matraz K)eldahlb 2 se agrega 0.3 g de sulfato de cobre

pentahidratado, 5 g de sulfato de:potasio o sulfato de sodio, 15 mL de acido

sulfirico concentrado y un peda p;li;\,to: pbroso o perlas de vidrio. El matraz es

colocado en el digestor del eq po jel’c_léhl y se calienta hasta la descomposicion

total de la materia organica, es decir, hasta que el liquido quede transparente, con

una coloracion azul-verdosa. La muestra se deja enfriar hasta temperatura
ambiente, y se diluye con 350 mL de agua destilada frfa, por altimo se enfrfa sobre

hielo. En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se adicionan 50 mL de HCI 0.1 N y unas

57




Anexol

gotas del indica'd}or:‘d'e‘ rojo de nl\etilb_'ot bien 50 e acido borico al 4% (40 g de

acido b‘o‘rvl;c‘o, 35 mL'de fenolftalefna‘al 0. en'etanol,. 10 mL de la mezcla de verde

de bromoc orar.a 1-L). El matraz es colocado

e ntroducir la alargadera hasta el

150 ‘mL, : retirando

Meq= mlhequlvalenles de mtrégeno (I’M/'IOOO . 0. 014)
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N= Normalidad dela solucién de NaOH (exactamente valorada)
m= gramos de muestra
F= factor de conversi6én (5.4 *)

* Con este factor se excluye el nitré6geno quitinico

E) Determinacién de grasa cruda o extracto eléreo

Método de Goldfisch

Poner un vaso para Goldfisch en la estufa a 100 °C hasta peso constante
(aproximadamente 2 horas).

Pesar de 4 a 5 gramos de muestra sobre un papel enrollarlo y colocarlo en un

cartucho de celulosa, tapar con un aIgodOn Postenor ente, se coloca el cartucho

en un sostén o: recnplente con 'e' fondob perforado:y:se coloca n’ el eqmpo Se

cartucho por un récnplenté sin perfo;écién y'cal'eﬁtar de nue‘\}o‘para recuperar el
éter del vaso. Quitar el vaso del equipo y secar el extracto a 100 °C por 30 minutos,

enfriar y pesar. Calcular el porcentaje de grasa.
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F) Determinacién de hidratos de carbono totales (método del fenol-sulfurico)

Se diluye la muestra en agua , en tubos de ensaye perfectamente etiquetados se
coloca 1 mL de la solucién , enseguida se adicionan 0.6 mL de una solucién acuosa
de fenol al 5% y se mezcla perfectamente. Inmediatamente se adicionan 3.6 mL de
H2504 concentrado y de nuevo se mezcla perfectamente. La mezcla se deja enfriar
a temperaturay ambiente (30 minutos) y se determina la intensidad de color naranja

obtenidqlexi un'éolbi-[metro“a 480 nm frente a un blanco preparado de la misma

manera pero utilizando agua como muestra.

G) Hidratos de carbono reductore (Métddo}d»cl ’ééi&oé,s, din éoséiiéﬁici),‘ DNS)

reactivo de DNSy ;ser éa;liehta V5"nllrr\utos én urynk-b'aﬁo/dAe agua.
trascurridos los 5 minutos, se deja enfria.r la reaccion Y s’e‘iz‘ii
agua destilada. Se debe ajustar el espectrofotometro a 490nm 3 blanco de
reactivos y agua igualmente tratados que la muestra (de aci;efdo al barrido en UV-
Vis, Anexo 3, que se le realiz6 a la solucién de quitobiosa 2mg L en bpll‘qnde se
puede observar que la A max. de absorcion es de 490m~;\ y no d‘e754‘9 nm ;:qmo en el
caso de la gluco.sa). Por ultimo se cuantifican los azicares féduétores interpolando
los valores de la absorbancia obtenidos en una curva de estandar de quitobiosa

(Anexo 2, inciso H). Para ello se requiere preparar una solucién de quitobiosa de

2.0 mg/mL y hacer las diluciones como se muestran en la siguiente Tabla:
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# Tubo (mg quitobiosa/mL) || mL solucién quitobiosa mL agua
Blanco o o) 1.0

1 0.4 0.2 0.8

2 0.8 0.4 0.6

3 1.2 0.6 0.4

4 1.6 0.8 0.2

5 2.0 1.0 0.0

El reactivo de DNS se prepara disolviendo 1.0 g de acido 3,5 dinitrosalicilico en 50

mL de agua a los que se les ha adicionado 20 mL de solucién de hidréxido de sodio
2 N. Después de que todo el material se ha disuelto, se adicionan 30 g de tartrato
doble de SOle y potasio y, una vez disueltos, toda la mezcla se afora a 100 mL con

agua desnomozada. Esta solucién debe ser almacenada en un frasco ambar

protegida del COz.. ‘

H) Cuantifit‘:a‘ci;étll\"dye proteina soluble (Método Lowry-SDS)

