
c;oszs 
7":1 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE 
MÉXICO 

FACULTAD DE QUÍMICA 

EMPLEO DE UNA ENZIMA QUITINOLITICA DE Serratia marcescens 

PARA LA OBTENCIÓN DE CAROTENOPROTEINAS A PARTIR DEL 

CEFALOTÓRAX DE CAMARÓN 

T E S 1 S 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE : 

QUÍMICO DE ALIMENTOS 

PRESENTA: 

MIGUEL ÁNGEr(_RAMÍREZ CRUZ 

MÉXICO, D.F. 2003 
FACULTAD G::: Q:_ ·• :, 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Jurado asignado 

Presidente Dra. Amanda Gálvez Mariscal 

Vocal M. en C. Lucra Cornejo Barrera 

Secretario M. en C. Rolando Salvador García Gómez 

1 v:tl de Oi«>li.;,lecas de la 
... ~•~cuóni'"' e impreso el 

-~~;:.¡o r1::ct:rc1onal. 

Primer suplente M. en C. Hilda Elizabeth Calderón Villagómez 

Segundo suplente Dra. Marra del Carmen Durán Domfnguez 

Lugar donde se realizó la investigación 

(1) Laboratorios E-301 al 303 del Programa de Ingeniería Química 

Ambiental y de Química Ambiental (PIQAyQA) 

(11) Laboratorio E-312 del Departamento de Alimentos y Biotecnología 

(111) Laboratorio 4~A de la Facultad de Química de la UNAM 

Asesor del Tema · · ~~¡¡¡;;; 
M. en c. R~Ía~d:~ Salvador García Gómez ~~ 

SupervisÚ;~ 'TéCnica , . . . . 
Dra. Marra del Carmen D~rán Domfnguez 

Sustentante 

Miguel Ángel Ramirez Cruz 



Reco11od111ie11tos 

El autor y asesores agradecen al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologla y, en 

particular al Sistema ~~ InvestlgacióO: b61fo de Méxiéo (SIGOLFO), por el apoyo 

financiero para el ~r~;ec.to "D~p~~ación d~ agua~· domésticas usando humedales 
' ' . ' . ~¡· _.... . 

humedales artificiales'para dep11i-ar'aguas _residÚales y promover la acuicultura de 

:::~:.;:.5~¡~~r~l~i~~i~i~~:rr:. '·::::::.~p:.m:~º:::: 
promover la 'depuración;·.del(agua_'residúal.y;cpor ... el otro, promover también la 

• . • ¡ ~ , __ , :;:- '::;:;~ <~-;~1~-~~{}i~\f~;:rY~~t;.~~S;~ó;~F:I~~;~/( ~,.::~:: ·:,.>:::.:: -~; ·> -: 
producción de .carpas· . .Y~.ti.lapi~s que mejorarían· 1a textura y color de su carne al 

adicionarles d¡e~s elle ·~.i¿~~cá~s\llas de. alimentos con complejos caroteno

protelnico~ bl::a:~~i·1~,·~~~~;~~~~sy otros pigmentos carotenoides derivados del 

cefalotótax de los acoéiles. 



.flgraáecimientos 

• fl fu <Dra. ~aria áe( Cannen <Durán <Domítl/}uez áe <Bazúa, por su apoyo, 
orientación y gran cafiácz liumana reci6iáos áurante fu reafi.zación áe esta tesis. 

• fl( ~. en C <JUJfunáo Sa(vaáor <;¡arr:fa, que más que un asesor fue un gran ami¡¡o, 
por su paciencia, tiempo y áirección en ta presente tesis y por ria6enne enseflaáo a 
resoCver con á"Ul/}encia Cos prn6Cemas que se me presentarnn. 

• fl fu·~. en C Iáafu <F(ores .;Jrgüeffo, por ta asesoría técnica reci6iáa en lá parte 
enzimática áe esta tesis y por sus atinaáas 06servacio11es áurante lá rea&ación áe 
ta misma. 

fl tas ~aestras :Jufiet"a Sanáo-va( y Lucia Comqo, por sus consejos, 
recomenáaciones y por su amistaá.. 

fl(personaí que lá6ora en e(tPIQ¿lyQ¿I; a fu !M. en C ~ariselá <Bema( qonzá(ez;, 
a lá !M. en C Lanáy <JUJmfrez <Burgos, a lá Srita.. Lorena !/Vúñez: .;Jfurc6n, a ta Sra. 
Irene qonzd(ez; <Palacios,. a lá Sra. :Jufiá Co{(n Safuzar y aí Sr. Servanáo <Baráa(es 
Sáncliez, por su gran apoyo, á"isposici6n y amistaá. 

• fl ta Vniversiáaá !/Vaciona( flut6noma áe ~éxfco y a fu <FacuCtaá áe Q.ufmica, 
porque aáemás áe 6rináanne eí equipo e infraestructura para ffevar a ca6o esta 
investigación, áC.J"o en e/1á.r una parte muy especia( áe mi ·viáa, áe sue1los e 
incüCentes; áe retos, Cogrns y satisfacciones; áe áe.rveCos y tra6aj'o; áe ami.staáy áe 
amor. 

fl toáos mis prnfesores que, áesáe fu primaria, (uzn iáo fonnanáo a( prnfesi01ui( y 
liumano que aliara soy y a Cosque aliara me ruin enseñaáo a sentir e( orguffo áe ser 
"Vnivcrsitario ". 



• 

• 

.}'/ mis amigos 

Isaac <Barrios,, Osear <Bat'TÓti, .}fmérü:a Can'anza, :José CFiá·vez, t.R._u6én "FCores, 
!Riryna <;¡aona, SaúC qarcía, 'E.mesto Laguna, <Diana !/Vte'IJes, .}ilneC oCvera, .'Felipe 
Suárez y 'Eáuaráo 'l/efázquez. <Porque toáos elfos, en tiempos dtstintos, Czatt ffenaáo 
mi ·viáa. <Por estar siempre conmiiJo en esta rápiáa viáa áe estuaiante y por su 
inva(ua6Ce amistad} gracias camaraáas . 

.Ji1 Lorena .J'ÍEvarez, quien me Cia áaáo su amistad; '.iu fa,;,uia y múcfias fecciones áe 
·viáa. . ~';" . 

.J'f <Patricia <J@ánguez.'l{.ciz:o,,a ~arc0Ánto1tw;d[ft:o;f;~~c~)fi'~~jamuia, que es 
como ra m<a, por compartir' conmigo un giá;. car.·,~ j ;,n::·veráaaera ainiitaá. 

'EspecioCmente.agraefez~o.'.~ j¿,~~;c'fn~i·~~~-~ZYJi-~}por su gran apoyo 
y compresión, por/U'S:ae-;:(,eúÚ'y ~reocupaé¡D,ne.iy'poi toáo, 'Co que sóCo un fiermano 

:7~~1Y~~l¡füffI~~ ~n u'-áo <on~o y m< 
fian enseñááo,':r'u 'éainino~y que:·¡,,,-,;,;:_;,,;- me'néionarlás no áefan áe ser importantes 
pa"ra mf..0

• '. ·-"--··_·; ••• ~ ·:;·.:. '·:~·e::<:"' 

!MtiJueC.JiÍnoeC'l{.amírez Cruz 

E 



"Dedicatorias 

./! rvi·os, por áanne e( mara·viffoso pri·viCegio áe ser. 

./! mis paáres: 

<Vityinia Cn= Cruz, quien incansa6Ce, siempre procur6 mi 6ienestar y e( áe mis /i.ennanos, 

por lia6enne áaáo toáo su cariño, confianz:a y aliento. 'Y° por lia6enne enseflaáo que e( 

mayor tesoro áe_t1._n.,_s'!r:(i11:mano s~nsU;S·va[o~. 

<PánfiC¡, 'l{amí;ez · qo!J:dre2rp';,~u~ ¡ia con' áia se esforzó para áanne Ca mejor áe Cas 
, " . ~ . : ,.' ·\ ~ -:.,~ : ,., .. ':;:: _;· 

lierencias; mi .fo;;,á~~ :p;,,.fe.rUJ.Wi Y, r.~,,,_;,,u,: 'Y° porque .sus cotisefos, ffenos áe sa6úíuria, 

./! mis licnnanos: 

IseÚt, <J{.aú( y <Daviá, por enseflarme a tEi.r.fiutar áe su compat1ia, por cuiáarme y por 

lia6erme apoyaáo . 

./! mi famuuz, en especia( a mi tío Luis 'l{_aygoza qonzáCez, por ser efemp(o y estar con 

nosotros. 

_/!(<Doctor !MigueC .;;fngeC <J(pán'guez, cuya cafiáaá liumana y profesiona( me inspiró en 

toáo momento. 

f 



Nota semántica 

Para la realización de esta investigacióri.-se emplearon 'métodos espeé:tróscópicos 
. ·· .. , ··,· - . . -

propios de la qufn1ica a.nalftica'. Al ~evisar el Diccionario usual d~ la Real Academia -- ' ' - ., . . . :·. ~ . . . - . . . . '- . - ~<:~ ·- . 

Española; se obsérvó que ...... ,~~l~~ra~ ~~;Ívacias del_ esh.d.io de. b·a~das espectrales 

como es11ectro~ot;;~:It~Íi;~[~~~D~ttj~jt~:~'t~~::~\~~~-J.'~;¿~,±~.~ e ~:}m.•.~~~so · del 
espectrofotómetro;: es11ectrometrla;'.\.técnica] del·; empleo:. de ·,_los ::·espectrómetios y 

--:- ; '.-~· -, .:· -_: <Y:--i~. At·~~~;¿~:t~;{:~;::;~~,1~~~~;~J;~~:<:~n-r~~~~!~~-;~t:t~~'.~Y:~,~~;:~~~¡<.--::;~'.i:·-:7~;.;'.{.~~,~:ii:~.~;>t;(~~1 ~-).~i/{:)· ._ 
es11ectrograffir; imagen· Óbtenida_-por.'iin'espectrógrafo;;y. a :la'_C:uarhacen·sinónimó 

- ·_, · : · .- -t<i/};t~;_:~~~-~'.~(·~;~~~f :~~1ft~{~;~_;~-L\t~-~-?~~~J\'.\:;;~):_ ::;~;:r:,_ ,::~:~;~~ ~:i::~Y~:-.{~:~y~s~:)/i.?{f t\ -.-
de espectroscopia; son palabras en las'que se rompe _el diptongo de la' última silaba 

acentuándola_ •. ·• or~·~fiMf{~~~~if i~~~~~~Í~;/~i'.1~!t'~~Jfi~~~~~i~~i~¿~~CJ'./t!,~{"~alabra 
espectroscop.ia, sinón~m·~·· ~e e,.spe!=.t_r:ografla;· segú~ ~~ d~éci~n.a~io: es.-graye, teniendo 

:: · · :' t· -.·~';.¡:·:x::'.~;;~~~c~:-:.~i~~~~: ~~.~1;::~:~t1Jf~_; ~\:l~jS~bn>::RY1~{:1~t~~v.t!é~1~~~~~:{f~-~iS~1{4t~~!~-·~;r~~~'.;·}~}:~:~:.:_~~:::-1.-·.~ -
el acento prosódico .en;1a;,sflaba·'co;:.Para;_nosotro·s;¡:quimicos;\serfa·:más0razonable 

--~ :,~ :_:-·;_· -~7~;_,-K;;~~;:?:?.~¡:::\:iit~~FT(~p:;~;~~-~~-,:~(ii;-~:~t~~~%9f;'~?·~f~:.~.;~~~~~:~~:~:;~-¿;Tf:~~:-t~f~-~~;~i?~~f:-~~: .. ; >.-_; · :. -
que la palabra se ·pronu_nd_a_ra·'.y'.escribiera·.-espectroscopfti'(con ~acento ortográfico 

--~:~; :-. /'::: i:.)~ ,~- ;~;~f/:t::~~\'.:-:::~~~t~~ ~:.~I~::_·¡;,~'é:: ~·~~'~,:;-~_-;~~~~Y:t;:;.~~-~f '.1~{;_t;~:f./f~;.~:::JfüH0>\-~t~:.y:i~~"/;~,,.~-\~(. ,-_ ·-~ 
en la letra i),'. en su: acepción : .. ~;:~conjunto;de .conocimientos referentes. al análisis 

, '-'•'····~..::' -.-,·,-.;~,·-~".'":.~:·.,·,·--·~:::.-:. -~~:·~,, ' 

espectroscópico y. dejar: la palabr~-~spectí-oscopiá (eón acento:-prosÓdico), con la 
·.-, ,_ '" _,, -·" .-... -. ·'·-' 0·'"'''7:,- .. ., ... '. ,. .... ,_.- ·: -:· ". -_: ... 

acepción 2, que dic.i ~'-"'_e~¡~ i~a&i.ri ~bte~ida' poriiri esp.icttos~.:..;ío ... 
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RcsunlCn 

RESUMEN 

México cuenta con una gran extensión de litorales en donde se desarrollan diferentes 
actividades pecuarias, sobresale, de todas -ellas, la captura del camarón. La fracción 
comestible del camarón abarca el 50%, la fracción restante, el cefalotórax o cabeza de 
camarón, constituye la parte no comestible y representa en la actualidad un grave. 
problema de contaminación que se tiene que abatir. El cefalotórax es considerado 
como un subproducto rico en proteina (45%), quitina (16%) y pigmentos (2%) 
(astaxantinas). Estos últimos son considerados de mucho interés comercial debido, por 
un lado, a la coloración que imparten en la piel y tejidos de especies acufcolas y 
avfcolas, aumentando de esta forma su valor comercial y, por el otro, a los costos 
elevados de producción. Anteriormente al desarrollo de este trabajo, se propuso el 
empleo de una· enzima proteolftica comercial (PA-3000) para separar a Ja quitina del 
complejo quitina-proteína-pigmento, quedando unidos los pigmentos (astaxantinas) a 
las protefnas; sin embargo, los valores de los rendimientos obtenidos de las 
carotenoprotefnas fueron bajos (33.0 µg/g de harina desrnineralizada). Por lo anterior, 
en la presente investigación se propuso emplear una quitinasa de Serratia nrarcescens 
(Sigma-Aldrich"') para Ja obtención de carotenoprotelnas empleando harina de 
cefalotórax de camarón con un tamaño de partlcula de 0.177 mm (malla 80) obtenida a 
partir de cal--.ezas frescas de camarón. Los resultados del análisis proximal fueron muy 
semejantes a los reportados en la literatura, asf mismo, se estimó 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 cefalotórax de camarón fue alrededor del 17%. La hidrólisis enzimática se llevó a 
cabo, en primer lugar, determinando la actividad de la quitinasa sobre un sustrato 
estándar (quitina comercial Sigma-Aldrich"'), la cual fue de 0.023 U.1. Posteriormente, 
se procedió a emplear a la harina de camarón como sustrato. Las condiciones con las 
que se obtuvo la máxima cantidad de pigmento asociado a las protelnas fueron: 
hidrólisis sobre harina de camarón con relación E/S = 42% (0.120 U.1.) durante 24 
horas de reacción a 25 ºC y con un pH de 6.0. Bajo estas condiciones, fue posible la 
obtención de 2.953 mg quitobiosa/mL, 19.733% de protelna soluble y 99.570 ,, g de 
carotenoides totales/g harina hidrolizada. Este valor fue comparado con datos de la 
literatura indicando una recuperación 3 veces mayor en esta investigación. La 
astaxantina obtenida fue purificada por cromatografla en capa fina para, 
posteriormente, realizarle un análisis por espectroscopia de IR, en donde se 
obtuvieron bandas características para estos compuestos en la región de 3483 cm·1 , 

1125-1277 cm·' y de 1650cm·1 , correspondientes a los grupos funcionales alcohol, 
cetona y carbonilo, respectivamente. Asl mismo, se realizó un estudio por 
espectroscopia de UV-Vis en donde se obtuvo la )\ máxima de absorción para la 
astaxantina obtenida en esta investigación la cual fue de 471 nnl y de 470 nm para la 
astaxantina comercial Sigtna-Aldrich®. Basándose en lo anterior, es recomendable 
realizar análisis confirmatorios de la presencia de este pigmento por medio de técnicas 
anaUticas alternas que presenten una mayor sensibilidad. 



Introducción 

1.0 INTRODUCCIÓN 

' .. -
En México,. lá .. •"<plotaéión d.el camarón oc_upa· el cuarto lugar dentro de las 

industrias pesqueras de mayor producción y r.ep_resenta en· 1a: actualidad una 

importante fuente de divisas para el pafs. Las f~~~c·i~nes', no comestibles del 
, ' . . . - . 

camarón (cabeza) generalmente son desechadas e.{·• al'ta ntar o en puertos y 

tiraderos ni.unicipales, generando una fuente de contaminación grave (esto es si se 

toman en cuenta los altos volúmenes de captura e i,'.,d.lstrialización) ya que la 

SEMARNAT, durante el ai\o 2002, reportó una captura alrededor de 73,000 Ton. 

Por otra parte, los residuos generados durante el· descabezado pueden ser una 

fuente de recursos muy importantes, ya que. la-.cabeza o:cefalotórax de camarón 

contiene una gran cantidad de nutri~~~-t~s?:~ .. -d~~t~.~an':t~.-~~-.~-..i~r:~i:'~ºtefnas, que 

contienen todos los aminoAcidoS __ ·i-~~¡S·~~~~~Üi~~<" .. ;:~;;··~;1~J;:~\:~ 0.:-.10~ Upidos. 

Adicionalmente; también se E!ricuentra;., l~~I~ii~~~t~~;(I~~ cual~s son el estudio de 
-".~,;,.;.\:.. ,,_, '·" ,•, . -..!> ; '. ,.':'. ·~ .. ~,- _: ·"·',;,:;_:, ·, ·).º 

esta investigaC:ión);·•:1a7quitina .y:·5íJ· deriva.do :1á'quiíosana, que proveen un gran 
.<':~~<;.~~::~:!} <··::~~:?::.;·~f·:;:i 't.<~~( .. ~.-;·.·\_':.~/:,- .. ~~\~.- · .. :·'-.\ .. __... -:".;_;--. ;·.:" -

número de apfü::_ac:io_ri~s'en la industria alimentaria, cosmetológica y farmacéutica 

(Escobedo y:~o~;;\j999);:.·,Í.ds pigmentos que ·se encuentran conformando a las 

carotenoprotefnas forinan·parte del grupo de las xantofilas (forma oxidada de los 

carotenos) de· _los cuales son pigmentos representativos los siguientes: lutefna, 

capsantina, zeaxantina, criptoxantina, cantaxantina y astaxantina (Badul, 1986). De 

los pigmentos anteriormente mencionados, la astaxantina es el colorante en1pleado 

con1únn1ente en las dietas de anin1ales para te1i.ir los tejidos de especies 

2 
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acufcolas con10 son los salnlones;· la _tr,ucha ""salmonada" Y- arco iris,, asf con10 de 

algum•s esp..Cie~-(~~~~ol•fr~c~~~~JÍ~~ fla~1encos; ya que estos grupos no pueden 
,_ . ,_;,:,.- .-,. -

sinteti:Zar_ ·~"df?~ -"-'~~VO~~~·~::'"'e~tO~}"·p·¡g~entos· y· es necesario "'·adic-ionarlos en su 

::::r:?~Z~i~~1:1~:::::: ::·::;:':=::: :::.:.:: 
mientras c1ui1.;~~~if;~lY.i~s a~esabsorben mejor las xant~filas (Velázquez, 1995). 