En primer tét;m;nc;; se debe preparar una curva patrén con albtiimina sérica bovina
(ASB) cada vei que se termine el reactivo CTC, descrito en la pagina siguiente. Se
deben tener las muestras problema a un volumen de 1 mL, en caso de que los
valores de absorbancxa sean muy elevados por tener alta concentracién de protefna
Yy ya no en,tren en la ‘curva patrén, se tendra que realizar una dilucién hasta que se
logre la determinacién, entonces ;e tendra 1 mL de la solucion de proteina, tanto

en la curva patr6n como en las muestras problema.
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Con agitacion continua (en vértex de preferencia) se le agrega a un tubo 1 mL de la
solucién A, descrita abajo, y se deja reaccionar 10 minutos a temperatura ambiente;
al termino de éstos se Vagrégan, con agitacion continua, 0.5 mL de la soluci6én B,
también descrita abajo, y se deja desarrollar la reaccion durante 30 minutos mas. Al
cabo de este ﬁempo sé'l'éey la absorbancia a 750 nm. La reaccion es estable hasta los

-

120 minutos de mxcnada ésta.

1) Solucnén de arbonato de sodxo, tartrato de potasio, sulfato de cobre penta-

hldr_atado (CTC):

2) Solucxén e NaOH )
3) Solucnén SDS 1} '10%

Solucién A. Selmezclan volumenes lguales de las sxguientes soluciones y en el

siguiente orde CI'C NaOH y SDS Se preparan antes de empezar 1a técnica.

Solucién B: se prepara una mezcla 1:6 de reactlvo de Folin (ngma—Aldrlch“’), agua.

Se prepara antes de desarrollar la determinacién.
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I) Determinacién de quitina (Método de Spinelli, en Simpson y Haard, 1985)

Se coloca 1 g de la muestra seca en un matraz bola de 500 mL, se agregan 100 mL
de NaOH al 2% y la mezcla se lleva a reflujo durante 1 hora. El material digerido se
filtra en papel filtro ayudandose del vacfo, a continuacion se lava con 4 porciones
de 50 mL de agua destilada y el residuo se pasa cuantitativamente al matraz bola

limpio, con este residuo se repite:la opei‘aéiﬁni de reﬂujd conNaOH al 2% por 1

hora mas para que, posteriormente,

porciones deé 50 mL ‘ag"ﬁ';‘\ d

El residuo se pasa cuantitativamente

residuo se pesa para obtener la cantidad.de qui por. diferencia de peso, con la

muestra original.
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ANEXO 2

Datos experimentales y curvas patré6n

A) Anilisis proximal (b. s.)

A.1) Anilisis proximal de la harina de camarén entera

Determinacion (%) Andlisis proximal harina entera
Malla 80 Prom. Desv. est.
Proteina cruda 48.955 || 49.052 || 48.264 || 48.757 0.430
Cenizas 25.011 || 25.147 {|25.772 || 25.310 0.406
Grasa cruda 4.711 4.919 || 4.722 4.784 0.117
Fibra cruda 15.603 || 15.834 |{14.499 |} 15.312 0.713
Hidratos de carbono 5.720 5.048 6.743 5.837 0.697

A.2) Anilisis proximal de la harina de camar6n desmineralizada

Determinacién (%) Analisis proximal harina desmineralizada
Malla 80 Prom. Desv. est.
Protefna cruda 55.045 || 55.563 |{ 55.421 || 55.343 0.268
Cenizas 1.778 1.705 1.782 1.755 0.043
Grasa cruda 4.801 4.806 4.994 4.867 0.110
Fibra cruda 18.445 || 18.798 || 19.019 || 18.754 0.290
Hidratos de carbono || 19.931 || 19.128 || 18.784 || 19.281 0.481

TESIS COM
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B) Hidrélisis enzimaitica de 1a quitina comercial Sigma-Aldrich®

Relaci6én E/S = 3.5% (0.023 U.L)

Hidrolisis enzimatica (Qasa E/S=3.5%)

Abs (490 nm)

¥ D.E
alx] Tromedio

0 lo.001 E@ 0.000 {|o.co1
10 10.00X j0.001; @ 0.001 0.002
20 fo.001| jo.00 0002 {|o,001
30 0.0140 .01 0.011 0.001
60 EI-S E 0.046 0.001
90 % 0.07! 0.076 0.001
120 m It/ P.11 0.116 0.002
150 0.165 0.16X P.166 0.165 0.002|
180 .215 0.218 0.21 o216 [{o.002
210 10.267] 10.265 [0.26! 0.266 0.001
240 0316 0315 j0.31 0315 {lo.oon
270 .375 0.375 0.37. 0.375 0.000|
300 10.4200 10,422 0.4 2 0421 0.001
330 .510 [0.51 E 0.511 0.002
20 0.579 10.581{ [0.581 0.580 0.001
390 10.5801 |0.58: E 0.581 0.001
420 .58 @ E 0.581 0.001
L

Hidrolisis enzimdtica (Qasa E/S$=3.5%)
mg Qb/mL
[Tiemy = To T DE
A B C || Promedio

[] o.ood o.codl f0.00q|  0.000 0.000
10 0.059 10.058|  0.059 0.001
20 0.054)0.064 0.066| 0.062 0.004
30 0.084d 0.09¢{ 0.096(] 0.094 0.004
60 p.20dp214p.216|  0.214 0.004
90 p3igpaifps)| o313 0.004
120 o.44q .45 p.451| 0452 0.005
150 b.61§ e .62 0.617 0.006
180 7840794 0784 0792 0.006
210 boodhosdfosd| oser 0.004
240 133 [rasdfasal  1am 0.002
70 |pasdfasdfioad[ 133 |[ oo
300 [asd[ra5d[1a8d[ 1490 0.004
330 1.795|1.805| 1.798 0.006
360 b.o3a7[2.037! 2035 0.004
390 Powd.o3d| 2035 0.004
420 2.035 0.004

Quasa: Quitinasa de Serratia marcescens (Sigma Aldrich®; Num Cat. EC 3.2.1.14)
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Relacién E/S = 7% (0.027U.1.)

{ Hidrolisis enzimdtica(Qasa E/S=7%) Hidrolisis Atica(Qasa E/S=7%)
Abs. (490 nm) ] : mp, Qb/mL

AT L ool T IE e Jlemsanl[or]
o {0.000}{0.000 m 0.000__|}0.000] o @@ 0.000 E
10 boidkadpon] ooie ]pooi] 10 0.090 @
20 @ .20 @ 0.020 1@ 20 0.125 |
30 b.c3s]fo.o3el[_o.035 30 8176
60 o.ca7 @ 0.086 |p.001 60 |_0347 |
90 bazalbaz|[ cazz Jk.oo?] 90 0641
120 235/[0.23510.237]| 0236 [jo.oo1 120 @ Lﬂﬂ_
150 @0314 0314 10.002] 150 E@ 1.125 @
180 aas|jo.ass|jo.ase]| 03ss_ o 180 E@ 1.369
210 b.a16)foaae][ 016 ] 210 1.57. 1.575
210 0.508)jo.510|[ o0.509 240 1.795 1.793
270 0.555| 0.555 27 @ 1,947
300 0.595 300 @ 2.085 @
330 b.ss4]fo.6ss][ 0.6ss 1o 330 289 2284 2288_|l.ood
360 p715|jo.716| 0715|0002 360 248 2493 @
350 b735}b.73s]o73s][ 0735 |b.00o) 390 2.56: |_2.562 | @
420 b.736llb.735)o.736] 0736 @ 420 2.562] L _2.56% |

TESIS CON
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C) Hidrélisis enzimaitica de 1a harina de cefalotérax de camarén

Relacion E/S = 3.5% (0.0017 U.1.) durante 7 horas de hidrélisis

Hidrélisis enzimatica en harina de camarén (E/5=3.5%
Tiempo (min.) Abs. 490 nm
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Promedio D.E. mg Qb/ml

o 0 o [s] [¢] 0.000 0.055
3o o) [} o o 0.000 0.055
60 0 o o [\ 0.000 0.055
120 o (o) o Qa 0.000 0.055
180 o 4 o o 0.000 0.055
240 0.032 0.030 0.035 0.032 0.003 0.165
300 0.060 0.060 0.062 0.061 0.001 0.263
360 0.070 0.070 0.071 0.070 0.001 0.294
420 0.090 0.085 0.087 0.087 0.003 0.352

Relacion E/S = 10.5% (0.0020 U.1.) durante 7 horas de hidrélisis

Hidré6lisis enzimadatica en harina de camarén (E/S = 10.5%
Tiempo(min.) Abs. 490 nm D.E mg Qb /mL
A B Promedio