Los produ~to·~~~·;;d:.:,{si\Jñ\.:,ñes y trUcha arco iris se encuentran interesados en 

brlnd~r ~I .;~·~~~.~~~*~J~i~~le~ <:.>~ ~olo~~é~o'n.?iVdénti;;as a las que adquieren en 

su habitat natUral,y~f~üe'cteperidiendo de la pigmentación que presenten, tendrán 
--_,. - .•.• .;·, ··'·''~-·.'.·· -· . • . . " - ..<. ... ·- - - ., • 

una mayor 'áé:~p'~~f:,~~: por p~;t~' _ ~~f ~b:~']';~onsumidores, incrementándose 

consecuentelllen.tesu~val()r•comercial.·;El.pÍgm~nto preferido por los productores 

de estas esp~~:~r,J~s~~ISff~¿~¡~~~.~~1i~cif~~~S~f~;'.aque se obtiene una mejor 
fijación en fa pi_e_l_.y:tejid.o~; sin_:~lll_l>argo;_d_eb.ido_:a. la-_diffcil extracción de la misma, 

. . ·: ~~ t::~-\~;1:~xt~st::;;~,~~~1~~;~¡f ;~~; .. ~?1~:.~tt~{~~~·;;~;t~~'.f ?:!f .'.~~~:if~~:~/{:·· :~ .. : ,· · : ·. 
recurren a la astaxantinacsintética' fabricada por los laboratorios Roche (Suiza), con 

:.:·:¡ ::j'. 2~l~{\.~:~~¡1r:~: ~;y~/{~~.~:~:~;f:t~~~~~füi:{~-~:f ~!~:'..: · ' .. :;~;., · -:,--,._ 
el inconveniente.1,de\lo~'¡:altos,<costos;:que .tienen que pagar por este producto . 

. ·,-,:.> ::.;...;. •' .' .. ~ .~, < :,,._, • • ·:, t.'·,- ··,':,.; ,:. 

:~:~:as:v;:~~F~;11~~&¡t~i~2~;:1~:ar:::::ol:ti:ae:~:::ci~~::::3::~a:: 
separar a la qui~~ª ~~I ~on'i~lej~ q~i.tina-proteina-pigrnento, quedando unidos los 

pigmentos (astaxantinas) a las proteinas y contribuyendo por un lado, a la 

nutrición de dichas especies y, por el otro,, a su coloración,, sin embargo,, los 

rendimientos que se reportaron en la recuperación de las carotenoprotelnas fueron 
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bajos. Por ello en eslE? .. estud_io, se. pr<;>puso el empleo de una quitinasa de Scrrntin 

mnrccsams (Sigma-Alcl~icl~'c,,): .• ~;.;~;c6Ü~~~~bar. si los porcentajes de recuperación se 

incrementan al romp"ersi~1;i~1a~~~-~~-~~0 ia·quitina y Ja protelna, dejando el enlace 

prote1na-p1gment~ .• ~~~~-~~1~;~Xr~~~~i~~~~o.·. 
A continuación se expc)l\drári ¡C,~· obJ.;.tivos de este trabajo enmarcados dentro de 

un objetivo general. 
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2.0 OBJETIVOS 

2. J Objetivo general 

Extraer la máxima cantidad de· carotenoproiernas del complejo quitina

caroteno-protelná d~Í ceia1o'tór.,'x' de camarón mediante el empleo de una 

enzima quitinolftic'~· de Sii:rái:Í~>ii~r~ce11s 

2.2 Objetivos particulares.-· 

Caracterizar la harina. del cefalotórax· de camarón empleando_ un análisis 

proxin1al 

Cuantificar.- y . corroborar· Ja presencia de. quitina· en el cefalotórax de 

camarón 

• Determinar las mejores condiciones de extracción en las cuales se obtiene la 

máxima 'ca~~~~-~ .. d.~ pig~,_,nio asociado aÍ i::om~lejo quitina-caroteno-

proteína 
- ~ -~. . - - . -· - -.-: -, __; . ". ~ -

• Determinar .laca~tid~d de pigmentos y proteína extraídos 

Evaluar,· la presencia de astaxaritina en las carotenoprotelnas obtenidas 

empleand'o cromatograffa en capa fi,:.a (TLC, por sus siglas en inglés), as( 

corno espectroscopia de m y UV-Vis 

s 
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3.0 MARCO,TEÓRICO 

3.1 Carnctcrfsti~:.S d¡/c~1;;~ró11 
-,·:~·''~ - ' ; :,'· ·.·;·-

El camarón ésún c'~~íaiiceo didá f;Únilia 'de los decápodos que habita, de acuerdo 
,· ... • .".' .,.'>.'.4'.i?~::\.~·"'·>·,:.,:~t:'..· .. ;·-,.; / .. /. e:·.~· • " . .<.\. » .;.. • ·;· '··· .·· •: -.. ' " e' 

al tálud contin~ñtá1?en la 'región pelágica a· los 200 m. Su cuerpo se divide en dos 

partes.p~inf'.i~.\~~'.~~~~·,~.~~~;~ .• ti{~~!.f;:7r&f~:.1~c:~ft·~~~.~ción de cabezi y tronco 

en una sola unidadJcefalotórax) que•lleva.los.·órgariós:de los sentidos: ojos, dos 
.:-. .. -~-:-:, ~:.:~;:.rá"" -~~·~'.,~:>'.;'.;~~:,, ":;· .. :'. ~:.·,::-· ·--_;:' . .' -·.··~<' ·~~;:/:': ·;·,":• ~-

pares de. :ant~~~st~~.-I~J.-;:11i•}.~,~~1·;{i~~~,~~·2,{'.;J~f::~.~'..' ~o~a, .. tres pares de patas 

prensad,or~~;·;:~:~,f parestde;·pa~.~;'camiriad".'~ª!i';y,. por: ú.ltimo, las branquias. La 

segunda; cÓrisb; ~·~ sei5~'egm..,nt.;s_ abdomi~ales~ cinco pares de pleópodos y la cola 
. - ·- --.-, -. 

que le sirve.para nadar a contraéorriente (Calderón y col., 1992). 

En Ja Figura 1 es posible apreciar las partes que componen a un camarón. 

I 
Pleópodos de locomoción 

(5pares) 
Plcópodos de natación 

(5pares) Urópodos 

Figura 1-. Partes esquemáticas del can1ar6n (Anónimo, 2002) 

f TES!~ CDNl 
FALLA DE ORIGEN j 
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3.2 Co111posició11 del cefnlotórnx de cn111nró11 

La región del cefalotórax posee un contenido mayor de nitrógeno, a diferencia del 

abdomen, aden1ás de contener gran variedad de minerales con10 calcio, hierro, 

potasio y sodio, como se muestra en la Tabla l.. 

Tabla 1. Comparación entre el análisis proximal del cefalotórax y del abdomen 

de camarón (Cañipa, 1994) 

1 Análisis Proximal del camarón 1 

1 Determinación 11 Abdomen de ca.marón llCefalotórax de camarón {b.s) 1 

jHumedad (%) 11 78.2 1 --
'ºrasa cruda (%) 11 0.8 11 4.63 1 
IProteina cruda• {%2 1 18.1 11 47.70 1 
~enizas (%) 1.71 11 26.86 1 
jFibra cruda(%) 11 -- 1 19.35 1 

Ealcio (mg/100 g) 63.0 11 10.47 1 
!Hierro {mg¿100 g} 1.60 1 75 
~odio (mg¿100 g) il -- 1 9.15 1 
!Potasio (mg/100 g) il - 1 2.76 1 

• Nitrógeno multiplicado por un factor de 5.-l 

En esta tabla se observa que el con1ponente n1ás abundante en el cefalotórax de 

camarón es la fracción nitrogenada, sin embargo, se cuenta con una cantidad 

significativa de fibra cruda y cenizas. En la fracción lipófila se encuentran, además 

de las sustancias liposolubles responsables del aroma y del sabor típicos del 

camarón, los pigmentos liposolubles de tipo carotenoides, los cuales son los 

responsables de la coloración caractertstica del can1arón. Los pigmentos 

carotenoides que se encuentran en el cefalotórax de can1ar6n con1prenden 

\ TESIS CON l 
FALLA DE ORIGEN 
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estructuras mtiy parecidas que globahnente se conocen como astaxantinas. En la 

Figura 2 se.pueden obsenr~;·alg~na~~,~~'.:;Uas; Dentro de este grupo, los pigmentos 

;~;j;~tf ~~i~l!ii~:~:=~,~~~:~~~;~~~=~ 
~:~~~ili1iiliJi~ll~~É~~;~~~ 
componente'~· m_~S ~(a_büridante~110·~~ conSti_tllyen ·; laS:'- sales3·minerales,. principalmente 

:~, ·-";.~·.}:~~;'. -·'.~z~t ::~:~;:;~;.~ ~;~~~~/\.!:;}!,4t: '·~;/;~.\~~~~Ai~'é):~f J~·(J:Di~t~~~r~~F~:~~¡~~E~.\ }/. ·'.~ /; -. ~{ ~- ' 
carbonatos. de; cal«;fo y:rn~gn~ió.1'stas sus.ta~~ia",,_se·:en~u~11tran asociadas a la 

quitina Y al a%f;~~~~~&~:;y~~?It~f~~~E~~{<~~~~~~{~f~:f i~~~~~~~ue lo caracteriza. 
Por su parte, la qufüna.(la palabra.Auitina,se deri.va'del griego y.significa túnica o 

·-:·_:;.s~:: !-':F::~:~,~::~~~i~·~~i<.;;~1\-;;!--~y,:~~;:.-+¿;~}~:~~:~-~/"":~:;-}>~ ... ,.:-e .. , .. :~- · ,/-· , .. .:.<·:::" -, • 
envoltura) représenta''un: componente' de. gran importancia en el cefalotórax de 

~ ,;;_:.::,--~.~--:)? :;~:., ... ~,,,~/S;.".,'. __ ;::·-~; · -. ·:. . 
camarón y, ·en general,Jo_r~a" pat_"te de 1~ estructura' de algunos insectos, asf mismo 

se le encuentr:'; ~~ ·~;~anis,;.os como levaduras, hongos, bacilos, y algunos 

crustáceos. La quitina esta compuesta por unidades de glucosamina y ácido 

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

8 
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3.3 Colormrles 

Un colorante es -.in_:plg.mento u· otra sustancia obtenida por la s!ntesis o. artificio 

similar;ex~a!di/~Í~l~d'..o derivada a partir de un.vegetal, animal o mineral y que. 

cuando·. e~:·-~:~~~'-¡~~ .. >~~~~~¡·j~~da a los alimentos, medicamentos, Cos~~~~~~·, o·. al 
't:~,. :·.-:~»~>.' '.\ : . '.::::.,~ . -

cuerpO hum~~~/CS··~:c~p~~z.,'por.st n1isma (sota o a través d~ una_· re~CCio·n·.~~n·otra 

sustanda)~d~ i~f:f~i~~º;~racion;· _En México, la Secretarla ~~-t~~~+~z~f°,cª su 

definición sobre eL:origen de la sustancia, caracterizándola .como· aquéllá. obtenida 
,. -.;.'._\~-~·· .. _: .. ~~.,~::~.-.~:/;,".' .. ,:.: ... : .· ... ,.;:·_::-,~~i~~:·;~¿;~~;~:~i·~:~~· ... · ·, .. 

de los· vegetales,:·animales;·. minerales o por s!ntesis y que:_tes:·empleada para 
. -. , ':· .. ;":·:.: -~~:;~~-~::.:-;>~·:~~~-~·:~(?:-.:·:? ·~~-:.;· ; :/'." \ -: · · . -· _ ._. ·~.:-_.-.~<~_~f~~:'.:,~N.~.;:t?-Y~·;;:hf: .: ~--1. ·: · . " -

imparlir_.o· a.centuar el color; sin.especificar su uso o aplicación.JJ:e"acuerdo con su· 
~. ;_-_, t"~.:;,. ~:~;}.~~.~;·2:: ; . . - . :=·:::~.~ ;}~~>J}F.•::<>- •. ·-.;;'." 

origen o prócederí~i;;)os coJOrantes son obtenidos por fuentes''na~;.ales; ya sean 
.' :·.'.·::'..,, .•~;;;_~;~".~··. ,_' . -~. - ·, '::.~·,~·,-: . -

micro,;rgani5n;c;,;,,::vegetales, animales o minerales y aqueüo'; p.roducidos por 
• . - . . • "'<'.' c-_-ó·-' '. ~ - ., ... _· ~:"· . - ~' , 

s!ntesis quÍ;..Íca;'(sintéticos) incluyendo a los idénticos a los naturales (Quintero y 

3.4 Carote11oides 

Los carotenoides forman un grupo de compuestos liposolubles de color amarillo, 

naranja y rojo, ampliamente distribuidos en la naturaleza y constituyen uno de los 

pign1entos más importantes. Estos compuestos se pueden dividir en dos grandes 

grupos de acuerdo con su estructura qulmica: en carotenos y xantofilas (forma 

oxigenada de los carotenos). En la naturaleza existen en forma libre, en los tejidos 

vegetales, disueltos en Hpidos, forntando contplejos con las protelnas, 

9 
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carbohidratos y ácidos grasos, los·· cuales forman diferentes coloraciones según la 
: .. ..: . :· ,.,_).~;; 

manera en que interfccio~e¡:.'.·G·i~teracclón entre las protelnas y los carotenoides 

::~e:n:~ªr!::t:'.1!1~~t~~filf ~f~;:::::i: y~:~::fi::i:e::~:r ::::~&~~:::::: 
,. : ~·. ·.~?·.:~; -.>, :·. ;.{~~~(.~~.,:~?i·~~:-.·~~~~;~;1.j~;~_·:;~.:;.:. \ ~···,-,' .· ·, ·. _.'. : 

carotenoides.:: como:/[cotor:antes;:'.;·princlpalmente, los. sintéticos encontrándose en 

difereriteS .:. ;~~~;h~~\~¡·g~!~~\ Í'i~~!~~g~~~:: en~'. ~Ü~~ensiones; en~-geles, en emulsiones y, 
. . . .. : ::.~/~~ ~· ,':;·::·t~:::::y~;:~s ·~~·~S~:~?:\?.;~·~.;;;~~;;\ <--~.,:;·c.~ .. :·:~·;_;·:,.:~~.::. ::·:-~~:· ~- '.:;_:~: .- . _; .. :· 

finalmente; en forma :de deshidrat;tdos; Entre lo.s compoilentes del cefalotórax de 

camaró~•.·~e •. i.ri~f t~~~E·~,f ~r~~~~~~!~~~~~~t¿~~tt~.f':~~~~ds~ucturas qulmicas muy 

similares :a lo~. compuestos· qu~ globa·l~~':'te. se conocen como astaxantinas. En la 
' - '". \ ·: ' ., ~ 

Figura 2 .. 'senÚÍestran las estruc~rás d~ algunos de eitos (Baduf, 1896). 

OH 

Figura 2. Estructura química de la astaxantina, canlaxantina y del astaceno (Badui,, 1986) 

1 F~SJ~ ~°ilaj '" 
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. . 
La relevan~_ia. de: los caroteno:i~~~, -en _gene~~)~--~~- ~ólo ,_radica en la importancia 

atribuida· a 1a coloración· que.· Proveeii:. e~\-·1~: ,:~~·~·~~~,~.~~, ·sino porque poseen 

diversas funciones metabólicas en anlrnales{f··•;,;r.···¡,1'. hombre incluyendo su 

conversión en vitamina A y la cÍe actu;;~~~orl'~-~~i~~'~;.ticancerfgenos debido a 

su capacidad de capturar radicales libre~·;CBa~fl;Ji~~~j Velázquez, 1995). 
-· - » - .--:_ )_. ,,:•,.•,·-.,;,·,YO .. :=-

3.4.1 Astnxn11ti11n 

:.-<e·:'.< ~:!;>~y,,;~'-: - <" 

-~~ :_:...;: t<~f: : :. ·-·~-· 
. ·.,·. _/~~~:; . ,.~:·~- ~> ._,_ :-_ : .:~; 

La astaxantina, 3,3-dihidroxi~p,p:.Ciiibt~ici~j4~didri~;. se, encuentra formada por 
..... : -, -· .. : ·~· :~~:~~L'~~;f.:¿~~::~~l~-~fl~~/(\_~. ::~:~ .:.:-.-.-~:~, ,- · ·,_'.::-~- -: 

ocho unidades de isopreno_(Figura.2); presenta formas de·cristales color violeta. Su 
., · --.·. "·._" ·. ·:,, ~,·. 1:""·· •. ~:'~:;F·- .-:-·. ·: .. , .-· _ · -

punto de fusión es de 224 .ºC:.- Su espeC:tr()_:-~e absorción presenta las siguientes 

longitudes de onda máxima: 489 nn~ en cÍorC>~or.rio,_480nm en acetona, 478 nm en 

etanol y 470 nrn en hexano; al iguaf que_ otro's carotenoides es sensible a la luz, a la 

temperatura, a los ácidos, al oxígeno y a la presencia de álcalis (Velázquez, 1995). 

3.4.2 Fuentes de nslnxnútiun 

Crustáceos: Los crustáceos y en especial su caparazón significan una fuente natural 

muy importante de astaxantina que ha sido empleada como alternativa para la 

pigmentación de la piel y los tejidos del salmón en granjas acufcolas Oohnson y 

col., 1980). También contiene altos niveles de quitina que puede ser aprovechable 

en la industria cosmetológica y alimentaria, además de poseer un alto contenido de 

proteínas lo cual hace a los crustáceos una buena opción a explotar. 

11 
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Síntesis q11í111icn: La astaxantina. sintética es la fuente principal empleada para 

pigmentar la piel y: los.~tejidos del salmón, es preferida por los productores de 

salmón sobre __ l~ .. -~a-~laxa~tina_ debido a que se absorbe con una mayor eficiencia y 

brinda una coloración más nahlral y homogénea a los alimentos procesados. El 

procedimiento comercial empleado para la sfntesis qufmica de astaxantina no es 

del dominio pl1blico y por ello no es factible estimar los costos de manufachlra 

(Velázquez, lWS). 