[ 0.003 0.003 0.003 0.000 0.066
30 0.013 0.011 0.012 0.001 0.097
60 0.023 0.021 0.022 0.001 0.131
120 0.033 0.035 0.034 0.001 0.172
180 0.043 0.048 0.046 0.004 0.211
240 0.078 0.078 0.078 0.000 0.321
300 0.118 0117 0118 0.001 0.465
360 0.143 0.145 0.144 0.001 0.547
420 - 0.168 0.165 0.167 0.002 0.623

FALLA DE ORIGEN
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Relacién E/S = 21°% (0.078 U.1.) durante 30 horas de hidrélisis

Hidrolisis enzimatica on haring de camarén (E/5 = 21%+30 horas
Tiempo (h) mg Ob/ml DE mg Qb/mL
Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Promedio
0 ~ ) _ooez_|[_ocoez 0,059 0.061 0.001 0,061
3 1380 )| 1.370 350 1380 0.002 1.080
1 1778 795 781 1.788 G.001 1.788
3 1.901 507 507 1.506 5.001 1,506
26 1.931 1938 1948 1.939 0.003 1.939
28 1.863 1.873 1877 1.871 0.003 1.871
30 1.788 1.795 1.781 1.788 0.003 1.788

Relaciéon E/S= 42% (0.120 U.1.) durante 30 horas de hidrélisis

Hidrdlisis enzimatica en harina de camardn (E/S = 42%)

]
Tiempo (h) my Qb/ml DE mg Qb/mL
Rep. 1 Rep. 2 Promedio

o] 0.069 0.069 0.067 0.001 0.067

3 T.558 1560 0.018 1560

1 3.591 3.578 2581 5.009 581

Za 2.919 2.945 2962 5.953 0.001 3.953

26 2.962 2.962 2.976 2.966 0.001 2.966

28 2.908 2.908 2.021 2912 0.001 2912

30 2826 3.806 2.6840 2.824 0.003 2.821

D) Carotenoides totales y proteina soluble en harina entera y desmineralizada

Muestra BE pig /s % P ina soluble en la muestra
Harina entera 15.214 2.223
Harina desmineralizada 17.710 3.312

Harina hidrolizada

E/S3.5% 39.00 3.685
E/S10.5% 41.57 3.906
E/S21% 43.00 4.317
E/S 21% (24 h) 71.857 12.707
E/S 42%(24 h) 99.57 19.733

TESIS_CCN o8
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E) Curva patrén de la técnica de fenol-sulfiirico para la determinacién de

hidratos de carbono totales

Curva Patr6n de Fenol-Sulfiirico

Curva patrén F/S Curva Patrén Fenol:sulfirico %5 00091
Abs 490 am )
Conc.(ug glu/mL) D.E N
Abs1 |[ Abs2 ][ Abs 3 |[Abs. Prom] P

0.0 0.000 ][ 0.000 || 0000 0000 }p.ood g 0.8 ) o

20.0 0.180 0.196 0.189 0188 {j.ood b 06 > 4
Lo |5

40.0 0343 0337 0.340 0343 10.00-y _E 0.4

60.0 0.556 0.557 |[ 0551 0.556 .003 0.2 1

80.0 0.720 0.716 0.724 0.720 10.00-4 0
— o 50 100 150

1000 0927 || 0930 || o928 0928 |p.0oZ Conc. glu (ug/mL)

F) Curva patrén de la técnica de DNS para la determinacién de hidratos de
carbono reductores

Curva Patron de DNS (Glucosa)

Curva patr6n DNS Curva Patrén DNS y = 0.456x
R2 = 0.9981
Coned Aba 540 nm
plu/mL) Abs. ] PE 1 s
Abst |l Avs2 || Abs3 || Prom. £ 08 -
0.0 0000 _]{ 0.000 || 0.000 S 06
0.4 0173 |{o1za |[ 0a7e * 0.4 4 ey v
s O,
0.8 0344 ]| 0334 |[ ome < 024
12 0515 || 0547 || o548 )
1.6 0750 ]| o752 |[ 0753 o 1 2 3
20 0906 || 0.905 ||_0.905 Conc glu (mg/mL)
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G) Curva patrén de Lowry-SDS para la determinaciéon de proteina soluble

Curva patr6n de Lowry-SDS

Curva Patrdn Lowry-SDS Cucrva Patron Lowry-SDS y = 0.0056x
Alvs 750 nm R2=0.9984
Cone. (ug ASB/mL) D.E
Absl |[_Abs2 ][ Abs Prom 0.6
b
) [ 0 0.000
0.5 - /
10 0.057 |[ 0.060 0.059 /
20 0.103 |[ 0.105 0.104 c 0.4 {-
30 0168 }{ 0166 0.167 _|p.ooy <
= g 03
40 0.229 |{ 0228 0.229 2
50 0.296 ][ 0295 0.296 < 02-
60 036 |{ 0345 0346 o1
70 0398 |[ 0397 0.398 ’
80 0.445 || 0443 0.444 o
0 0.493 || 0496 0.495 o 50 100
100 0.559 Q.56 0.560 Conc.ug ASB/mL.

H) Curva patrén para la determinacién de quitobiosa mediante la técnica de
DNS = .
Curva Patrén de DNS (Quitobiosa)

" ~ a e Quils - 0.282x
Curva patrén de Quitobiosa x{z-oo.m4
Abs 490 nm 0,6
mg/mL de Quitot — DE /P
Absi||abs2labsall  Promedia 05
0.000 10.0001 0.4 10.000] 0.000 0.000 = O /
L 5
0.400 10.088] 10.090 [0.090] 0.089 0.001 § 0,3 /
0.800 10.1931 j0.195] 0. 193 0.194 0.001 § 0,2
1.200 0350 10.347] j0.3501 0349 0.002 0.1
1.600 l0.465] 0.165([0.462 0.461 0002 o
2.000 10.564] [0.565] [0.565| 0.565 0.001 o 1 2 3
M | mg quitobiosa/mL

| TESIS con
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ANEXO 3

Grificas de los barridos en UV-Vis para la determinaciéon de las longitudes de

onda midxima

A) Grifica que representa el barrido en UV-Vis para glucosa

BEGCKMAN

OuU—685S SPECTROPHOTOMETER

ADBSORDANCE
1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 0.0000 - -
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 160.0

rAnxmrmc» X

M

z

e m - m mmmmm——- mm—. mm m e e e ere - —emmemm—amm———=ees - —ea—-—]460.0

1.0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 0.0000

A max. de abs. = 540 nm
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B) Grafica que ljcybrcseh‘té cl bar

do ‘en' UV-Vis para quitobiosa

460.0

Tunzm M. T

T H

A max. de abs. =490 nm
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ANEXO 4
Anilisis estadistico utilizando el programa Statistic Program Social Science
(Srss)

A) Anadlisis estadistico para la hidrélisis enzimitica de la quitina comercial en
una relacién E/S del 3.5% y 7.0%

SET/PRINTER ON.

TITLE "QUITOBIOSA".

SUBTITLE 'QUITINASA *,

DATA LIST FIXED /V1 1 V231 V36 V4 812,
FORMAT V4 (F5.3).

VARIABLE LABELS V1 "RELACION ENZIMA SUSTRATO'
V2 'TIEMPO MINUTOS®
V3 ‘REPETICIONES®
V4 ‘MG QUITOBIOSA/ mL".

VALUE LABELS V11 3.5 2'7.0°/
V21"0'2'20° 3 '30' 4 '60' 5 '90' 6 °120'7 '150" 8 *180"
9210 10'240" 11 '270' 12 300" 13 *330' 14 '360°' 15 '390°
16'420' /
V31'R1'2°'R2' 3 "R3",
BEGIN DATA.

101 1 0.060 1091 0.966 201 1 0.089 20911.573
101 20.059 109 20.959 201 20.089 209 21.576
101 3 0.058 1093 0.959 20130.09 209 3 1.576
1021 0.059 11011133 20210.124 2101 1.795
102 20.062 110 21.130 20220.124 21021.788
1023 0.066 1103 1.130 20230.127 21031.795
1031 0.089 11111334 20310175 21111948
103 20.096 111 21.334 20320175 21121548
1033 0.09 1113133 20330.178 2113 1.945
1041 0.209 1121 1.488 2041 0.345 21212085
104 20.216 11221495 204 20.352 21222085
1043 0.216 1123 1.488 204 30.345 21232085
1051 0.318 1131 1.795 2051 0.635 2131 2.289
10520.311 113 21.795 205 20.642 21322286
10530.311 113 31.805 2053 0.615 2133 2.289
1061 0.448 11412030 206 1 0.857 2141 2487
106 20.458 114 22037 206 20.857 21422494
106 3 0.451 114 32037 206 30.864 214 3 2497
10710618 1151 2.033 20711119 21512562
107 20.611 11522040 . 207 21.130 21522562
107 3 0.622 11532033 207 31.126 21532562
1081 0.789 1161 2.040 2081 1.368 2161 2565
10820.799 11622033 208 21.368 216 2 2.565
108 3 0.789 11632033 20831.372 216 3 2.565
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END DATA.

LIST.