F11e11/es 111icrobitÍ11ns: •. La astaxantina, también se puede obtener por medio de 
·- ' . 

levaduras del.généro~P/rnfftn que se caracterizan por presentar colonias de color 

rojo-naranja. ie~:~~E~J~:i~~~~~n,5ia. ~e p¡g;..entos car~tenoides. El contenido de 

astaxantinas e~' la''cepa)~Íl.Jestr;;:es de 500 µg del total de carotenoides, de los 

::;~:.::~~~~li:r;;m::::::,~:::~.~-p:~:~:;:p:::~ 
.,,,.,:..:· l,' ·,___"'·. 2.:·.'.".!;:':;,"'·· :-:-·. 

la pared celular por'rñediode.enzimas digestivas), asf como una absorción baja de 
,_,- •; r~ ... ;- • -·:.-cz;<, '.:·~,',-',•:,-: 

astaxantina poi" ·¡;a~te .d¡;{alg.unas especies, como lo es la trucha arcoiris y una 
·· .. -, .,, 

inestabilidad· del pigmento al extraerse con disolventes orgánicos Uohnson y An, 

1991). 

3.5 Cnrole11oproleí11ns 

A los complejos formados por pigmentos carotenoides y protelnas se les 

denominan carotenoprotelnas y se encuentran principaln1ente en organismos 

12 
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-;. . . . 
invertebrados., Cuando ·suce'.deri:estás asociaciones en los crustáceos hay efectos 

' --. .. " - _.. ~ --- ' 

in1porla~t~s. el-lle: ~-e~Dl¿~~j-~~~~:~~-~:~Oritinuación: por una parte, el pign1ento se torna 
,._ .. - ·:,\ · · -: ~iii:-,.'f_;·_;:·~,:~·:.--:-~·~-:;' ·-;~Cf,'.>-t.r:tc;_'·/, 

n1ás _s~l\.Íblé> eXiSte·:un '~Cá¡:;¡biO'"üg·ero~·en la coloración del rnisn10, aumentando su 
- ·." ~--:::/:~:, __ ':~::2:~~~~fj'!:}~'~'.~;;l?t;1'i0-· -.·;- • 

estabilidad.•Porotrap•a~te;lafluHinaque se encuentra asociada a las proteínas de 

manera co~~1i;¡;_"'if>~HJJ;;~~~~t'..:0~rlidad mayor y una dureza y rigidez a la 

estructura. Las car~ten()~rotefnas sonproductos estables en las cuales la molécula 

carotenoideó.:~~~;~~?..~~lf ?i~ilitJ~J8t.~~'.f;~;t:;.f¡(·;•~~se~a en los crustaceos mostrando 

coloraciones violetas; azules, púrpuras/.verdes y cafés. En las carotenoprotefnas se 
. . ·- ·:.): ·:.·~~!(~:">;"·~:-~.t:/: .. ·;~!/~f;,:::·~.::~~:;,{:;::f'..Ji~/;~f:2;~;_?::.IfEJ:_\~Y~'.} .. :~::·~- ;·: . .- . :"¿::~·:· .. : ·:. - _. . _ 

encuentran complejos como la·:c~stacia~na;-en l~·cual ·el carotenoide, casi siempre 
- . - . • -':-': ·.--~,: :~:.:/:1~i/f{:J~l{)'.,~~;::~.-~~ii~.s:~¿~~-/}~t~·~:-;·~?:.H~~~ >r.::::~;_/:__ __ -·-.. ~ .. ,--~~-~«t, :.. . 

astaxantina;~- se"encuentra·'ligado;a-'sitios:·especlficos';.con: una glicoproteína. Su 
-_ ·,_:;-·~~:.~)~·::~i::·:·::·~'.-~1;··:2;f!f:i~:~/D~~~¿~··~)~f,~";:;;F:'.:t~'.~::~-7~-~-~:.~~5;~t<·~~~~~~:~:(·f~~~::~: :~- . 

espectro de,:-absorción;:;por?tener:~a-i)a"".'·astaxanlina-~Confo~~su_:_principal carotenoide, 
· . .- -.:\_¿~);:/j/t~:,;,)2~.f :}~IfiJ;·::~T/>~~:{~~,~f.~. ;-;:Bffj~~:;;;:;~~~~f:N:~:/.;t¡;t~~~-~~?:~t\· ::.-:·_. 

presenta las sigllientes longitudes_de'.oitda·:maxima en.los siguientes disolventes: 

492 nm en +~~i~~M~~!~~h~f;f *·D~~~f !~~t~¡::i:'~~~~ol Y 470 nm en hexano. 

Las carotenopro~~--'~ª-~:~~-D\ .. ~_nm_ente_.s'.~· ~~~sen~~-€'.?~_ ~o~·caparazones de crustáceos 

determinan~~-~t· ~~·:~J!~;~~,~~~~~;~~~:·~;;~). -~--1 -._· • ·: , 

3.6 Quiti11a 

La quitina es el componente estructural principal de los exoesqueletos de 

invertebrados tales como los crustáceos, los insectos y las arañas, 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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homopolfmero:Co11:S~~ido pOr .. res_tos de N-acetil-D-glucosanlina unidos por enlace 

13(1-4) (Figura '3).:~ií6;¿e'. ~1;¡~~~~ia qufmicamente de la celulosa en que cada grupo 
• '., • '. ,--..- ·L·.~··". ·.'~:,,:,,·-, -·' • ;•. ,· 

OH-C (2) seh••Úa ~i>rii;ti~icÍé> pé>r una función acetamida (Voet y Voet, 1992). 

º~º 
H NHCCH3 

11 o 

H NHCCH3 
11 o 

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 producción de protefna 

unicelular de muy buena calidad, la cual puede incorporarse en alin1entos 

balanceados para animales. La propiedad quelatante de la quitina dada por su 

naturaleza policatiónica hace de este pollmero un producto ideal para la 

separación de coloides y partfculas suspendidas que se generan durante la 

elaboración de ciertos tipos de alimentos, permitiendo la recuperación de 

materiales con10 proteínas, 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 Proteí11ns 

Las protelnas son las moléculas orgánicas más abundantes en las células, ya que 

constituyen el 50 por ciento o más del peso seco. Se encuentran en todas las partes 

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

función celularE!s· Existen muchas clases de protefnas diferentes, cada una de ellas 

especiali:.:ada:~~:una función biológica diferente. Además, la información genética 

es exp~esact~.·~n'. ,i~' ritayo·r, parte por estructuras protelnicas. Desempei\an gran 
'-_;-'-- -·-.',',:::~:;. .-:_" '<':_:_,/ 

diversid¡\d,~cl~'/~~Si~~~s;,;¿,,E!'.'~~ , las que se citan las siguientes: actllan como 

catalizéÍd~~~'~;·~,~ .. ~~:~:rit~~~~~~ti:~~furales, sistemas contráctiles, reservas de elementos 
-,,.;~:_, "":e::·:-~- z~·:;·::j,c" -

nutritivos, ,~ehlc~l~s,.'.~~'.ti:°ª~sporte, hormonas y como elementos de protección. 

Todas · ell~~,' ,~~~~en~·~1~~~~ono;• hidrógeno, nitrógeno, oxigeno y algunas otras 
•. ----~ :.-.:~·:·. ~ ~'.·_~0:':_;<\':t·?~l~)~t~>.i;'. -\ ;:_~ ' . 

azufre. Por~lo·~·corrill:n";'.'~olaniente se encuentran 20 a-antinoácidos distintos como 

unidades. ::có~;~~~:~;~~~jes de las protelnas. Estos se encuentran unidos 
"-·-/:; e,,~.';-:-,-

amida sustituidas 'i1á'rñadas enlaces peptfdicos. Estas macromoléculas, que reciben 
:·.::.. ... . :;~ '. ' 

el nombre d.e\,p:olipéptidos, pueden contener centenares de unidades de 

aminoácidos; _Las protelnas se dividen en dos clases principales basándose en su 

composición: las protelnas simples y las protelnas co11j11gadns. Las protelnas simples 

son aquellas _que, por hidrólisis, producen solamente aminoácidos, sin ningún otro 

producto principal, orgánico o inorgánico. Las prote,nas conjugadas son aquellas 

que, por hidrólisis producen, no solantente antinoácidos, sino tantbién otros 
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componentes orgánicos o' inorgánicos. Las protelnas conjugadas pueden 

clasificarse de acuerdo con la ,.;~,'t;,:rat.e>:¡; qulmica de sus grupos prostéticos, como 

nucleoprotefnas y lipoprotel~i'l'~; .. .i~~ ·c~ales contienen ácidos nucleicos y lfpidos 
• .. ,· .. ,·,·;-''•"''"' 

respectivamente, as( co.mo'·f~sf~~'.:61efnas, metaloprotelnas y glucoprotelnas (Voet 

y Voet, 1992). Ademá~.'de~i_C>n;?~; metales y lfpidos, las protelnas pueden contener 
e:,~·;;-:_· 

otros numerosos co-~tP\~eSl-~~'>a::·-tTav.és .·de interacciones débiles o de enlaces 
'. \:;g,::'f,'.:(~:/;:;·,,.._o. ~.<'· {, 

covalentes, entre to.s .C?i";;~~P.)?s. 'lll:~.C:abedestacar se encuentran pigmentos asl como 
,_ . '-q~ -.,, .• 

sustancias con actividádes. bÍolÓgicas diversas (Fennema, 1993). 

"<'- ,.-;_':-'·¡··:,_ .-.~ _"' 
3.7.1 Co11for111adó11de1ds'pr~td11ns 

El término co;(o@a~'¡(,~,-~/~;.1ple;. p;.ra: referi~~e a, 1;..estr;.étura combinada 

primaria, secu~~a~i~~.;:~e;~i~~j'~- y-~~~-~~~~~~~~ o a·~.-~-~~ ~Jir~~~f~·~·. 
·'·'' •" . ·.'· ... 

La estr11ct11ra ,;:,iÍÍÍnrli. ~~;~-;;;f~~~~ i'lt_~squelet(). c()vi'lterÍt¡. d.ela cadena polipeptldica y 
-. ~ ::·:~:~~-:·:. ~-::;.--:-- ~.)?\:},:,',?-~'.-1~\{~~::·>~;:·.· -.oc--~~' •. _._-:· .. ---~. ~-:;~:~: ':'.·t~. -. .- -. . 

establece de mod~; especffü:o, la· secu~n~ia de sus restos de aminoácidos. La 

estr11ct11ra secu:;d~~f J:~~;!f;!~~;-~)¡'~~d~~~~Ú:h·~~~~ia:'~ periódica en el espacio de 
' .. '· . '·" -

las cadenas polipeptldicas a lo largo de una dirección. La estructura secundaria es 

sobre todo evidente en las protefnas fibrosas, en las que las cadenas polipeptldicas 

·poseen una conformación extendida o enrollada longitudinalmente. Lo mismo 

ocurre en los segmentos de cadenas polipeptldicas de las protefnas globulares. 

El térntino estructura tcrcinrin se refiere a la forma en que la cadena polipeptfdica se 

curva o se pliega para forn1ar la estructura estrechan1ente plegada y compacta de 
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las protelnas globulares. El término estr11ct11rn c11ater11nria pone de manifiesto el 

cómo se disponen en el espacio las cadenas individuales polipeptídicas de una 

protelna que posee más de una cadena; La mayor parte de las grandes protelnas, 

ya sean fibrosas o globulares, contienen dos o más cadenas polipeptfdicas, entre las 

cuales pueden o no existir enlaces covalentes (Voet y Voet, 1992). 

3. 7.2 Des11at11rnlizació11 

Muchas moléculas protelnicas sólo retleneri su ~étividad. biológica dentro de un 

intervalo.~u~'.~l5,~:#?~~~¿:.:~:~fr~~+~~;·~.;,é: 0~~~~~()s.ici~n.:de proteínas solubles o 

globulares a. pH"extremos·:.o ~temperatúras :elevadas;.: les• hace experimentar un 
·. ·. · ·,~:Y:!··~·,_: ;tr.;~:?·~1S'..~~;~]t. :~}\5·.~:;~"··:f~.::'~1,~,y-:-~-_:,~~+~-.·.~ .~-;~}~·:{:I' -'. ·. -., '. ~~:, :;.. _ , 

cambio conocido: como'diSiiíitiiríiliztl_ci_ólr:_Ésta'có'ñsiste en el desplegamiento de la 

estructura na.tiva 'plegad~ :,~~?-~-~·; ~~~~~~ ·: ·~·Ol:~~ePHdica de las moléculas de las 
.·-.:.-,_ -

protelnas globulares. Cuando ·la agitación térmica provoca que la estructura 

plegada se desdoble, originando una cadena libremente ondulada, la protelna 

pierde su función biológica o actividad. Se han observado muchos casos en que 

una molécula desplegada recupera su forma nativa en un proceso que recibe el 

nombre de re11aturalizació11. La renaturalización de una proteína no desarrolla 

ninguna actividad biológica que no se hallase ya presente en la proteína original. Si 

la proteína desnaturalizada fuera una enzinta, también puede recuperar su 

actividad catalftica por renaturalización, sin ningún cantbio en la especificidad de 

la reacción catalizada (Voet y Voet, 1992). 
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3.7.3 E11zi111ns 
' . . . 

Las enzimas son'.p'rot~f~.a·s·que se comportan como catalizadores acelerando la 

velocidad d.~_ las ~eacciones q~e se llevan a cabo en los seres vivos sin alterar el .... -.. , -· .. 

equilibrio (Quintero y col., 1993)'. 
·" - .,_ ~ .. , ,. - . . ·-

Desde el pui:ito de.·~"Í~:t~ .comercial resulta menos costoso el empleo de una 
¿-~"JA 

preparación ~ii.ziM~"ti.~~.\ q~e- ,·.la misma enzima purificada. Generalmente, las 
.. ·.· ·~-~';-, . : ,. 

preparaciones _eliZi~~áti~~~'. sO:~ estandarizadas empleando ensayos de actividad 

enzimática. La . unid~~\intern~cional estándar (U.I.) es Ja unidad empleada 

generalmente en\;~s··~~l'J~:r~ciones"enzimáticas, y se define como la cantidad de 

enzima que, 1J~jo:.~i~;J~i~~~~·~<fri~idás, cataliza la transfO.:mación de un micromol 

o un micro';~:¡r~l'~if~?.:~~;f~~~~a.~'f·,~io(~t!t~ 1:~: ~~rtl~~J dacio:.·· Existen cuatro 

parámetros experimentales· '.de:: hidrólisis,._que:.se: deben :·definir· al trabajar con 

=~: ;A:;r2~r~,~fili~~~~;~§f ~ !~;~~~;~ U~•" • oobo •• 

1) Co11ce11tradó11 ile s~lstrat.0%1: se~:;;l;~·corno elporcentáje en masa del sustrato 

,, ~::::::l~f #l~~f ~1&~~Wi~~~:: ·· ~;~ ~ ..... · ·· 
3) Valor de ;ii;~i_!'!;iWJl\¡~~~~r~~t~~~¡~\i:i~~~ende de la concentración de iones 

hidrógeno dei:;;,e:Jfa! y.~··~i'..ie'·afeeta a la carga eléctrica de la enzima y, por 
., < ~.'. : .. - • ,. _ •• _,. ."'. <-:·-- ' 

tanto, detern1ina SU eslTUctu-ra funcional. Los sitios activos de la enzin1as se 
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con1ponen a m.e~ti~o.«:.e.-g~~p~s.ior\Ízables que deben encontrarse en la forn1a 
;_ ,- - - .'-\, ': .- .. - ·'.·'i,~.~:· :~~~~~·-... ; '· .-. 

ionlca ad"'<:~~d':t~::~l/'.,'? ~~;'.','.~ntener la conformación del sitio activo, unir los 

sustratOs·y:.:~atali~,r~.i~~·reaé~ió~~~-A-valores de pH óptimos, se cuenta con una 
. - ' .. . - ... -;~ - . -·-.;,... - ... -- ' 

mayor_,a'fi;,_·ida~~ .. ~~'~j~">~¡'.:~~·~·t'.i~t~ y la reacción se da con una eficiencia mayor 
. . , '•(' ' ~--.,·.: 

.,~ .,, >. 

/.<~;, '-'(:\·~' ;.~_:,·f·i-~ (Segel, 1976); 
'"-·;-::; -

4) Te1i1perat1i";:a;, ~~'eri'z.ii{;~'~ ;~'~eden fácilmente desnaturalizarse por el calor. La 
, ., ,.: .. '· -. ··i-;:-<'• ••• ,h•\-:•·· 

:::::·;~.:~¡i~~~~i~;;; ::::· .:: ::::·:: ~ <:::·:::: 
para 'elintinar,,sü''.'actividad:''':Una 'molécula de una enzima es una estructura 

frágil yin~~1~{~~~,~;~t;!,5:~~f;;~J~ absorbe demasiada energía, la estructura 

terciaria·S~~~ompe~;Y:~.l~~~enz¡n-.:-á·.-se desnaturaliza, es decir, se pierde la actividad 
. - :: -~·_: ->~=:~,t:~~;, :,·:_~}t~~::;,:;.};~.;,~;::~J :,~~:r~;;~~·::. ~-' 

catalítica (Segel~'1~7.~};:Cab<i;'Írlencionar que, en muchos casos, se ha observado 

un efect() ciJ'~;~~i~Q~~a~i~~;Z~~~~mática al paso del tiempo, debido a un proceso 

de recupe'r'aci.'.>~' P'~~~f;i1'"ct~Úacéstructura tridimensional de Ja proteína Jo cual 

conduce a Iá restauraciÓ~ d;;; los sitios activos (García, 1997). 

3.8 Quitiuasas 

La hidrólisis enzimática de la quitina, es realizada por un sistema quitinolftico, el 

cual consiste de una hidrolasa o quitinasa la cual rompe a la quitina para producir 

quitobiosa (Sigma-Aldrich"', 2001). 

La producción de quitinasas se encuentra n1uy distribuida entre las bacterias 
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C/1ro111obncteri11111, K/ebsel/n, Pse11do111011ns, Serrntin, Clostridi11111, Bncil/11s y Vibrio. La 

quitinasa también es sintetizada por algunos protozoarios y por diferentes tejidos 

gland;,iáres ·del_sistema digestivo de muchos nematodos, policatos y oligocatos, 
~ .. ·.;:- '',. . . :: 

ntolusCos y.artrópodos. En organisntos vertebrados, la quitinasa es secretada por el 

páncreas y la mucosa gástrica de los peces, insectos, anfibios y reptiles. La fuente 

de obtención de quitinasa purificada es a partir de cultivos filtrados de 

Streplo111ycesgr_ise11s, Aspergill11s 11iger, Bnci1111s t/111ri11gie11sis y Serrntfa mnrcesams. La 

quitinasa ~~- es~e<:lfica para _el P()lfmero N-acetil~D-glucosa~illª• posee un pH 

óptimo de accÍó~ ~.; 6/cua11do el sÜs_tráto es q~itina: La enzima crud_a e) purificada 

:.:~::p:;~t~~~l~~1Jll~!;~,~{~~ri&l*;::.~: 
Dentro de . sus·. usos<·se:.''ericuentra,' .. sl.f :·aplicación~rcorito's;.:¡ngrediente ;-:~·~Üvo de 

:·<)',;~.: -~.~~:~ ~=.~-.-<· ~-- ";), ~ ~~'.>;:~:>::::~:.,!;1?+~~~-~~J0t~Hfíg~~}~:~~7~{,$.~a;j~~f¿~~~;~vt~~~~5~ft~I~·-::~ 
bioinsecticidas; "estudfos llevados a cabe) iní:lican'"qüe" el Üso' de este: tipo de enzimas 

. ::-:·:~-.:?·;_::/~~.·:. :.:· ';\~;~·· ~~·: ·. ': '. · -:.:. :.:~-::~~-:.:;_-'.;;~\;_\}~:~~-:~;i;~s~¡~~!~;.~t~t~~~\~'.~!_,~it~{{(!~.~~\z~.~~.~~.::;-"-· ':·· -
en el control_ dehongos que infeétan'plantasp'oétrra'.ser.l,ítil.(Escudero y col, 1998). 