ONEWAY V4 BY V1 (1,2) /STATISTICS ALL /
ONEWAY V4 BY V2 (1 16)/SI'ATIS'I'IS ALL/ RANGB DUNCAN 0.01)/
RANGES DUNCAN (0.05).
ONEWAY V4 BY V3 (1,3).
ANOVA V4 BY V1 (1,2), V2 (1,16) V3 (1, 3)/OPTIONS 3/.
SET PRINTER OFF.

ONEWAY
DESCRIPTIVES
mg QUITOBIOSA / mL
5%
. Between-
N|| Mean || | St isia. Error|[Confidend M ent
Deviation c Interval Vari
ariance
for Mcan
Lower Upper
L | Bound ]| Bound |
3.5 48][96100 |[_.73082 10548 75179 1.17621 ~058 2.040
7.0 48][1.37752][ 89423 12907 1.11786 ][ 1.63718 .089 2.565
Total 96][117076 [8.5577E-02|{ 1.00087 ][ 1.34065 058 2.565
Model}| [Fixed 81662 |{8.3346E-02|| 1.00527 || 1.33625
Effects
Random 20676 -1.45638 || 3.79790 7.1607E-02
Effects - N o i
Test of Homogeneity of Variances
ANOVA

mg QUITOBIOSA / mL

Between Groups

Sum of Squares

Mean Square

Within Groups

Total

[ar]
4.104 (] S04
62.686 [94] 667
66.790 [55]
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DESCRIFTIVES
mg QUITOBIOSA / mL

95% Betweoan.
Nl Mean Std.  |lsid, Error||SOnfidenc Mi A
D © Interval P
t Variance
for Mcan
Lower Upper
Bound || Bound
10 6 |[7.ae67E-02f| 172 |17 0364E-031s.65798-02f| #2723 || 058 .093
20 6 |.3667E-02)| >4I3E- I 40406 02[s.75526-02| 12078 059 127
30 343 |[FPIBVE ) gqse ol 7aisE-02)[ 18225 089 178
60 6 || 28050 [[7339E- | ooosE02l| 20357
50 6 17934 _]{7.3213E-02]__28660
0 6 | 65563 | .22296 ]p.1024E03|[_ 12185
50 6 [ s7100 | 27829 361 57896
30 6 1.08083 .31606 903 .74915
310 6 [ 126817 |[ 33613 722 |[_.915423
240 6 1.46183 .36242 .14796 1.08150
270 6L 13707 28815
300 1. .13298 1584
330 6 .10950 76168
60 6 .10243 . 00037
350 6 ][ 2.29867 | 28818 ][ 11777 ] _1.99593
420 6 2.30017 .29012 11844 1.99570
Total 96 1.17076 83848 5577E-021[1.00087 ||
Modegl] [Fixed 25416 |[2.5940E-02f| 111914 || 1.22238
Effects j| |
Random
Ertecre ||| 20687 || 72984 || 161168 67392
ANOVA
mg QUITOBIOSA / mL
Sum of Squarcs] [ df |[Mean Squarc]|_F_|{Sip.
Betwoen Groups 61.622 Gs][___aa08 63.597](.000
Within Groups 5.168 B8O 6.460E-02
Total 66.790 9
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DUNCAN-
Subset for
N || alpha=
0.05
TIEMPO L
MINUTO 1 2 3 4 s 6 7 8 ] 10 1
s
70 F-a667E-03
20 [ 6 |p.3667E-03
30 [6 I 13a83
60 [6 ][ -28050_][:28050)
50 6 47700
[6]
[6] [87100]
(6] [1-08083] [1.08083
(6] 1.26817][1.26817]
(6] 136183 {16183
A 1.61050][1.64050]
[6] [-78767|[1.78767]
6 2.03317]B-0431
(6]
(6]
207 a8 |[.227 J[14e |[C.157 ][.205 191 227 319 085 J[ 114 ]|

Meceans for groups in homopencous subsets are displayed

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000

ANOVA

mg QUITOBIOSA / mL

Sum of Squares|{ df {|Mecan Square

Between Groups 7.652E-05 2 3.826E-05
Within Groups 66.790 93 .718
Total 66.790 95
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B) Anilisis estadistico de la hidrélisis de quitina del cefalotérax de camarén
para la relacién E/S 21% (30 horas de hidrélisis)

SET /PRINTER ON.

TITLE 'HARINA RELACION ENZIMA SUSTRATO 21%',
SUBTITLE 'QUITINASA °.

DATA LIST FIXED /V11 V23 V3 5V4 7-11.

FORMAT V4 (F5.3).