De la hidrólisi~ ~~ Ía q~i~na, se o~lie~~'~{Ji~?~á;~dl(~~{f~,i:~;; (N,N-diacelil-D-

glucosamina oNDG) que, de rnarie~a n~l1.Ír¡l,:¿;i~n¿¿:entra en el calostro y la leche 
. . . : . ~' .. .... , .. o:~:;:·,_.¡_. ,;;,,_ ,·., ·---;. 

materna y sUs derlvadÓs alq.:Xilado~:·pÓsEien:·\~n efecto promotor de crecimiento 
. . ' ; ' .:· .. -' ·; : 

(factor bifidus) pára la bacteria·: Láctobncillús bijidus que, al igual que otros 
,· .. :· '·• . 

microorganisrn_os. como L .. ncidop/1il1tS, son parte importante de la flora intestinal 

norntal. Dichc:-s ffi~cr:oorganisntos intervienen en procesos de asimilación de 

productos láéte65;· particularmente ayudando a desdoblar la lactosa. Otra 
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aplicación importante·,·de __ l_a,_NDG es·que,.junto con el _suero de leche, puede 

emplearse con10 er/ di~t¡Í~. •para la alimentación anin1al 

proporcionando un ~·¡·~~rit¡, ·f feo; en 'h¡~~~-t~s de carbono y protelnas de alta 

calidad (Patil y co1.,2od~).p; 

3.9 E111pleo .de, ··In :e11zii11n '_q11iti11.olíticn de Serrntin 111nrcesce11s pnrn In obte11dó11 de 

cnroteuoprot~f;,~ ·: 

La enzima .:·q;¡;~~~'~i!tic·a· .'de Serrnlia 111arcesce11s es una hidrolasa cuyo nombre 
' ',.: - ·~ .·<._• • ·:: 

comercial es· CtÚtin:ísE.-Sigma® y su nombre sistemático es 1,4-p-poli-N-

acetilglucosamidasa, tiene un costo en el mercado de $1,850 pesos por cada 10 

unidades enzimáticas y un grant o d.e diéha ·enzima equivale a 570 U. Asl mismo, la 

quitinasa es una exoglucanasa, capaz de hidrolizar el enlace 13-1,4-N-

acetilglucosamina (Quitina) para producir quitobiosa bajo la siguiente reacción: 

Quitina + H20 º"m..... ., Quitobiosa 

La reacción anterior se lleva a cab~.a un valor de pH = 6, una temperatura de 25 ºC 

y un tiempo de reacción de 7 horas (Sigma-Aldrich®, 2001). 

Con base en estos conceptos, a continuación se presenta la metodologfa empleada 

en esta investigación 
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4.0 MATERIALES Y MÉTODOS 

En general, la metodología de esta investigación consta de dos partes; la primera 

consiste en la obtención y preparación de. la muestra como se describe más 

adelante. La segunda se refiere a Ja hidrólisis enzimática tanto de Ja quitina 

comercial de Ja marca Sigma-Aldrich® como de la harina de cefalotórax de 

camarón. La actividad. e~zi~:á-tica. se obtuvo en función de Ja cantidad de 

quitobiosa libe;~d;¡;por/.la!h;~~ÓHsis ~equitina (Ja cual fue llevada a cabo a un 

valor de ~-~~:xt-~l~t~f~ft~~~~i'.~~~j~ig:·C) a través del tiempo. La quitobiosa 

liberada fuecuantificada:por:eLmétodo'del ácido 3,5 dinitro salicllico (DNS) para 

la determi~~Ú~~~;~J;'.\~~~~~~¡~~~ft::~:r~~iictores. Los datos obtenidos fueron 

:::t::~i~~~~~~~f ~~:~ .. ::;~·:::::::::;:: ::·::d: 
'-, 2·'_.' \~, . . ; ",\,, ...,-, . ; - ·.~:;-.. :~. ·;: 

máxima (A ~~~i~~;l~~;1t·ff i~if ó7) alcanzada por el complejo formado por la 

quitobiosa y el ;~_eá~.1!.':},~~g!' .. ~~Si.dicha A máxima se determinó realizando un 

barrido en UV"."Vi~··á·:JriY~táriétar'~de quitobiosa, que se presenta en el anexo 3, . -. :. ·'''·:\~~·,.·~:.:~t-' ., .,_ ,' . ·-· 
inciso B. De esta form'á_'.!ie':Cieterminó Ja actividad enzimatica de Ja quitinasa sobre 

quitina comercial y·s¡;b·re la harina de camarón. 

4.1 Equipo empleado d11rn11te In parte experime11tal 

En la Tabla 2 se presenta el equipo empleado durante la preparación y 

caracterización de la nluestra. 
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Tabla 2. Equipo empleado durante la preparación y caracterización de la muestra 

Equipo Especificaciones 

Cuarto de secado Marca: Kinet; modelo: 53874 

- - . . 
Molino de cereales ·~· 

... 
2056 

Tamizador mecánico 
Marca: Steve-Shaker portable; Nº 695_, -
3002895 

Balanza analítica Marca: Sartorius; modelo: 1207 MP2 

Agitador orbital ("Vórtex") Marca: Scientific Industries, Inc; modelo: G-560 

Espectrofotómetro 1 Marca: Perkin Elmer; modelo: C 618-0337 

Horno de conducción 11 Marca: Felisa; modelo: FE-293 

Parrilla de agitación 
1 

Marca: Thermolyne 11; modelo: Type 1000 

4.2 Obte11ció11 y prep11rnció11 de In muestra 

Las muestras de cefalotórax de camarón fueron adquiridas dentro del area de 

pescados y mariscos de la Central de Abastos de la Ciudad de México, D.F. 

conocida también conto ""La -i:tueva Viga"". Las cabezas fueron proporcionadas 

gratuitamente 

predominaron 

por: los·"· comerciantes. No se seleccionaron especies, pero 

las cab.;~~.cd;~~f~tni'~~Óll. café (Pe11ne11s. nztec11s) y blanco (Penne11s 
:.- ,_,º . 

v11111111111ei), ambas del Golfo de México. Una vez adquiridas se transportaron al 

Laboratorio E-301 del Programa de Ingeniería Qu!mica Ambiental y de Qu!mica 

Ambiental (PIQAyQA) de la Facultad de Qu!mica de la UNAM, en bolsas de 

plóistico de color negro y en hielo para evitar su descomposición. 

23 

1 

1 

1 

1 

1 



MalcriaJcs y Ml?lodos 

4.2.1 Lavado 

Las ntuestras d~ 'c~·falotórax de. can1ar6n se lavaron al chorro de agua para elintinar 

restos·' de:~ n~~~~;i~·,::;.:~·~.---·~~;~·~ad~, ya que debido a las características de fácil 
'.·~. ·. i;·,',-,; ' . . :; . 

desconlpoSiciÓ·n···_mf~·robÍoJÓ·g¡é~» que presentan los crustáceos, el lavado representa 
'" :_:. • • - . ' - ·~ : ':.-~_; •• <' . ., 

un punto i::rltico. para 'evit~-r la 'degradación principalmente por microorganismos 
., ;o:·:', ';.·;'] ·~:-..-'" 

proteollticos, ,- .- ·-•·c. '.'., _:.:._-: ' · · ·' 

4.2.2 Secado 
.. , __ . 

, -'- , . ~'' '• -'. 

Una ve,; la~~'ci~;;¡~~;.,ii;'~~~,;·~e-~.;l~ca en ch~rolas de metal pa~á pro~eder al secado. 
' .. ·:,l • • ·~ ,.._;·7~,(~~~t~;.?.; -,· 

Este procedimien.tó'es .~aliza~o:a 60±2 ~C, durant_e 24 horas en. un cuarto de secado 

ª temperatúr,; ca'nü-'ó'1~ci~.Y-:.-': •. · ,,. ·· • 
:· ,c.-\-'.7° !.'.'"c:::>. .. 172''· u•' -_ .. - .• --¿... .-.~z,'.c:; 

4.2.3 Molie11da!J lf!Íúfi~1J:}';J'-~i·· .. '/}•. •_;_. "'. ·o;;·'··. 
La muestra séCa é5:.Tio!•ida'en{~ri''-i\ouno.Cte cereales, y tamizada en tamices del 

:::::.:,=~iif ;i~!~ii~'1:~~#i;; ~m. ... . 

La harina .obtenida 'es'. desmineralizada .-·empleando EDTA disódico 0.5 M con 

agitación consta;;t~duralt;~--r~--:~~~~~·zn Üna proporción de 1.:3 (p/v) y lavada con 
Y.~·.','~.~~~~'.:~~~.'.;::;~.~~ ... /~·:.:S ;~ .. ~:,.\ . ·,: ·~ ;:~/2~~ ... ' 

agua destilad~;r~;:¡'¡)1iifénF l~~¡nuesti-a es filtrada en papel filtro de poro abierto 
·::j< .. !.;-'; <'-,< .. :,:.··:,: ~-.;·~~" ·:.~(·:> 

(Watman, NÓ~;",1.);:· ''"\<;;,\:-

4.2.5 Secado :;;" ::'-\ :;\: 
-:- -~ '; ' . · ... ;.~, .-;: ' 

La harina 'de~·~~:¡·~~~~úi'~da: es secada a una tentperatura de 50 ºC durante 2 horas 
· .. :·.-.; ... ":· .... "'·'.:" 

empleando un.·h·~;~¿·.-tci;;·vencional. 
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4.2.6 Al111nce11a111ie11to 

La hariÍ"ta.:sec~::.:s~>~l~1a~~~a Cft ~~frascos cOior·_ .. ám.bar debidamente etiquetados, 

hermétic~~~~~~ ~~~r~~~s>c~~i~~tC>s .~on:~a~el encerado, para de esta manera 
- '._~ •• ~ ' ""' .~: :-;. •: • r "< 

4.3 Cnrncteriznd6~1 dé In tii11estrtÍ i Hari11a ~iiler'/, y d~l11i1íernlizndn) 
': .;! : .<.-.:;~__,..:-·-;: .. ,'.~'.·<;.!.: .. :~:~;,:·.:¡·::·:";_e\'.;:::;: .. :::·:\_'-;~---:.< ... /;;:·:::,, ', 

Una vez obtenida: la·. harina; 's~ ·~aracterizó, realizando un análisis proximal antes y 
.' . - .... ,, ·';, ... · · .. ;.·-·-·; .. ,', "..--.~~.~ ·.-~-~·,7·;~-:,· .. ,' •' '···'"' ·.· ,.,. -. . ... ' 

después de · 1a de;lllinerali~ciojúdetéió{in,a.;ió.Íl de. hullledad, ~ceniza~, protelna, 

grasa cruda, fibra cr~d~·ibfJ~t 1t~~;~;,;:~if~~~o~~¡"9A§.' i9;s>·i01 nt~smo, se 

determinó Ja cantidad. de .quitina,_en'í,la.:"muestra por el método,_ propuesto. por 

Spinelli, en Simpson; ffa;~clYi~~~J~f ¿~~r¡;¿;~;;~~~cra u ria doble~i~~~li~¡\¡sic~ de 

Ja harina de camarón •a .r~fl~jC>. ~.a .. temperatura de ebullición, seguida de una 

hidrólisis ácida del material restante a 25 ºC durante 12 horas (Inciso I, Anexo 1). 

La quitina obtenida (quitina 80, debido a que se obtuvo de la harina de cefalotórax 

de camarón con número de mana 80) se caracterizó mediante espectroscopia de IR, 

asl mismo se le determinó el porcentaje de humedad y nitrógeno por las 

técnicas de secado y Kjeldahl respectivamente y los resultados se compararon con 

los reportados por el proveedor para la quitina comercia Sigma-Aldrich® 

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

ntencionados. 
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Diagrama l.. Obtención y preparación de la muestra 

Caracterización 
de la muestra 

Caracterización 
de la muestra 

Obtención del cefalotórax 
de camarón 

Lavado 

Secado(60 ºC/24 horas) 

Molienda 

Tamizado 0.177 n1n1 
(Malla Núm. 80) 

Desmineralización 
CEDTA 0.5 M/1 hora) 

Secado (Horno SOºC/ 2 horas) 

Aln1acenamiento ) 

TESIS CON 
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4.4 Hidrólisis e11zi111áticn 

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

estudio. 

Tabla 3. Equipo y material empleado en la hidrólisis enzimática 

Material 11 Especificaciones 1 

Parrilla de agitación magnética 11 Marca: Termoline 11 1 
Equipo de agitación con ternlostato 11 Marca: Exacal 1 
Agitador orbital ("Vórtex") 11 Marca: Scientific Industries, n1odelo: G-5601 
Espectofotómetro de UV-Vis 1 Marca: Becman; modelo DU-65 

Espectofotómetro de IR 1 Marca: Perkin Eln1er; modelo: 

Centrifuga 11 Marca: Ependorf; modelo: 544 1 

1 Quitinasa de Serratia n1arcescens 11 Marca: Sigma-Aldrich"' (EC 3.2.1.14) 1 
1 Quitina (99 % de pureza) 1 Marca: Sigma-Aldrich"' 

1 Quitobiosa estándar (99.9 % pureza) 1 Marca: Sigma-Aldrich"' 

1 Astaxantina estándar(99.9 % pureza) 1 Marca: Sigma-Aldrich"' 

Dentro de las especificaciones de la quitinasa de Serrntin 111nrcesce11s figuran la 

siguientes (Sigma Aldrich, 2001): 

Número de catálogo: EC 3.2.1.14 

Hidroliza el enlace 13-1,4-N-acetilglucosamina (Quitina) para producir 

quitobiosa bajo la siguiente reacción: Quitina+ H20 º"'"º"'ª .. Quitobiosa 

570 unidades /gramo sólido 

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

hidrólisis a 25 ºC y un valor de pH .. =_:6:_ ______ ::-:::-::~---i 

\ ~s~ cg~o I 27 
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4.4.1 Detcr111i11nció11 d~ la .. ti~t~-pit:/'.1,d ~e,Ja.e11Zi11uz 11tilizn11do q11iti11a comercial 

La hidróHsis en,dn1átii.lé~e·ll~vó·;;~¡;~°' e7pl~ando quitina (Sigma-Aldrich® al 99% 

::;~{~¡tl~-~~to/f s!iP~r:r:~n:~:·· ......... ··· 
Los parámetros estu_d_~~uJosful:!ro~ los siguientes: · · 

a) Can.tid:ddf~~![~~~~·~~·~~l·?J'.~~(~fatrato) [S] 

b) Relacióri de lá cantidad 'dé.enzima cori ·respécto· a la cantidad de sustrato [E) / [S] 
·. ,'..::.. : :>.:· _"·,:': (\;.\.:.};~F~!º.- .. ]Fij,'.:}),i:;~~~~X·:~:r$~ú:'}~~s~_-;~: ~;;;~; t:,'.~:-x? ·:t~~ ·:: ~j ;- :···:~. · ::: ·· · · 

La metodologra empJéad~ durante'. la;:par~~ enzimática, fue la propuesta por el 

fabrka.nte}s~sii~~i~i~si~~~~t1~~t~~fr;i~-1>.=.~-- _· 

Se suspenden' 25 mg de ·quitina ·eri'2 mL' de una·solución amortiguadora de fosfatos 

0.1 M~ P~~·f;~~!:f~~:\~~J~~¡~~~~~Z,~~~~.f~i~~i~a:c~nstante, de tal manera que 1a 

quitina-: sieffiP-re~:'Se~.'en'cueritrEi5eil:'!Süspel1Sioñ;~::POSteriormente, se adicionan o.s 
· -.-.~ --.... "-/~-~·)+~~-~~~;~~\~~~·,~"f.)~-f~~~t~\~f:~;~W:;_~~zJ~~'.-~'.·t.~~:~~~i31~~\i~,:'f·./~.f~):· ,~ .: 

unidades·.de_qúitinasa/;incubándose;un·,blaúco.'de:·reactivos a 25 ºC y se toman 
-- :-~ -. --..- _:_~~ ~ .-.;~:- ~x~_~:~~;;:~~~r11~; iJf~;~X~l?~;fr!t~;f~t:::,:\!i;~~~~~~t.;:~~~;%;~.f ~?'.1• ,/'.~- ;-:.: ':~?:· -• _ . · • 

alfcuotas dé 100 í.tL"a lós'tiempos.O,c:l0,'20;: 30;';60; 90,:120, 150, 180, 210, 240, 270, 
,_ -: ·.-~·.: ~;;.:,.::·~-- -;_: ~ :·t.¿·tJ'.J;·~~!~~~g~; i:-2:~;¿!:\'¡)\::~?:i,1í~L~~i~~·:1~~;~t~-,~:~fFr; <·~-~~.- :; .. .,;~ ::·: 

300, 330, 360, 390 y 420 nlinu~~s:,Unarez "transcu"rrido ~e tiempo, se procede a 

inactivar la e~J~&i~iº·Tu~~~;:~~~;~lJ'.;~~~~~i~'~Ki~.~~·S;~-~~nitro salicflico (DNS) el 

cual también ,es ·emplead_o: para; llevar'a :cabo· la ;determin;tción de hidratos de 
. ' , ~ . ~,·: 

. . -: .. ~· 
carbono reductores; que se describe en el inciso G del anexo 1. De esta manera se 

" - , ' 

cuantificó la quit6biosa obtenida por la hidrólisis enzimática. Los datos obtenidos 

de la hidrólisis son interpolados en una curva estándar de quitobiosa (Anexo 2 

inciso H) y se construye una curva que relaciona la hidrólisis 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 enzimática de la quitinasa sobre la quitina 

con1ercial. 

4.4.2 Hidrólisis e11zimtiticn e111plem1do lrari11a de ca111aró11 como sustrato 

La hidrólisis del cefalotórax de camarón se realiza de la misma manera variando 

únicilmente algunos. factores 

se .;rnplea corno su;trato harinade cefalotórax de camarón. 
··~.~ '--'"~< ·\2~ ~ . .;.-::~. ·> S'·, 

Se det~~~Íriari ¡();i~¿)Ú\~~~~¡i5'd:~ \·~,i;p~Ü~¡¿,:;. adecuados para optimar la 

:n~:i~:2~~·i if~i{~Jii~tic~~~7silJf f !fi1t~P~~~ visualizar la cantidad de 

• . • . ~- :.-::·/i,~-·~:·;~~:~:':'.~~--- ... :.,::{j~; ~;:·,:. ,. .. _;,.•., -;-<-~:-'~::~.~:.~ .... : > --_.. . • - ._ . 
qmtobrosa: hberada·•(determinada.,por Ja reacción de DNS) en el tiempo, 

. ·- ·}~. -: .. /;:· ;· .. ~--. " . . -· •.- . 

tomando ;.1;fcu~lisde100 µLd.;lhÍd~oli;,,,.cto;. Íos tiempos o, 30, 60, 120, 180, 

240, 300, 360 y 420 minutos· para las E/S de 3.5 y 10.5 % y se tornaron 

alfcuotas de 100 µL del hidrolizado a los tiempos 0, 14, 21, 24, 26, 28, y 30 

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

4.5 Rec11pernció11 de pigmentos y deter111i11ació11 de proteírra soluble 

Sobre las muestras hidrolizadas (7 horas y 30 horas) se procede a inactivar la 

enzima por reducción del pH, agregando al extracto 500 µL de solución al 50% de 

ácido-tricloro-acético (TCA), las muestras se centrifugan a 10,000 rpm. durante 20 
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minutos, al final se obtiene un sobrenadante y un sedirriento, al primero se le 

determinó el porcentaje de proteína soluble por el método de Lowry SDS.(Anexo 1, 

inciso. H) ya que se sabe que las protelnas estána~ocl~da~co~ los pigmentos 

carotenoides y, al segundo (sedimento) se le det~rrni~; ~f;~~~:~~E¡ ~H~ig~entos 
por la inetodologfa de Britton (1985) como sede~ér~13C~con~nuaci6ni 

El sedimento, se coloca en un tubo de ens~ye"s~;~·;~*~~}É~~~~Yí~i.~a mezcla de 

disolventes (hexano:etanol:acetona cso:25:~)·s.,,agregaI\ perlas,,d., vidrio de 0.45 a 

O.SO nm~.y :se ~a~i~ d!)~}-·:f S,}.ffi{Wf~iff~'fB~~:i~~~t~1·~t:;:·'.~e~~cidad moderada. 

Trascurrido este tiempo se· agregan· nuevamente 20 mLde Ja.mezcla de disolventes 
., ; . ·:. ·~· >:~::~.\'O :;;!!i;·~~·;j ::·:t~~': :<t;,:~~·?il~.;:~~~·:?5~·:.~f1~:,:~;·}·~7>.::~:.r:.;'.'.;;:~;;:1 '.~::; •• ;·: 

y se continOa la;agitacion··:durante•S:minutos•más. La:separación de las fases se 
. . . ·' ,-: . <.~~ (~4_-;_t .0:1t;:L.: ~':~.9~~r't';:~;/;··:;~:~~:.·""~ ~~t:~:{~.;:E·~~;~ ~·~~~ :·::::·-'.·.'f ;:. 

efect(Ja centrifugando'S n\"inufoi{á'SOOO.rpm;;'los'pigmentos disueltos quedan en la 
, ".... '. :: ,; ,:· · ·;~"~:·.~F/~; ~i!;~\~~{i·\\~~~·'..~~~~}i:~~)·:~}\~:·:.~ ;~:ú:~~-~;~!:~:'.·r:· .. · .· < 

parte superi~~.(d<? hexanÓ),i"()s: cual~s se recuperan con una pipeta Pasteur. Una 

vez rec~~e~lJ~~;::¿~~]~~!~i!:t~~t2~~~~::~o el disolvente con N2 gaseoso. Por 
.- . ·. :·,· /. -~:' . 

(!)timo se adiciona un volumen conocido de hexano y se procede a cuantificar y 

caracterizar el pigmento como se describe posteriormente. 

4.6 Cwmtijicacióu de pig111e11tos 

La cuantificación de carolenoides totales se realiza por medio de un 

espectrofotómetro de UV-Vis, utilizando el coeficiente de extinción 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 nn1, por considerarse a la astaxantina como el principal 
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componente. Para la cuantificación directa de los pigmentos se utiliza la relación 

matemática propuesta por Britton (1985). 

µg de carotenoides = (A)(106)/('"E tan)(100) 
donde: 

A= Absorbancia de la muestra 

106 = Factor para expresar a los carotenoides en µg 

"'E tan - Coeficiente de extinción .especifico para la astaxantina (2100 cm·') 

100 = Constante para elim.inar .. el _factor de porcentaje. 

4.7 P11rijicnció1Í y c~rnéfe;i~~d,ó;;·c1_e)Ó~ pigmentos 
. . . :-\, t> ::: ~:._:;,~~_~:~J~1~_-:i~·,:_;1:.,,,:r·~r:g:(~¿si";. '.: ·: :··. 

La purificac!ónd~astaxantina se realiza sobre. placas de sflice de gel, aplicando 20 

µL del ex~~-~-~(; ~-~---~~;~~~!~~t~i;~~j~~· de las muestras se realiza en una fase n1óvil 

que conti•e~:·éte;.~~~~~~~~~l~~;:cetona · (80:20) en una cámara sobresaturada. La 

~:=~:~~± f~~~~~t:~~::~:~::::::::::::::.:.:: 
documenta~tiF~~;\.i:~~{'~h~;atura. Una vez obtenido el Rf caracterfstico de la 

astaxantina • s.;.'\1r;:,c~~~-, .. _.:.recuperarla disolviéndose en una pequena cantidad de 
_ ._ .. ~:~-::.{~;~::~}t;~r~~~;5~.~r-~: . 

hexano para·-su~.-posterior caracterización. Por último, lii; caracterización de la 
.·_.':-<'.. - ~:_:::.- - : 

astaxantina obten.ida se ·realiza por medio de espectroscopia de IR, UV-Vis y por 

cromatograffa en capa fina, comparando los resultados obtenidos con la muestra 

de astaxanlina estándar Sigma- Aldrich"'. En el Diagrama 2, se aprecian los pasos 

seguidos para la obtención de las carotenoprotefnas del cefalotórax de camarón. 

31 



Materiales y Mótodos 

Diagrama 2. Obtención de carotenoprotefnas a partir del cefalotórax de camarón 
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Cnractcriznció11 de In llnri11a de cefnlotórnx de ca111nró11 

Del análisis proxin1al realizado a la harina de cefalotórax de camarón, se 

obtuvieron los datos que se presentan en la Tabla 4. 

Tabl;i 4. Análisis proximal de la harina de cefalotórax de camarón (base seca) 

1 Determinación (0/o) 11 1-larina entera 11 Harina desmineralizada 1 
1 % Protefna cruda <"> 11 48.757 a± o.o130 

1 % Cenizas 11 25.310 a± o.o106 

1 % Grasa cruda 11 4.784 a:t:o.117 

1 % Fibra cruda 11 15.312 l'l± 0.713 

1% Hidratos de carbono C2or diferencia) 11 5.837 l'l±0.697 

Los resultados son el promedio de tres deternlinaciones 
<·> Factor de conversión 5.4 

11 55.343 a± 0.268 1 
11 1.755 a± o.043 1 
11 4.867 "'±0.110 1 
11 18.754 l'l::t:.0.290 1 
11 19.281 a± o . .is1 1 

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 desmin~ralización empleando EDTA 0.5 M durante una hora, 

evaluándose al cuantificar el porcentaje· de cenizas en la muestra al final del 

tratamiento.:. i;~{;~~~·l,~id~s que .se muestran en la Tabla 4, permiten observar que 
' .-·:~--·."~·;;<·'.~::.:,·'";/"'(·~:.::1;;, :·, .... 

la cantidad de ceni:iás'disminuyó hasta en un 93% de su valor inicial, el porcentaje 
• ··¡ 

de protefriaS~.Sé .Vio favorecido ligeramente. Lo anterior fue de gran relevancia para 

el desarrollo de la investigación, ya que era de esperarse que el porcentaje de 

protelnas se mantuviese alto después que la harina fue desmineralizada, con Ja 

consiguiente reducción en el porcentaje de cenizas, ya que al concentrar la ntuestra, 
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se ven aurn~·ii_t~d-'?S<1ri~:.:~~ndin1ientos en la extracción de carotenoprotefnas por 

granto de"h·~-~j-~'i:~~-i>_~~::i·~~~-,~isma forn1a, fue posible visualizar que el porcentaje de 
·. - ' '··~_-:::'l..:j ·.:::·: __ ;_··,. '." 

grasa y 'de~ fi~~i~,:~'Ói~:» ~~.~fo .incrementado en una pequeña proporción con respecto 
' .. ·:.: ,,:~:-'i:;\'c;",';'-; - . 

al valor .. in·i~~~:(~(-~~ri~a ~in desn1ineralizar). Por su parte, los hidratos de carbono 

incrertje~tá"í-011' .. 51.í" porcentaje en gran medida, debido a que fueron calculados por 

difere'ncia;' s¡~-,~~bargo, en la Tabla 5 se observa que el contenido de hidratos de 

carbo~o _to_ta.1~~-''Y::_reductores, estimado por las técnicas de Fenol-sulfúrico (F-5) y 
. ;,·~·,_,. 

del ácid~ 3,~~~c!'?\trosalicflico (DN5), respectivamente, es insignificante, lo que hace 

suponer- la' pres_e;,cia de materia insoluble como la quitina, la cual es caracterrstica 

intrrriseca"é:le_la~niuestra;- Las curvas patrón para dichas técnicas se presentan en el 
:. .'.'_·"""'-··· ' 

Anex~·-2~ 'i'iici;os··_É Y-F,- -reSpeclivan1ente. 

Tabla-5; Cantidad de hidratos de carbono reductores y totales en la harina 

des01ineralizada 

1 Harina desn1inera1izada 1 
Tipo/ Técnica 11 % Hidratos de carbono• 1 

Reductores/DN5 11 1.103 a :1: 0.003 

1 Totales¿F-5 11 1.147a:1:0.001 1 

Los resultados son el pron1edio de tres determinaciones 

Referente a los valores de quitina estimados por la técnica de 5pinelli, en 5impson 

y Haard (1985), eri la Tabla 6 se presentan los datos comparativos entre la quitina 

comercial (5igma-Aldrich®) y la obtenida en esta investigación, as! como el 

porcentaje de humedad y nitrógeno estimados por los métodos de secado y 

Kjeldahl, respectivamente (Anexo 1). 
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Tóllbla 6. Compiillriillción de los valores de Ja quitina obtenidóll con la quitiniill SIGMA'* 

Análisis de uitina 
Valor 11 Quitina 80 

% Obtenido 11 17.465 
% Humedad 11 5.0 6 
% Nitrógeno 11 7.8 7 

El porcentaje de quitina obtenido en esta investigación, fue similar al reportado en 

trabajos previos como el de Cañipa y col. (1998). Adicionalmente, se presentó un 

porcentaje de nitrógeno ligeramente por encima del reportado, esto se justifica 

debido al hecho de que, probablemente, también se cuantificó el nitrógeno de 

algunos aminoácidos, ya,que,la muestranoJue,purificada. Por otro lado, con la 

finalidad de corro(f~ij·~~~"~~(:7·~J,~&~,}~·f,~~~ii,~i~~~~:7~\~\i~fgtigación, se realizó un 

estudio por esp"f:~oscop!adi?,infrarrojo tanto 'p~ra ;a· quitina obtenida de la harina 

de camaró~,}f ~~~oj!,~~i~~·~~~~~~tl2~~~\;i~~~i~~~>~ FÍgura 4 se muestran los 

espectros de dichas'muestras;'.:en:dó.ride,se~püede .. observar, un patrón similar de 
,:'i;};':ii~_tr~:~:~~·~ ::~~;::~.~~~-/::;: ~:YJ:(:;;~*~~ 0 ·:'/:;-~~;;.~L{~{r~zN~~~:¡;¿~~~.;, -

intensidades; sobresaliendo bandas caráderfsticás de grupos amino en la región de 
. '. -:··/~ .. :·:; ,'_:.:~~ --~· ·=.:?i~~?< >~·:;~~/:i;~~~~~~:;:2~~:;,;,¡:-:.:t,~;,~:~·; <:~~(:.~~~~~: .~ 

3350-3550 cm·1 y.del carbonilo;de'.iimidá"eri Ja.región de 1600-1650 cm·• . 

. · ..•. • ;~~¡i'.'~~{!.qf $j(J~10>' < .. . 
5.2 Hidrólisis e111plen11do q11iti1'."'f,~;'!.?,¡~~~:;~~·,i~;f~bzn estñ11dnr (Q11iti11n Sigmn-Aldridi®). 

Para determinar el cornportanl'i~~t~:::~,~~i~ático que presenta la quitinasa sobre un 

sustrato conocido (quitina Si~~~l~)~>~·~,:;~~l,~zaron ensayos para conocer los factores 

que intervienen en la reacción enzin1ática con la que se trabajarla y para observar el 

con1portamiento de la enzin1a a entplearse. 
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Para tal finalidad,, se mantuvieron constantes los val~res. dé :.'pH, ~-- 6, y de 

temper~tura a 25 ºC (valores especificados por el f¡;¡,~¡~á:~te);~ Po~ o·~¡;· parte, los 

valores de enzima/sustrato (E/S) que se manejaron fuer~n.del 3~5% y del 7%. La 

actividad enzimática observada para estas relaciones fue de 0.023 U.I. ·y de 0.027 

U.I. respectivamente, como se aprecia en la Tabla 7 y en la Gráfica 1. 

Tabla 7. Determinación de la actividad enzimática de la quitinasa sobre quitina 

comercial a las 7 horas de hidrólisis 

Relación E/S 11 Dosis (U/g quitina) 11Actividad(U.I.)11 mg Qb/mL 11 

3.5% 11 0.465 11 0.023 11 2.035 •• 0 ·00• 11 

7% 11 0.544 11 0.027 11 2.564 •• 0002 1 

Gráfica 1. Hidrólisis enzimática de la quitina comercial Sigma-Aldrich® con 

quitinasa durante 7 horas 
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Resultados y Oi~sión 

Una vez conocida la cantidad "de. q~i:~~i;i~sa .. liberada en las dos condiciones 

anteriores, se llevó a cabo· el: ~l,'áli~is·::és.t,:.Ct1stíco. correspondiente empleando el 
'""' :~<~"-;:>> '··,' ~--

programa estadlstico Statistic Prog;ari\:socia!°sCience (SPSS), con la finalidad de 
;.·.¡'.]': ,.:,.·~,:,~\.~,'.i.t~·~:·:\'; ~·' 

observar la diferencia :'significátiva_;eóire :an\bas .condiciones. En la Tabla 8 se 
... ; ·~ ·; ': ,7,{;., ·<:._ -, :;~ .'.:~~·,, .• '·~ 

aprecian los resultados.·;.~eLan<\li.~is··de''varianzá (Anova) realizado para observar 
, .. < .,. . ,'./·. ·'.:.:~ -:;\;'.'.:'.:· 

las diforencias significátivas·:al 'aplici\r:i;una relación E/S del 3.5% contra una 
i,)' 

relación E/S del 7.o%. Con.lo~ re's"U.1t;;:cfos·obtenidos de este estudio, se decidió 

trabajar a ~na ~e;~~l~n i:;~·~~~:~.~%co~6;; U.I.), es decir una dosis de 0.465 U/g 

quitina Ja c\.;aJ ,.fue. en',~l':ada _;,n ~ó'éic)~ .Jo~ .ensayos posteriores. Por otra parte, 

también se apr~iacqU:E;Ja~~ici;.óii,;is ~;á.;.ima de la quitina se obtuvo a los 360 
.. 

minutos (6 horas)cié" reacci~~ en~~\';~tiC:a: 

5.3 Hidrólisis ~11ípl~n1~d~q1/Ú;ítf:sd's'ob~~ 1d1;;n;.;,,n del cefnlotórnx de ca111nró11. 

Una vez cono~i~i·1~'.~a;~;*i'~~~:.~~i~~;~r;Jf'i~.71~,Cui:.tlna,;a presentó sobre la quitina 

estándar, se empleó: a la harina des_m_irieraHzada~'En· primer Jugar, se llevó a cabo la 
·-·.~·,...:: ~-- . ,_' -. 

hidrólisis con.:,ª :,1.~s~'f;~~;.f~~r~:\~~:,fü?:iJ!\~e-~;':falotórax de camarón en 

relación E_/S del :3.s%tdel •10.s%:•y Clé1···21 % dyrante 7 horas, con respecto 

una 

a la 

hidrólisis de quitina. En la Tabla .9 se n\uestran los valores de actividad enzimática 

que presentó Ja quitinasa con respecto a las diferentes relaciones E/S manejadas. 
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Resultados y Discusión 

Tabla 8. Análisis estadístico para la hidrólisis enzimática de la quitina comercial 

en una relación del 3.5 °/o y 7.0 °/o F/S 

Tralamlvnto!I 

E/S Tientpo 
10(A) 

20(H) 

30(C) 

60(0) 

90(E) 

120(Fl 

150{G) 

3.5% 1RO(HJ 

210 {I) 

240(}) 

27U(K) 

300(L) 

330(M) 

360(Nl 

390(N) 

420(0) 

lO(A) 

20(Hl 

30(C) 

60(0) 

90(El 

120(f) 

150(GJ 

7.0 % 
lKO(H) 

210(1) 

240(J) 

270(KJ 

:300 (L) 

330(MJ 

3<.0(N) 

390(N) 

420(0) 

1 
mgQb/mL 

1 
Duncan 

0,059 ± 0,001 

0,062 ± O,OQ.I 

0,0<)4 :!: 0,00-I 

0,214 ± O,OQ.I 

0,.313 :!: 0,00-I 

0.452 ± 0,005 

o.617 ± o.00t. 

o.792 ± o.006 

0,9(11 ± 0.0.14 

1.131 ± 0.002 

1,33--1 ± o.ooo ºº' 1.490 ± 0,00-I 

l,7'J8 ± 0.006 

~====:;;=====il A, H, C, ~.E 2,035 ± O,OQ..I 

2.035 ± 0,004 

2.035 ± 0,00-I 

0,090 ± 0,002 

0, 125 ± 0.002 

O, l 7a ± 0,002 

º~""l-17 ± 0.00-I 

O.MI ±0.005 

11 O,H5<J :t. 0,004 

11 1.125 ± 0,00<1 

11 1,.."6'J ± 0,002 

11 1,575 ± 0,002 

11 1,793 ± 0.004 

11 1.947 ± 0,002 

11 2,085 ± 0,000 

11 2,2AA ± 0,002 

11 2.4'J.J ± o.oos 

11 2.562 ± 0.000 

11 2..SM :1:0.002 

F.,F 
F,G 

G.H 
H.1 

1.1 
J,K 
K.i_M 

N,r\l,o 

Esladistlcas Anova 

DI (SPSS) 
Fiahc:r 

u 0.03 
N.S 

Análisis de significando de Fisher, N.S. No hay Jiforencia signiíicntiva, • diferencia significativa al 95.0"' de 
exigencia. Cunean prueba de rungo múltiple, hace una con1paraci6n entre la n1cdia y las u&rupa o no, de 
acuerdo al nivel de signiíicuncia. 