VARIABLE LABELS V1 'RELACION ENZIMA SUSTRATO*
V2 'TIEMPO HORAS'
V3 '‘REPETICIONES*
V4 ‘mg QUITOBIOSA/mL'.
VALUE LABELS V11 '21' 2'42Y/
V21 14" 2'21' 3'24' 4'26' 5 '28' 6 '30'/
V31 ‘R1'2°'R2' 3 *'R3".
BEGIN DATA.
1111.380

ONEWAY V4 BY V2 (1,4)/STATISTICS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)/
RANGES DUNCAN (0.05). .
ONEWAY V4 BY V3 (1,3).

ANOVA V4 BY V2(1,6) V3 (1,3)/OPTIONS 3 /.

SET PRINTER OFF. :

Number of cases read: 18 Number of cases listed: 18
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ONEWAY
DESCRIPTIVES
mg QUITOBIOSA / mL
95%
" Between-
N || Mean s,‘di Sid. Error Confidence M. A
Deviation Interval for Varis
'ariance
L | Mean
Lower Upper
Bound Bound
14 3 [[1.3800}| 2002458} 1.O3H0E- [ 4 34454 1.3987 1.370 1.3%0
n 3 |[1.778009) 1'°°°3585' TOISOE- 1| 178254 || 179688 [ 1774 1.781
24 3 (f1.00600]| 1-7321E- {| 1O00OE- | 3 omz0 [ 1.91030 || 1.904 1.907
26 3 |[1-93000]} B5HI0E 4'9::)2;9'5' 191778 || 196022 || 1.931 1.948
28 3 |ls7100|| 72 LTE [fA1OE- (14 85300 || 188801 1.863 1.877
30 3 |[1.78800|| 70000~ [| HONSE- {3 7061 || 1.80839 || 1781 1.795
Total 18|[1.87600|[ >BIB2E- || 17027E- || 3 gagsy || 191248 || 1.7m 1.948
Fixed 6.6521E- || 1.9203E-
Model||  Fixed ps 2z 187157 || 1.88043
Random 3.2452E-
andon - 177272 || 1.97928 4.1979E-03
ANOVA
mg QUITOBIOSA / mL
Sum of Squares|| df || Mean Square F Sip.
Betwecn Groups 791E-02 S J[ 1.264E-02_][285.605][.000
Within Groups SADE.O4 3.425E.05
Total 627602 |17
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DUNCAN-
[V][Subset for alpha = 0.05|
[TIEMPO HORAS] 1 2 3
14 138000
21 1.78000
24 [1.78800]
26 1.87100,
28 1.90600,
30 1.93900]
Sig,. 1.000 1.000_][_1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

ANOVA
mg QUITOBIOSA/mL

Sum of Squares

Between Groups 1.215E-04

Within Groups 3.815E-02
Total 3.827E-02

1]

d

§

EEEE

L
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HEN-1
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C) Andlisis estadistico de la hidrélisis de quitina del cefalotérax de camarén

para la relacién E/S 42% (30 horas de hidrélisis)

SET /PRINTER ON.
TITLE 'HARINA, RELACION ENZIMA SUSTRATO 42%".
SUBTITLE ‘QUITINASA *.
DATA LIST FIXED /V11 V23 V35 V4 7-11.
FORMAT V4 (F5.3).
VARIABLE LABELS V1 'RELACION ENZIMA SUSTRATO*
V2 'TIEMPO HORAS'
V3 ‘REPETICIONES *
V4 ‘mg QUITOBIOSA/mL".
VALUE LABELS V1 1°21' 242"/
V21 '14' 2°21' 3 '24' 4 '26' 5 28" 6 *30°/
V31°'R1'2°R2 3 'R3".
BEGIN DATA.
2111.558
2121559
2131.589
2212591
2222578
2232575
2312949
2322949
2332962
2412962
2422962
2432976
251 2.908
252 2,908
2532921
261 2.826
2622806
263 2.840
END DATA.
LIST.
ONEWAY V4 BY V2 (1,6)/STATISTICS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)/
RANGES DUNCAN (0.05).
ONEWAY V4 BY V3 (1,3).
ANOVA Vi BY V2 (1,6) V3 (1,3)/OPTIONS 3 /.
SET PRINTER OFF.

Number of cases read: 18  Nunmiber of cases listed: 18
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ONEWAY
DESCRIPTIVES
mg QUITOBIOSA/mL
95%
" Between-
N || Mecan 5?‘1'_ Std. Error Confidence Minimum| M Component
Deviation Interval for o
ariance
Mcan
Lower Upper
Bound Bound
14 3 |[1.56000[1-BZHOE 414235 || 4 53356 || 157805 || 1.558 1.589
21 3 |[2-58100[[%-002355- || 3-43567E- || 5 56952 1.5987 2575 2.591
24 3 [[po533al[ 7-5056E- | 4-3333E- 11 293560 || 297198 2.949 2.962
26 3 [[2.96ee7|] BOSZIE- || H6OO7E- || 204650 || 298675 || 2962 2.976
28 3 {[2.o12aal[ 7-5056E- || 4-3333E- 1l 2 go3s0 || 293008 || 2908 2.921
30 3 |[2.82400[f V7OBE- [} 9BEIBE- 5 7155 [ 280645 2.806 2.840
Total 18|[2.91408]f SEISE- || 17OWE- || 5 g766; | 205153 2.806 2.976
Fixcd 1.0%0E. |[ 3.1292E-
el -
M K o 2 200687 || 292130
Random 3.2176E-
Effects - 02 2.81169 3.01648 4.1020E-03
ANOVA
mg QUITOBIOSA/mL
| [Sun\ of Squares|| df || Mcan Square F Sig.
|[Between Groups)[—_3.727E-02 5 |[_1.242E-02_|[105.733][.000
|CWithin Groups {o300E"0q 12][_1.175E-04
Total 3821502 |[17

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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DUNCAN=
ey T S I W[
13 =] 1.56900
21 3 [Zssi00][
24 3 195333
26 296667,
28 291233
30 3 2.82400
L___Sis 1.000 1.000 |{_.170
Means for groups in h B is subscls arc displayed

a Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000

ANOVA

Sum of Squares|| df || Mean Square|| F |}|Sig.

3.663E-04 .08811.917
4.164E-03

{Between Groups 7.327E-04
Within Groups
I Total

TESIS CON
FALIA DE ORIGEN
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ANEXO S

Datos comparativos de la eficiencia del proceso

A) Cuadro comparativo del rendimiento de la harina a partir de 1 Kg de

cefalotérax de camarén fresco (obtencién de la muestra)

930 W/30 min.

Molicnda

970W /15 min.

Tamizado

1100 mL agua

Consumos Operacién Pérd Obtencion
5000 mL agua_|[ Lavado 4500 mL de apua ][ Cabeza + agua (1450 5)
11190 W/24 h Sccado

350 f; caboza seca

70 g harina

280 g harina

80 ¢ harina

11SW/ h

Desmineralizacion

30 g harina

600 mL de solu

3000 mL apjua

Lavada (agua destilada)

50 g harina

nde EDTAOS5M
+170 g1 harina

120 p, harina desmincralizada

B70W /2h

Sccado

55 mL agua

65 g harina desm

invralizada seca

B) Cuadro comparativo del rendimiento de los pigmentos carotenoides con

respecto a la harina de cefalotérax de camarén (Hidrélisis enzimatica)

Consumos

Operacion

Obtencién

27600 W/24 h

RHidrdélisis enzimatica

Harina hidrolizada + 2.953 myg de quitobiosa/mL

1260 W/ 20 min.

Centrifupacioén

{ Pigmento, proteinas, quitobiosa

0 ml Hexano

wlfz

Extraccion del pigmento

Hoxano + Pigmento

T5W/5 min,

Centrifupacion

Pipmento (astaxanlina)

99.570 yy; de carotenoides totales + 19.733 % de proteina soluble

TESIS ¢y

ALLA DE CRIGEN
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C) Estimacién del tiempo de proceso y gasto energético a nivel de laboratorio

Operacién Gasto energético (W) || Tiempo (horas)
Muestreo - 4
Lavado manual - 2
Secado 11,190 W 24
Molienda 930 W 0.5
Tamizado 970w 0.75
Desmineralizado 115 W
Lavados con agua destilada -
Sccado B70 W
Hidrélisis enzimética 27600 W 24
Centrifugacion 1260 W 0.33
Extraccion del pigmento - 0.5
Centrifu facion 315w 0.083
Total 43250 W 60.163

TESIS CON

FALLA DF ~“1GEN
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ANEXO &6

A) Tratamiento y disposicién de los residuos generados

[ Obtencidn de la muestra ] ( Extraccién del pigmento ]

Agrupacion de
todos los residuos
generados durante

el lavado de las
1

[ Recoleccidn de los disolventes I

materia extrafa ( Desmineralizado j Destilaciéon fraccionada de los
disolventes: hexano, acetona,

ctanol y éter de petréleo

Filtracion y Neutralizacién de
sccado las aguas de lavado

Empleo como fertili
agricolas

Caracierizacién mediante IR para
identificar su pureza

Puro: No puro:
- — Reutilizacién Destilar hasta
Disposicion al drenaje con otras alcanzar la
de las aguas finalidades purcza descada

ncutralizadas
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