¡ TESIS CON f 
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Resultados y Discusión 

Asi mismo, en la Gráfica 2 se aprecia que la máxima cantidad de quitobiosa se 

obtuvo manejando una relación E/S del 21 % durante 7 horas de hidrólisis, 

obteniéndose 0.753 mg de quitobiosa/mL. 

Tabla 9. Actividad enzimática de la quitinasa sobre harina de cefalotórax de 

camarón a las 7 horas de hidrólisis 

1 Relación E¿S 11 Dosis {U¿g guitina~ 11 Actividad{U.q 11 {mgQb¿mq 1 

1 3.5% 11 0.465 11 0.0017 11 0.352 el 2: 0.003 1 

1 10.5% 11 1.395 11 0.0020 11 0.623 el 2: 0.007 1 

1 21% 11 2.790 11 0.0022 11 0.753 0.012 1 

Gráfica 2. Hidrólisis de la harina de camarón con quitinasa durante 7 horas 

0,8 

0,7 

0,6 

_, 0,5 e 
;¡¡. 

0,4 CI 

"" 
--E/S-3.5% 

e 0,3 ---E/S-10.5% 

--E/S-21% 
0,2 

0,1 

o 
o 2 3 4 5 6 7 8 

Tiempo (horas) 

mgQh/ntL= miligramos de quitobiosa/mL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~o 



Resultados y Discusión 

Posteriormente,.y.con"la.finalidad de .. conocer el tien1po en el cual se libera la 

mayor cantidad deqJit~b;.;~~~~~~rtlr~.! ta hidrólisis del cefalotórax de camarón 

con la {¡uitin·~~~,·:.~~-~~~;i~~~'fi~~~~,~~~~;~i~·~á.:'.de la harina desmineralizada bajo dos 
. -· .. ~ ': .: ".:\f~'i;-}~~~~:::,~:·~=~7-~-·~r~·'.;;. .. >, .. 

relaciones diferente;¿d~erii:·i~~'a/;,'üs-trat.;;-a1 21% y al 42%. La temperatura que se 
. ' < . '.~~;:·:'.):~::2~~¿:2~,;~;\~;;~~f.j·1;(·~; ;: .. ·'.{;:\:: .. ' -

manejó fue de 25°C_y·et PJ-fi56,-con la •':'ariante de aumentar el tiempo de hidrólisis 

de 7 horas es~btfid~~~~r\j'f i.~1-~:~~~+ras. Los resultados obtenidos muestran que 

Ja liberación máxima de quitoblosa se alcanzó después de las 24 horas de hidrólisis 

de Ja harina de cefalotórax de camarón. En la Tabla 10 y en la Gráfica 3 se observa 

el comportamiento de la hidrólisis (liberación de quitobiosa) a las 30 horas. 

Tabla 10. Actividad enzimática de la quitinasa sobre harina de cefalotórax de 

camarón a las 30 horas de hidrólisis 

Relación E/S 
21% 

42% 

Dosis (U/g quitina) 
2.790 

5.580 

11 Actividad (U.I.) 11 mg Qb/mL U 
11 0.078 11 1.7880.0.003 11 

11 0.120 11 2.824 •• 0.017 11 

Gráfica 3. Hidrólisis de la harina de camarón con quitinasa durante 30 horas 
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Resullados y Discusión 

Con Ja finalidad de conoce~ Ja relación E/S a· Ja cual se obtiene Ja máxima hidrólisis 

de Ja quÍtin~ ~CJrtt~rtiári .;i\~ 1i·;.t;~;¡~~·~~',~;¿l.;tó·jix ~:(! .';:amarón, se realizó un 
'~:·:_~~:..:: .,<_:. '\.ú}"- ·\~,: ·\'~:1,., ..,, , ,~¡-~.,. ,, ,,,~,'.;·~:::":.':·'~.:':Y> ·.·1 ·• 

análisi~., •de,t;~it;~,•.t~;~(~~.~~;t,f,~l;{;,;~.~~~!S~t~.'.~."t~;(~~j,~.~ >~.~~lhninarmente se 
aprecia qué lai'rná:idma·•hid¡:ÓIÍsis '°se.obtUvo .con~'i'.ina~reláé.ión E/S del 42%. Al 

;· ·-- :-.--: ··:-!. · . .-:::·;~T,:.,/:-.id:·::(~;~1 ~~-:··-~.~~\~~>~?t~-:.!::;~7~~-;:;~:,'.~~-~1t?~f~~~~~¿~-~:-:~~~f.:.~'.-í(~\-: ·:t~:~:-:~· ::<~:~/'-~; ·: t~~-, : ~-.. ; , -
apreciar el análisis estadlstléoen'lacTablá'11;.§e observa, una diferencia altamente 

--, ~ . · --~ ·,-_.' -·Y:.JF.~ .;~,. \),~.f ~:./~·:::t;::n~,:~,~-;:{~;g~;'.-'.-~if!'.f~~~-Í!i!.~::§S;::,~);;fif:;~::~~:~~i :/-;it;-~1~~;. ·,:;.~:~(,-'f ~;;-~;·/~,~~-;f :· :,: '.:· -.' ·. '· 
significativa ·entre las dos 'relacion·es E/S,'e!i'decir,que no daJo mismo utilizar una 

relación. ~-n~i.~W~i~f ~f if ':~~t.J~{~~~tf ~~~~~~;~}~~~;,f~,~~~~~}~:'.~~~.~lahidrólisis 
máxima de. quitina"'fue·•obtenida~al, utilizar.• una ·relación•E/S del-42%;·. En lo que 

res pee.ta .•ªt.·~e~~f (~"7 i~lf~&·+rri0i~;~'f =~-t~:~~~g~'.-~í;~··i~~f~~~J~ji~,~~f i~i~Je la 
prueba de Duncan agrupa.los tiempos'.de hidrólisis~de 24 hasta"30._horas (C;· D, E y 

·~: -:,~,~ hf·:~; ~ -~~--;i~::'.2_'~-:/:"~;_,;;·"'~;.,~~f>?+'.-~>:;- ~1--~~§;·)-~f,.~.; ~:;;~t;,{f ~};_~@~~,rl~M:,~ ~á~:<'~;: ~;~~~;:~,~;::~~;{~:} Jz1~.~·:; : ~)t}<.~·:_:?:: 
F) lo cual significa que .la:hidrólisis máxima'de.quitina ·es obtenida bajo este tiempo 

_ · · _c.'.~-~: · ;'.!,?;F:~·;·:~(·;-,~:f.;~;~)~:,~:,;~·:: ,; f)( .':~ .-~z)~~/:ltt.t~~;~ ~'.; tf~.J~·~~\":}f:~' .. ·.st~;<;~.~:~?:t:~;~{::{)n·~»/~ ~~~0~f ~, :; .'. , . .-
de reacción .. Tomando: como base,el 'resultado de .este análisis se· observó que la 

'"'~·~::.l:Z~~~·~',;;;-~:;. ~;•;_·" -. :3. ~~pe¿_-;·;.:· ·,_':~i::::;, ·:·\'::"'-:·::.;_'::·\"': __ , ;>-~,~~- ;:'.::_::~.~· ·: ·:, '' , r.-:"-- . 

hidrólisis máxima' de li.'ql:.i~i;~\.;c~de'a1a524 t\ora~cie~iea~i:io'íl ya'<i~~"• •as26, 2s 

y 30 hor~s; ia difer~ncia ~ri la hfdrÓlisÍs; en té~min~s' e~tad!Stic~s y práctiéos, no e.s 

significativa. 
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Rc5ultados y Discusión 

Tabla 11. Análisis estadístico de la hidrólisis de quilina del cefalotórax de 

camarón al comparar la relación E"/S del 21°/o y 42 º/o 

Tratan1ientos 

1 
Tiempo mg Qb/mL 

E/S (horas) 

Fishcl'" 
a• O.OS 

A 

A 

Duncan 

o. 0.05 

B 
CDEF 

o. 0.05 

B 
CDEF 

Análisis de significando de Fishcr, .... Diforcncia altamente significativa al 99 3 de exigencia, • diferencia 
significativo al 95.0 % dc exigencia. Duncan prueba de rango mültiple. hace una comparación entre la media y 
los agrupa o no, de acuerdo o.I nivel de significnncla. · -

5.4 C11a11tiftcndó11 de los pig111e11tos y del porce11taje de protei11a soluble 

La cuantificación de los pigmentos se llevó_· a cabo ~~d_iante la ecuación de Britton, 
' .. - ·' '.I·• . ... •-.· 

propuesta en Velázquez (1995): En la T~bl~ 1:Z; en laGráfica 4 se observa que el 

aumento de la cantidad de caroterioides totalE!s fue proporcional al aumento en la 

relación E/S, asl mismo se observa que, en la relación ·E/S manejada al 21 % (7 

horas), la cantidad de carotenoides totales aumentó al doble del valor original de la i TESIS CON t 
FAIJ.A DE ORIGEN 43 



Resultados y Discusión 

harina desmineralizada sin hidrolizar, es decir, que a medida que avanzó el ataque 

enzimátiCO·~a~{~~~Í~:·~~~i~·~·i/"iii~~~tidad de pigmentos aumentó. Por otro lado, en el 
' -,:;.··· \ 

porcent~je:éte.:p~o-tern·ii.soiuble se observó un aumento 6 veces mayor al de la 
. --- ~ ' ' \·:. : '.· - . 

harina sin h'i"d~Oli~~r .. Lo anterior demuestra que, al eliminar Jos componentes del 

cefalotórax de camarón tales como la quitina y los ntinerales, se aumenta el 

contenido de carotenoprotefnas. 

Tabla 12. Cuantificación de los carotenoides expresados en µg carotenoides 

totales por gramo de muestra y porcentaje de proteína soluble 

Muestra 

Harina Entera 

Harina dcsnlincra1i7.adn 

E/S 3.5%(7 horas) 

E/S 10.5%(7 horas) 

E/S 21 % (7 horas) 

E/5 21 3 (30 horas ) 

E/5 423(30 horas) 

µg pigmento/g muestra 11 
15.214 11 
17.710 11 

Hnrina Hidroli7.adn 

39.00 11 
-11.57 11 
43.00 11 

71.857 11 
99.57 11 

ºlo Proteína soluble en la muestra 1 

2.223 1 
3.312 1 

1 

3.685 
1 

3.906 1 
4.317 1 

12.707 1 
19.733 1 

TESIS CON 
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Resultados y Discusi~n 

Gráfica 4. Cantidades de pigmento y proteína soluble obtenidas 

µg de pigmento y porcentaje de proteína en función de la 
concentración de enzima 

5.5 Identificación de los pigmentos carotenoides 

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

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

Sigma-Aldrich® ~amo pa~~:'1;.=;;.,;ti~~.tra: obtenida, previa hidrólisis enzimática. En 
. . ' ,. .. ~·-,.'>;:::~·.1 ,,.,· . ·;·¡<·-: . 

esta misma tabla sk'~pr~~Ía',.'idi~Í6rialmente, que las longitudes de ondas (A) 

máximas obtef;i<la;; · p~r ~edio de espectroscopia UV-Vis para la astaxantina 

estándar y la:o~te~~~-~n:e~t~investigación fueron muy similares (Figuras 5 y 6, 

respectivamente). 

'rES1S CON 
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Tabla 13. Comparación entre la astaxantina obtenida y la astaxantina estándar 

Patrón JI Rf patrón 11 Rf muestra Amáx. patrón 11 Amáx. Muestra 

1 Astaxantina 11 0.41 11 0.41 470 11 471 

Al revelar la cromatoplaca fue posible apreciar la banda correspondiente a la 

astaxantina cuyo Rf según la literatura es de 0.411. 

As! mismo, al obtener los espectros de IR, tanto para la muestra patrón como para 

la muestra obtenida en ~sta ·. inv_estiiac.ión,. se observaron las mismas bandas 
',,:~~'· ':;::_ .:~~·,, ,-j 

características ·para ._ia as~~a~-~~á.::en·:a·~~?''?~'c~~.~s~:. teniendo intensidades máximas 

en las regione~:; cercaii-~'!i',~~-~-¿~-, ~m:1;: 2850cm·•, ., 1650 <cm-• y 1300 cm·•, 
. ;,'.·;: .-:;_·,~-::,.1~1~;:.:~.:-~{;'i-'.';",¡:,';y:;·-;:,_>'- ~<-·--- - .,. « ·-· . ,_ ·-· • ~:.'-'_ >: "1 -

correspondientes'·a·1.;s'grupos hidroxilo, metifos·y i"i1etilenos;·carbonilo y cetonas, 
- ·-- - , .. _; __ :_"':· ,. -·:.,~· :~';C::.''~·~:;r_~,- -~'e-:- ; __ : - · .. - ;. __ -~ ._ -~·:-·-: .. ·.: -. - . _: ·- , . _,. -- .--,-· •. -·' 

respectivament~~-En.l'.'s:Figuras'7 y8.se'aprecian:Jos espectros de IR para la 

astaxantina ·es~n~lar Sigmá-Aldrich® (patrÓn) y para la_ astaxantina obtenida en 

esta investigacióri, 'con.secutivamente. 
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BECKMAN 

cu-es SPECTROPHOTOMETER 

>.máx. de abs. = 470 nm 

1.0000 0.8000 0.6000 o. 4000 0.2000 ' ----------- -- ------ ------ -- ---------------- --- ---¡----- -----· 100. o 
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1-0000 0.8000 0.6000 0.4000 0.2000 

Figura 5. Espectro de UV-Vis para la astaxantina co01crcial Sigma-Aldrich• 
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BECKMAN 

cu-es SPECTROPHOTOMETER 

A máx. de ebs. = 471 nm 

~, ... ______ .,,~,-----"'"------_.,,,. ___ ---T------------------
1500.0 

540.0 

480.0 

420.0 

3150.0 

-- -- ------ -- ---- -- --- - ------ - ----- --- - --- - ·---·- - --- - --·- - - --- - ------ 300.0 

Figura 6. Espectro de UV-Vis para la astaxantina obtenida en esta investigación 
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Figura 7. Espectros de IR para la astaxantina comercial Sigma-Aldrich® 

Figura 8. Espectros de IR para la astaxantina oblenidil en esta investigación 
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Conclusiones y Rccon\CnJacioncs 

6.0 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Con base en Jos resultados de esta investigación se obtuvieron las siguientes 

conclusiones: 

Fue posible Ja obtención de carotenoprote!nas a partir de harinas 

desmineralizadas de cefalotórax de camarón mediante la hidrólisis con Ja 

quitinasa de Serrntin 111arcesce11s. 

Fue posible la cuantificación y caracterización de Ja quitina por el método de 

Spinelli y ~spectrofotometr!":. de IR, -respectivamente. 

--- . -~> _,., '·-- _._ ;,~·:<~.-~_,-____ .,,,.•_, ___ ~-·-"'··~-·----- "-·~---·· -··-··--·- ·- . ·- --

=~:¿~~~~itif l~~J~4l~~~~~f~~~:::::: 
un pH de 6.<Bajo'esl<_'s cóndici~ne~·se'Obtuvieron un' máximo de 2.953 mg 

:::::~o;~SE'tiZt!t~~1i~~~~·~f?~~~;1~~Fl:,~ ~'.570 µg de carotenoides 

Fue posible la identifici~ÍÓn •;d~ 'Ja ~staxantina en las carotenoprote!nas 

obtenidas a partir de Ja;'hi\~¡;,'~ del 'cefalotórax de camarón empleando 

cromatograf!a en capa fina(TLÍ::fa:SÍ com-o espectroscopia de UV-Vis e IR, 

sin embargo, es reconl~~~·~bl¿. ~~:;~clerizar el pigmento mediante técnicas 
'. :_·_:: -,. 

alternas para identificar_su.grado de pureza. 

50 



Conclusiones y Recomendaciones 

En el proceso •de. liÍdrólisis: enzim'1ti_éa se.' generó un subproducto 

(quitobiosa) elcÚ~I p~~~c's~~,~~~i~Ctd~~i~ indÚ~tria áiiÍnentaria. 
,,_<.;; .' ·~··· ... :~· - :~';;~:.;:¿~- ·-:-;·~'.~~\"-~~::::~'., ~-~ -~.-_\:_:_~-: :-, ",;·;;'~-;,._ · .. ~-:~. -' 
' .. .-: ., ?:-... ' --.· -_ ~-- -'<:-_~\/ ~<_,._,.-·_. .:{,: . 

Estas concl u~.i¡,n<Ís ~j~füi.'.~~;;~~~~~~~f;~~'~i~fü:fü;=,f ·.·{:;,•· · •... · ... ·····.• • 
Se sugiere un esttÍdio':de'asimiladón'de i.;-5· carotenoprotefnas por especies 
. : - .'. ~-- - ~,~~_¿\t-'.-'!:_;·\;~.~:-~-~---:~~;,~~{:2ff'.~''..~?-ff\'.1:.;,~-~~i·;·,·;:~~:::1.~t~;:~:·I::·p~f:)f.;;:·:-~):'/;·~::~-/:);-> _ _.\::;_ :-.:«--~'.:: :-.. ~·,. 
acufcolas tales Como 1a·t:rucha aicoiris;·trucha--salmonada,-enb'e otros. 

': :,::{,; ::,: ~~~;.-:-:. ·-i~~:::;,:;:'.·;f,f·;).: .. ~ ,'.-.,_:~~.:''.,::-" : :·~ ::::··:·-~-~:<~.-.:." --~~«t'<?:" ·;,> .. --~ . --~ ~ ;_.,:,, 
Los ~esuJt~.~.º~ p~~s~~t~t~Z'.:·1J~2~~~/~,~;~,t~,;~iaI !>i~t~~~i~gico· éle la 

quitin~sa1 '~e ·;~;~tt;J{~:t~~1~:~~~%;if :~;;~f f ~~j(~~~~~;i;~~f~~~~~l.n~,s, La 

evaluación.·; de'su~factibilidad téénico econón1ica'a nivel piloto permitir'1 
. _ ... ,:~. \~:_.;.::~.{~f,:Z-Ji~:;~1;iJ·:~~~:;¿;:i;f;~ü.ª:j/):::~-;~:z,~·~:J~{-;\~~~7;~~1~~~~.r.'.~;;:';~~/fi~;i(¡~~;,t;:'f;,~,-~,_':,,:::~;\{~:~·.;;§;; ,.~. 

ofrecer la• tecnologfa-;"desafrollada•'al '.sector; público ~o·;.priviú:lo,':; a·sf/ por un 
~ '. · _.:_'. ~--:. :~~-i-~~ ::"~'.~~·~_;~7:;::~ZR~~~~~-~'.:f:1I1;:}:!t-~;;;~;:::~~ ~~1:!:~:~~y.-;;Jf :,~ l~~:r:;:::~~5~~j~'.'.~t2:: ~~~~;}(~'.·~;~-~~-~ ~ :; ~>. _ · 

lado, re-apCOv~har; e1 ~ cefillotórax~:de:c"arna.rón·-,como"~m-atei:iao: prima para· la 
~-:·:~;,: ~;'.;;· ~:·:~- ~· .".~.?~~~~-::'}:4~f-:~:~§::'.;·· ~;l't~- '.'i:;J:"{:· ~~~3·_;:1{{t~-~··7:~.:~2::\_:'.'.'·}·.~-~-'_:·_ '.·.~,.''.»; .. 

obtenció·n.· -_de e; pigm_entos/f protelnas .?Y/.,q uitobiosa, '/obteniendo grandes 
; , . : ::._::'.·.· ~t::r:~::~;~:r:,~!1~gl~Xór: ;:;.;;·~::~~~~:~~:.ff~;~:{i.f:~\~:f'B?~~:t~~~-~-.. ;·~-l- };:.r::«:-:--- , . · · ." · 

ganancias económicas y,: por' otro lado;evitar'.el problema de contaminación 

que este ~ubi;~~Üfa~~,,~~~~~ó~~~ ~i,~i1J~:,~;ccÍ~~~h,;do irresponsablemente, 
-·-:<;::_: : _._; ';i>:·: ··.>~r,, !- ;_ ~ -~ -.- ~, . ... .<:._·;.-

tanto en altatilar':·co~;o:·:en·'.:.tferra>. EStá es· una ntanera abrir nuevas . ' . . 

perspectivas para' 1_a tiio·t~noi<>g'ia en México. 
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ANEXOS 
ANEX01 

Métodos establecidos para realizar el an;Uisis proximal (AOAC, 1995) 

A) Determinación 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 ºC. 

Secar la muestra 2 horas en la estufa a 100 -110 ºC. 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 húmeda - Peso del pesafiltro con muestra seca x 100 
gramos de muestra 

B) Determinación 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 

ni.ufla a 600 ºC, calcinar la muestra, primero con un mechero en la campana hasta 

que no se desprendan humos y después meter a la mufla 2 horas cuidando de que 

la temperatura no sobrepase los 550 ºC. Repetir la operación 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 
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C) Determinación de fibra cruda 

La fibra cruda es la fracción orgánica de la n1uestra que resiste un lratan1iento 

alternado de ácido sulfúrico y sosa hirvientes al 1.25%. El compuesto más 

abundante de este residuo es la celulosa y, en n1enores cantidades, hemicelulosas, 

ligninas, pentosanas, gomas, pectinas y n1ucflagos. 

Procedi111ie11to: 

Pesar 2 gramos de muestra desengrasada y s_eca (se utiliza ti\ muestra que quedó en 
- .. ., .. ;,.:,. ::,·.>·.·,:_·~;: :::.-:~ .:\~',,::-_:./;:·-·:.;'".···-··\·-·.:.-.·'.·;;· ."•-'_\-:<- ·. ·-· - ' 

el cartu_cho ·d~ ladeter~i~ación\de/grasa crud¡¡)'.•-~olocilr .• 1.ª.· muestra en el. vaso 

digestor, .·aña1iid' g:~~~$~níi~~-~~f~1J~:f 7f .'~~i:!~t~~::~~j.~i~~i.~;#~-~~;~iª1 ___ ~.25% 
(0.255 N) hirviente y,antiespumante~'C:alentar de inmediato (debe empezar a hervir 

~- , -:~:::~·:;:~:,·\ _ ~ .. ( ::·f ~~~~t'~t~~-~f t·~~~~~tL;~~-~ ~~: ;7/ ~'.~; · · :::::;};i;.~E;~~:;Btt~-J?:.; ~~~'.-. =_· :; ,~f-~:.: ~j-;'.~~:~~/~~?:~ ~~ .. ~ f '_::. . 
antes de 1 n1inuto)~·~llevar.·a~-reflujo,durilnte:30'triinutos;z_rotand_o:~l~Vaso-.de.vez en 

··.'..:\~~~:~;~~·.:_~!/ci.~{~~~;¿;~~:~r~l~~i~~{.~;~~'.t'.:fr:i~'.t~~-;~'.qf{</~%~~~~~:;~~~~;¿~~~-S-~'.t~h~$-~'.:f P~~~ ~~~t~.~~~-~' ~~:+:.: -
cuando para "incorporar. las partlculas ·que· se pegan en" la -pared del "inismo. Filtrar a 

·'.:--:.'~ ~:yt~g~X~~}~~i~t!f~Wi~~'~?hJ~~~~3f:{~;:Jf~'it~~·t~~~:;t:i ~l:~~~t~J.~:::~l1~~i:f~~~~~t~~~i~~;~~~·t-t-~~:A~:. : 
través de papel-filtro~usando-yacro y Javar~con ·cuatro·: porciones'. ele 50 mL de agua 

: · · .~,~ ~~:;~I:t~~~}fi::t'.~11?/~~~J~~,~i}\2 6f~J:.~~:~~~~~ttt~~~~{~·i-~~22~ff/.~~f~~f:!~~i":~~~·~:~~d}~-;'f ~. ,, · · 
de la llave caliente' h-á-sta'~q-ue: no'.se dé reacción 'ácida'_con• rójo~de"metilo. El residuo 

,· -::~;:,:;\~~~;:<~: ~t~{1;::..:;;~~~~·: F~0v~~;T~:rrf f1~~1f~~(~~~i:~~r;~1~s~~~ :~~~~~;}J~~)t··~·~~f$~~:::f.~:;::: .. < ' .. : <> · : 
que quedó en el filtro_se pasa por.:medio:de"un·a.espátula al._vaso digestor ya limpio 

Y se repite la_-~f::tTu~f~~Iii~--~~~~--é~~~~~~;r~f ~~f~i~1~25 % (0.313 N) hirviente. 

Después de _rE!.ªl,izar' ,el .r".fl1Ji? dur¡\nte ~O-,TI1in1Jtos, se filtra sobre el mismo papel 

seda, se lava eón' 25,mL de H,SC>. a1·1.is % y con·tres porciones de 25 mL de agua 

caliente de la ~1·~:~~ .'~,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 

SG 
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600 ºC. El crisol Gooch con ~I residuo se lleva a la estufa durante 2 horas a 130 ºC. 

se dejaenfria~y,s'.;, ~~~~: Ü~,;ar a la mufla y calcinar a 600 ºC durante 30 minutos, 
-·,;··,. ·_:·-·· 

enfriar y P'Csár:::,\ ',' 

El _ cáli:~I,o ~~,~~~(~~~~¿~~ el porcentaje de fibra cruda se realiza aplicando la 

% fibra cruda= (A-B) • 100 
m 

A = Peso del Gooch después de 2 horas a_ 130 _"C 

B = Peso del Gooch después de c~lci~a,~ 3o,mhllltos a 600 ºC 

m = Peso de la muestra en gramos 

D) Determinación de proteína cruda 

Método de Macro-Kjeldal1l 

Se pesan de 0.5 a 1 g de muestra en,: 11_n __ papel delgado, con todo y papel se 
-;>, ,-

introduce en un matraz Kjeldahl de 8_00 :n1L, se agrega 0.3 g de sulfato de cobre 

pentahidratado, 5 g de sulfato d~,-p-~~-s-io o sulfato de sodio, 15 mL de ácido 

sulfúrico concentrado y un ped~~o:~e-~l~_to poroso o perlas de vidrio. El matraz es 

colocado en el digestor del eq.,;Ípo'kj;.ld,ahl y se calienta hasta la descomposición 

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

una coloración azul-verdosa. La muestra se deja enfriar hasta temperatura 

ambiente, y se diluye con 350 mL de agua destilada fria, por último se enfrla sobre 

hielo. En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se adicionan 50 mL de HCI 0.1 N y unas 
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gotas del indicador de rojo de metilo o bien so'n\L·d·e áddo bórico al 4% (40 g de 

ácido bórico, 3~~~:~{f:~bt,l.~~~fe~,l\~~.1 ~H·';ifi;~~~·~frninL de la mezcla de verde 

de bromoc~és~l~°:.33%.i'rojo'de;retilo:o:661% ~r;,rar a 1 · L). El matraz es colocado 

en el a~ar~~~.~-i;(,~'.~~'.~JH~~~r:J;~~i~~~J~;~,+lH.·introducir la alargadera hasta el 

fondo de la sólución~'Se añad_en]lentarriente_'y resbalando por la pared del matraz 
,_. :----, ~,J\:::::~- ·i j~~~-:;;t?:f~:~~nt<f.;\{~J;·,~-~\~;·;:.~.~~I~.{~~JJ1:~':\i\.=. __ ,. :. 

Kjeldahl, 40 rnL".de·:una. solución ·concentrada, de hidróxido de sodio (1:1), que ',.;. <-·/ <r;c ;{.'. _/.,..: •·_,. .. ·7-"·''~1.c.· ·;'.¡_:-: 

también' ha '.sido 'efrfri~d'a'~~·;;t;ri.',', í:.1~1~:;y;5.;· adiciona polvo de zinc. Se conecta 
. , _· __ -:~¡:_;"- :-,.:_:~~-.0:i:(;t~-. .- ~--,'"~; ::~9 ::~~; ~~:-~~ii~t <~:~:'"::.Y~~-

i nmed i a.tarnen te.'eL'má tl"az en;la•'trámpa'cKjeldahl y·se agita hasta mezclar las dos 
· -· -, --.: '\~:-~ :\.,_-~·:: ::.t~'.·:~\~_t;.~?1};~~\_:~t ~:.:;~J.~F.~~x_:s0·.:,::~U~T:,_ ~-:~t.-. .·( ·> ; 

capas. Destilar";aproximadamente~ihasfa',':iin' volu-men "de 150 mL, retirando 

::~I~t~~t~[~\l!ili\iiilf t;~¡:: 
de recibir con ácido bórico/seempleauna sofüc!ól\ ~eHCI ~-1 N ,,_e '-'/ 

:::: :::::::::~:::::~:l:?t.:t~;t~1~~€J~~;c~~' Y cl % do 

Donde: 

Vb= 

Vm= Volumen gastado en la ~l~estia'' 
Meq= miliequivalent~~ de ~i;¿~~n~ (PM/1000 = 0.014) 

SS 



N= Normalidad dela solución de NaOH (exactamente valorada) 

n1= gramos de n1ueslra 

F= factor de conversión (5.4 •) 

•Con este factor se excluye el nitrógeno quilfnico 

E) Determinación de grasa cruda o extracto etéreo 

~étodo de Goldfiscl1 

Aru?Xo1 

Poner un vaso para Goldfisch en la estufa a 100 ºC 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 algodón. Posteriormente, se coloca el cartucho 

en un sostén . o. recipiente ·~on el• fondo• pe~foraclcicy ·;e cciloc'a ·en el equipo. Se 

adicionan, en .el va~;~:~ .. :~ G;,l~~t:c~)~~ m L d~ .;~:r i~l;c.; ;·~: colocan en el equipo 
• , • :. ·-~ .l;' 1 •'.-;:~>''-Je;:.-· :'i~.:l1 ~;~;;~- ·~'-~-:;~'~j,.'·~~~~7(f:}:~?i:'2?>+;;~~:~~~·6~t;_;;,-~-}~:-F:\-,\:.: .e -,. _ 

mediante un amllo metálico con empaque. Poster1ormente;:se,sube'la· parrilla 
- . . . ._ ~ , - "', , ~;<-, >;";·~-::.~-J~-... i:~l>:"L~~>::1-~(ú.{'/:}j _ _;.{;c:;_~;\_:;~f(~}t;f~I~'.';tt#~~-q~t3~~~1W:t~~~~/2';~1 . 

girando hacia. un lado· y!posteriormente:haeia.·e1; otro' .Calentarihasta. la·:extracción 
--_ .. -._ .. _ ;:.:.·.:·'~::-:: ~:¿~~;··.:=::;~,,~~~-;1,,~:::~~:g~~t~~~~~~~i~5p;¡s~;,1~~1:~;[f~Ql{l~f~}i?~:~~I~~~t~~%~~~tB~]i;f~~1.\~~l> :· -. .-:::: < 

completa de la grasá: Para·::veíificar'que 'se:ha•extrardo:.tóda'lacgi-asa; se deja caer 
. . -- ,~: . ·_-.. ~,:::~i!'.;.,{:f?f /·:::_:~,~~~-l'~~~~~~.,:·::f~~-~;~~i:_-~:~l-~~?~~~:~1~~:·t2f;j.~k~~i,:g1;:i~;~~~~;~~~~-~~~/i':J;S}f _., ., _. . 

una gota de la descarg~ s.~bre papel filtro; teniendo: e{l ~u,enta que, al evaporarse el 

éter no debe haber residÚo d~ ~r.:lsa~ Al finaliza,.: ia e~tta~cú'..~; cambiar el sostén del 

cartucho por un recipi~;,-¡~ s.i ..... ~~rforación y caÍenta·~ d1/mie~o para recuperar el 

éter del vaso. Quitar el vaso del equipo y secar el extracto a 100 ºC por 30 minutos, 

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

Se diluye la n1uestra en agua , en tubos de ensaye perfectan1ente etiquetados se 

coloca 1 mL de la solución, enseguida se adicionan 0.6 mL de una solución acuosa 

de fenol al 5% y se mezcla perfectamente. Inmediatamente se adicionan 3.6 mL de 

H>SO• concentrado y de nuevo se mezcla perfectamente. La mezcla se deja enfriar 

a temperatura ambiente (30 minutos) y se determina la intensidad de color naranja 

obtenido en .un;colorlmetro a 480 nm frente a un blanco preparado de la misma 

n1anera pero-,Ut(liza~_dÓ agúá.,como muestra .. 
. ' _ _-,:~'.~: ·._., ' - ' .. - . 

G) Hidratos ~: ca~b¿no red1Jctores(Método del áci~o. ~,S dini~osaUcílko, ~NS) 
Se toma 1 =.:, L d; la. solución .• ;S~~=~~~~é·,ef Js;;~¡~~~~~f;:~~.:~~;~A~g~·~·: ~ L ·del 

reactivo de DNS y se calienta 5 minutos e~' un bafto de ilgÜ.a.hl,:;,,i;¡,~J<i,.una .vez 
'' ... ~' '''~.:~---·-- . 

trascurridos los 5 minutos, se deja enfriar la reacción. y se diluye.cori:)'ó"rnLcde 

agua destilada. Se debe ajustar el espectrofotórnetro a 490. n~~~'c<>~;~D~~;~ÍJ;~co de 

reactivos y agua igualmente tratados que la muestra (de acuerdo'.·~Í·~~j~f~~:~n·uv-
-- ..... · ,~--,: ... - - '-.' . 
. - . ~- ~ -. : .. " ~ : 

Vis, Anexo 3, que se le realizó a la solución de quitobiosa 2 m.g¿.~L,.'eri donde se 

puede observar que la X máx. de absorción es de 490nm y rio de .. 540"rii:ri como en el 

caso de la glucosa). Por último se cuantifican los azúcares reductores interpolando 

los valores de la absorbancia obtenidos en una curva de estándar de quitobiosa 

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

2.0 mg/mL y hacer las diluciones como se muestran en la siguiente Tabla: 
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#Tubo ~mg guitobiosa¿mq mL solución guitobiosa mLagua 
Blanco 11 o 11 o 1 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 o.o 

El reactivo de DNS se prepara disolviendo 1.0 g de iiicido 3,5 dinitrosalicllico en 50 

mL de agua a los que se les ha adicionado 20 mL de solución de hidróxido de sodio 

2 N. Después .de que todo el material se ha disuelto, se adicionan 30 g de tartrato 

doble de sodio. y potasio y, una vez disueltos, toda la mezcla se afora a 100 mL con 

agua desioni.ozada. Esta solución debe ser almacenada en un frasco iiimbar 

protegida del C02. 

H) Cuantificación de proteina soluble (Método Lowry-SDS) 

En printer término, se debe preparar una curva patrón con albún1ina sérica bovina 

(ASB) cada vez que se termine el reactivo CTC, descrito en la piilgina siguiente. Se 

deben tener las· muestras problema a un volumen de 1 mL, en caso de que los 

valores de absorbancia sean muy elevados por tener alta concentración de protelna 

y ya no entren en la curva patrón, se tendriii que realizar una dilución hasta que se 

logre la determinación, entonces se tendriii 1 mL de la solución de protelna, tanto 

en la curva patrón con10 en las n1uestras problen1a. 
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Con agitación continua (en vórtex de preferencia) se Je agrega a un tubo 1 mL de la 

solución A, descrita abajo, y se deja reaccionar 10 minutos a temperatura ambiente; 

al termino de éstos se agregan, con agitación continua, 0.5 mL de la solución B, 

también descrita abajo, y se deja desarrollar la reacción durante 30 minutos más. Al 

cabo de este tiempo se.lee la absorbancia a 750 nm. La reacción es estable hasta los 

120 minutos de iniciada ésta. 

1) Solución de,',carbonato de sodio, tartrato de potasio, sulfato de cobre penta-

hidratado (CTC) 

Concent.'a~io,.;:~ffi,.;:~ies para :1 L de agua: 

- .-·· .. --:.-.-> 
't.~._;;.<:.; ---'-~: .. ··'· __ .·_ 

·:.<· :100:.g 
' .1 g cuso. ~. SH20 "'· 

-, =.::._ '" . :'.<: 
Tartrato de potasiO. 2g 

2) Soluciónd~ NaO:Í-10.8 N 

3) Solución SDS al 10% 

Solución A! s..''.rn;,zdan voh1menes igu.ales de .las siguientes soluciones y en el 

siguiente orden; cié:, N.¡OH y SDS. Se prepa~.an a.ntes d.e empezar la técnica . 
. :·.:" . .' ,. ' .: ._ 

Solución B: se prepara' una mezcla 1:6 de reactivo.de Folin (Sigma-Aldrich"'), agua. 

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

Se coloca 1 g de la muestra seca en un matraz bola de 500 n1L, 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 ayudándose del vaclo, a continuación se lava con 4 porciones 

de 50 rnL de agua destilada y el residuo se pasa cuantitativamente al matraz bola 

limpio, con este residuo se repite la operación de reflujo con NaOH al 2% por 1 

hora más para qu·~, · po~~e~iO~me~te;-:·.s·e ·:)ntie'_;-de. ~ ~··jeV~;>> ~·~v~,~:~·~, :-C·os:i .:·cuatro 
' ' ' ' .. ~. ' .. - "- '". -.. '. . ,, . - ' 

porciones d~ 50 mL agua ~es~1.~i~·:{7:f~r?~~~f,í:;i~~~~~i7;f:i~}~~¡~~~~~.f 1,:1:0%. 

El residuo se pasa cuantitativamente a.·:·u '· atraz.Erlenmeyer.'de 250'.rnL," el.cual 
. , :·.···.' .. -e•;.,\ ... ~;~,',-..,;. --~':,,:-;'. ,., ..... «:;;-/,'";'·.-~;:~:.-::.'-" 

tiene 100 mL de HCI al 5%;· ~e~ái~f'.;itt, ,:'.~t)''•i:;~,X~~5~~;<_3;;;~~~1~•;:.~ ;oc, 

posteriormente se filtra y se lava C:on agUa'étkstilada,_11asta'quélas aguas de lavado 

sean neutras. Por último el re~idÚo s~'s~l;~~Jfü~f }ji.~.·~¿ ~~~~nt~ i~ horas~ El 

residuo se pesa para obtener la cantici,ad éle'.cí.Ji.tina por diferencia, de peso con la 

muestra original. 
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ANEX02 

Datos experimentales y curvas patrón 

A) Análisis proximal (b. s.) 

A.1) Análisis proximal de la harina de camarón entera 

1 
Determinación(%) I' 

Análisis r:roximal harina entera ¡ 
1 Malla SO 11 Pron1. 11 Dcsv. est. 1 

1 Protefna cruda ll 48.955 ll 49.0521148.26411 48.757 11 0.430 1 

1 Cenizas ll 25.011 ll 25.1471125.772 ll 25.310 11 0.406 1 

1 Grasa cruda IITZIIJI 4.919 11 4.n2 11 4.784 11 0.117 1 
1 Fibra cruda ll 15.603 ll 15.834 ll 14.499 ll 15.312 11 0.713 1 
1 Hidratos de carbono 11 5.720 11 5.048 11 6.743 11 5.837 11 0.697 1 

A.2) Análisis proxin1al de la harina de camarón desmineralizada 

1 Deter~1inación (%) 11 
Análisis Eroxin1al harina dcsn1ineralizada 1 

1 Malla 80 11 Prom. ll Dcsv. est. 1 

1 Protcfna cruda 

1 Cenizas 

1 Grasa cruda 

1 Fibra cruda 

1 Hidratos de carbono 

11 55.045 11 55.563 ll 55.421 ll 55.343 11 0.268 1 
1~~~11.755 11 0.043 1 
ICTIQIJI 4.806 11 4.994 11 4.867 11 0.110 1 
ll 18.445 ll 18.798 ll 19.019ll18.754 li 0.290 1 
1119.931]1 19.128 ll 18.784 ll 19.281 11 0.481 1 
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D) Hidrólisis enzimática de la quitina comercial Sigma-Aldrich® 

Relación F/S = 3.5°/o (0.023 U.1.) 

Hidrólisis en:r..imálica (Qasa E/S-3.5%) 

Qilsa: Quilinasa de Sc:rratia marccsccns (Siuma Aldrichi&:; Núm Cat. EC 3.2.1.14) 

TESIS CCN 
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Relación F/S = 7'Y.• (0.027U.1.) 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

Hidrólisis cnzimálica(Qasa E/S-7~) 1 
tlempo(mln.) 11 me Qh¿mL 1 

GJGJc:s:Jlrwm•d•ol[QfJ 
o 

10 

20 

30 

60 

90 

120 

150 

180 

210 

240 

270 

300 

330 

360 

390 

420 

I~~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
llL!:!;l~~~~ 
I~~~~~ 
I~~~~~ 
l!!m~l!m~~ 
I~~~~~ 
l~~~I 2os• 1~ 
1~~~1 2288 1~ 
l~~~G2Ll~ 
1~~~1 2.562 1~ 
1~~~1 2.564 I~ 
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C) Hidrólisis enzimática de la harina de cefalotórax de camarón 

Relación E/S = 3.5°/o (0.0017 U.I.) durante 7 horas de hidrólisis 

Hidrólisis enzinltitica en harina de can1arón (E/5-3.5%) 11 

1 Tiempo (min.) 11 Ahs 490 nm 11

1~1 1 11 Re~.1 11 Re[!. 2 Rcc. 3 11 Promedio I~ ffiB 

o 11 o 11 o o 11 o 11 0.000 1 o. 
30 IL:i:::=il o o 11 o 11 0.000 11 0.055 

1 60 l~I o o 11 o l~I 0.055 

1 120 11 o 11 o o 11 o 11 0.000 11 0.055 

1 180 11 o 11 o o 11 o 11 0.000 11 0.055 

1 240 11 0.032 11 o.o:m 0.035 11 0.032 l~I 0.165 

1 300 11 0.060 11 0.060 0.062 11 0.061 l~I 0.263 

1 360 11 0.070 11 0.070 0.071 11 0.070 l~I 0.294 

1 420 11 0.090 11 0.085 0.087 11 0.087 11 0.003 11 0.352 

Relación E/S = 10.5°/,, (0.0020 U.I.) duranle 7 horas de hidrólisis 

Tiempo(min.) 1 

o 11 
30 11 
60 11 

1 120 11 
1 180 __ji 
1 240 11 
1 300 11 
1 360 11 
1 420 11 

Hidrólisis enzimática en harina de camarón (E/S = 10.5%) 
Abs. 490 nn1 

A 1 B 

0.003 11 0.003 

0.013 11 0.011 

0.023 11 0.021 

0.033 11 0.035 

0.043 11 O.D-i8 

0.078 11 0.078 

0.118 11 0.117 

Q.143 11 0.145 

. 0.168 11 0.165 

Promedio 
IG 
1 

0.003 I~ 
0.012 I~ 
0.022 I~ 
0.034 I~ 
0.046 I~ 
0.078 l~I 
0.118 l~I 
0.144 l~I 

11 0.167 1~1 

TESIS CON 
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0:--165 

0.5-17 

0.623 

1 
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1 
1 
1 
1 
1 
1 
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Relación F/S = 21°/o (0.078 U.l.) durante 30 horas de hidrólisis 

Hidrólisis cmzin1ática en hurinn de cun1arón (E/S - 21-x.•30 horus) 1 
Ticmpo(h) 11 

mn;Qb(mL 

181 
mgQb/mL 

1 1 Rc~.1 11 Re~. 2 11 Re~. 3 11 Pronlcdio 

o 11 0.062 11 0.062 11 0,059 11 0.061 l~I 0.061 1 
14 11 1.380 11 1.370 11 1.390 11 1.380 l~I 1.380 1 
21 11 1.778 11 1.795 11 1.781 11 1.788 l~I 1.788 1 
24 11 1.9CJ.l 11 1.907 11 1.907 11 1.906 l~I 1,906 1 
26 11 1.931 11 1.938 11 1.9-18 11 1.939 l~I 1.939 1 
28 11 1.863 11 1.873 11 1.877 11 1.871 l~I 1.871 1 
30 11 1.788 11 1.795 11 1.781 11 1.788 l~I 1.788 1 

Relación F/S= 42% (0.120 U.I.) durante 30 horas de hidrólisis 

Hidrólisis Pnzilnátk" en )mr1na de can1arón (E/S = -t2'X,) 

Ticmro(h) 11 
m!¡Qh/mL 

181 
meQb/mL 

1 Rec. 1 11 Rep. 2 11 Rec. 3 11 Pron1eJio 

o 11 0.069 11 0.069 11 0.062 11 0.067 l~I 0.067 

14 11 1.558 11 1.559 11 1.589 11 1.569 l~I 1.569 

21 11 2.591 11 2.578 11 2.575 11 2.581 l~I 2.581 

24 11 2.949 11 2.949 11 2.962 11 2.953 l~I 2.953 

26 11 2.962 11 2.962 11 2.976 11 2.966 l~I 2.966 

28 11 2.908 11 2.908 11 2.921 11 2.912 l~I 2.912 

30 11 2.826 11 2.806 11 2.R-tO 11 2.82-t 11~1 2.824 

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

Muestra µg pigmenlo/g muestra 11 °/o Proteína soluble en la muestra 1 

fi====H=a=nn=· =ª=c=n=lc=r=ª===:i=====1=5=·=2=H=====lll 2.223 1 
Harina dcstnincrali7.iHfo 17.710 11 3.312 1 

E/S 3.5% 

E/S 10.5% 
E/S 21 % 

E/S 21 % (24 h) 

E/542%(24 h) 

Harina hidroJi7.acJa 1 

39.00 11 3.685 1 

41.57 11 3.906 1 
43.lXl 11 4.317 1 

71.857 11 12.707 1 

99.57 11 19.733 1 

t TESIS cnN 1 
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Anexo2 

E) Curva paltón de la técnica de fenol-sulfúrico para la determinación de 
hidratos de carbono totales 

Curva Patrón de Fenol-Sulfúrico 

Curva Ealrón F¡'S 1 
ll A'-HOnm IEJ 

Conc.(µ&&Ju/mL)¡~~~~ D.F-
Ab-9 1 Abs 2 Abs 3 Abs. Prom. 

Curva Patrón Fünol-sulíúrico 

o.o l~I 0·000 11 °000 I~~ 
20.0 I~~~~~ 
40.0 i1 0.343 11 º-"'7 1~~~ 

~105571~~~ 
80.0 i~~I o.n• 1~~ 
100.0 1~1 0.930 11 0.928 l~B 

so o 100 
Conc. glu (ug/mL) 

y •0.0091x 
R2• 0.9983 

150 

F) Curva paltón de la técnica de DNS para la determinación de hidratos de 
carbono reductores 

1 

Conc.(mg 
g1u/mL) 

1 o.o 
[ 0.4 
1 0.8 
1 1.2 

1 1.6 

[ 2-0 

Curva Pattón de DNS (Glucosa) 

Curva Ealrón DNS 1 Curva Patrón DNS 

I[ Ab.540= IB 
l~I A~2 l~I r~!:. j o.e_ 

11 o.ooo 11 o.ooo l~~[o.oool 
l~~~WZ±Jlooo2I 
1~10.3'4 l~~[o.0061 
l~I o.547 l~~[o.0021 
11 0.750 11o.75211 o.753 l~lo.0021 o 2 

y-0.456'c 
R2-0.9981 

I[ o.906 11 o.905 l~~lo.0011 Conc.. glu (mg/mL) 
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G) Curva patrón de Lowry-SDS para la determinación de protefna soluble 

Curva 

Conc. ()'& ASH/mL) 

o 
10 
20 

30 

40 

Curva patrón de Lowry-SDS 

Patrón l..nwry-505 

11 Al..,.750nm IEJ 
1 Ab.I l~IAb.Pmml D.F-

Cur-va Patrón Lowry-SDS 

I~~~~ 
lo.os711 o.060 I~~ 
10.1031~~[§ 
10.1681~~[§ 
10.2291~~[§ 

0.4 

!1 
~ 0,3 

y - 0.00561c 
R2- 0.9984 

1 so 11 0.29611:::~~]~[§ 
..iS 
< 0,2 

60 lo-"\.161~~[§ 
70 1 o.39• ll o.397 1~[§ 

0,1 

80 10.4451~~[§ o 

1o.m11o.4961~~ o 50 100 
11 100 i10.ss9I~~~ Conc.ug ASB/mL 

1 

H) Curva patrón para la determinación de quitobiosa mediante la técnica de 

DNS 

Curva Patrón de DNS (Quitobiosa) 

Curva patrón de Quitobiosa 1 
Curya Patrón dA Quitnbiosa 

,¡1 Ah-490=> 'B m&fmL de Quitobiosa ElBBI Promedio 1 

0,6 
o.s 

0.000 IBBBI 0.000 110.0001 
0.400 IBElEll 0.089 110001 1 

§ 0.4 

~ 0,3 

0.800 JBBBI 0.194 110001 1 ..iS 
< 0.2 

1.200 IBB~I o_"J-19 110.002 I 0,1 
1.600 IBBBI 0.46-1 110.002 j o 

2.000 0.565 
o 

y•0.282x 
R2- 0.9924 

2 3 IBBBI 110.001 1 
!-~-

mg quilobiosa/mL 

f TESIS CnN I 
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ANEX03 

Griificas de los barridos en UV-Vis para la determinación de las longitudes de 

onda n1áxima 

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

BECKMAN 

cu-es SPECTROPHOTOMETER 

ADSOADANCE 

1.0000 º·ªººº 0.6000 º·"'ººº 0.2000 º·ºººº • - ------ - - - -- -- ---- ------ - --- - - ------ - ----- -·-- ------ - --- -- ---- 760.0 

1'00.0 

------ _ ------- _ --- -- ------- ------ ______ ------- ------ - --- __ ----- ~a:o.o 

1.0000 0.8000 0.6000 º·"'ººº 0.2000 º·ºººº 

>. máx. de abs. = 540 nm 

\ TESIS CON ' FALLA DE ORIGEN 
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B) Gr;ifica que represe~ta el b.arrldo 'en UV-Vis para quitobiosa 

ABSOReAliCE 

0.6000 0.1000 0.2000 
----- --------------------- ------------------- ------ -------------- 100.0 

540.0 
H 

A 

V 

E 

H 

G 

T 

H 

520.0 
X 

H 

H 

M 
'4C50.0 

/!. méx. de abs. = 490 nm 
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ANEX04 

Análisis estadístico utilizando el programa Statistic Program Social Science 

(SPSS) 

A) Análisis estadístico para la hidrólisis enzimática de la quitina comercial en 

una relación F/S del 3.5% y 7.0°/o 

SET /PRINTER ON. 
TITLE 'QUITOBIOSA'. 
SUBTITLE 'QUITINASA '. 
DATA LIST FIXED /Vl 1 V23+4 V3 6 V-1 S-12. 
FORMAT V4 (FS.3). 

VARIABLE LABELS Vl 'RELACIÓN Ef':IZIMA SUSTRATO' 
V2 'TIEMPO MINUTOS' 
V3 'REPIITICIONES' 
V-1 'MG QUITOBIOSA/n'lL'. 

VALUE LABELS Vl 1 '3.5' 2 '7.0'/ 
V21 '10' 2 '20' 3 '.30' 4 '60' 5 '90' 6 '120'7 '150' 8 '180' 

9 '210' 10 '2-10' 11 '270' 12 '300' 13 '330' 1-1'360'15 '390' 
16 •-120• / 

V31 'Rl' 2 'R2' 3 'R3'. 
BECINDATA. 
1 011 0.060 
1 01 20.059 
10130.058 
1021 0.059 
10220.062 
10230.066 
1031 0.089 
1 03 20.096 
1033 0.096 
1041 0.209 
1 04 20.216 
1 0-13 0.216 
1 051 0.318 
1052 0.311 
1053 0.311 
1 061 0.448 
10620.458 
1 06 3 0.451 
1 071 0.618 
10720.611 
1073 0.622 
1 081 0.789 
1 0820.799 
10830.789 

1 091 0.966 
10920.959 
1093 0.959 
1 10 1 1.133 
110 21.130 
110 31.130 
111 11.33-l 
111 21.33-1 
11131.33-l 
112 11.488 
11221.495 
112 31.488 
113 11.795 
113 21.795 
113 31.805 
1141 2.030 
114 2 2.037 
114 3 2.037 
1 15 1 2.033 
11522.0-IO 
11532033 
1 16 1 2.0-10 
116 2 2.033 
116 3 2.033 

2 011 0.089 
2 0120.089 
201 30.093 
2 021 0.12-1 
2 02 2 0.124 
202 30.127 
2 031 0.175 
203 20.175 
2 03 3 0.178 
204 1 0.345 
204 20.352 
204 30.345 
2051 0.635 
205 20.6-12 
2 05 3 0.6-15 
2061 0.857 
206 20.857 
20630.864 
20711.119 
207 21.130 
20731.126 
20811.368 
20821.368 
20831.372 

TESIS CnN 
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2 0911.573 
2 09 21.576 
209 31.576 
21011.795 
210 21.788 
210 31.795 
2 1111.948 
211 21.948 
211 31.945 
212 1 2.085 
212 2 2.085 
21232.085 
2 13 1 2.289 
2 13 2 2.286 
2 13 3 2.289 
2 14 1 2.487 
2 14 2 2.494 
2 14 3 2.497 
2 151 2.562 
2 15 2 2.562 
2 15 3 2.562 
2 16 1 2.565 
216 2 2.565 
2163 2.565 
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ENDDATA. 
LIST. 
ONEWAY V4 BY Vl (1,2) /STATISTICS ALL/. 
ONEWAY V4 BY V2 (1,16)/STATISTICS ALL/ RANCES DUNCAN (0.ot)/ 
RANCES OUNCAN (O.OS). 
ONEWAY V4 BY V3 (1~3). 
ANOVA V4 BY Vl (1,2), V2 (1,16) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTER OFF. 

ONEWAY 

DESCRIPTIVES 
rng QUITOBIOSA/ mL 

Ancxo4 

DDGB Sld. B o~~~cncD B N Mcun Ocvialion Std. Error 0 Jntcrvul Mlnlmun1 Maxlmum ~:'rraº..:::n 

for Mean l====~I 

DI IOCJc=JI 11 :.~:.-:~ 11 :;i.;.:;~ lc=Jc=:::JI 
~ lli:Jl .96-loo 11 .73082 11 .toS-18 1~1 1.17621 l~~F====ll 
[2!C] lli:Jluns2ll .8942.l 11 .12907 11 1.11786 11 t.63718 I~~ 
1Totnl1 [§)11.1707611 .83!<18 llK.s577E-o2JI 1.00087 11 1.34065 l~~l====~I 
IModc1I ::r:c7. OCJ~F.3346E-02ll 1.oos27 11 U362s lc=Jc=:::JI 1 
D ~r~:::~· DCJc=JI .20676 1~1 3.79790 lc=Jc=:::Jl7.1607E-021 

Test of Hon1ogcncity of Voraanccs 

ANOVA 
rng QUITOBIOSA/ mL 

l~===o==~ISum ofSquorcsl~IMean Squarclc:I:J Si•. 
!Bctwcen Croupsll -1.104 l[JJI -1.10-I 116.15-1 I 
1WithinGrours1\ 62.686 l~I .667 !~ 
1 Total 11 66.790 l@J ~!=i 
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DESCRll'TIVES 
mg QUITOBIOSA/ mL 

Ancxo4 

DDBC::JI, ,JBI· 95

% 'IDBB Betwccn· 
N Mean Dt?~:~·ion Std. Error ~]~~::~e Mínimum Maximu Componc11 

t Variancc 

Dc:=JDI lc::JI 11 
Lowcr 

11 :;i.;~~ lc:=JI 1 Bound 

Gc:=JGJF.4667E-0311.7~6E- l~F-6579E-0319.2~;'E-l~I .093 1 
Gc:=J0E·3667E-02113.4~;3E-111.4<>19E-03F·7552E-03~~1 .127 1 
Gc=J01 .13-Hi3 JI 4.s~~1 E- IESE4F741HE-02ll .1H22s l~I .178 11 
EJc=J01 .28050 ll 7.3~~1E-1~1 .20357 l~~I .352 1 
~ i::::==::::J m 1 Anoo l~~I .2AA80 11 .66520 1 c:::::JlCJ 1 .645 
~ i::::==::::J m 1 .65583 11 .22296 li9.1024E-Ozjl .42185 11 .88982 l~I .864 

~ i::::==::::J m 1 .87100 11.278291~1 .57896 11 1.163<>1 1~1 1.130 

Dfil i::::==::::J m 1 1.08083 1~0""290DI .7-1.915 11 1.41252 1~1 1.372 

Q!QJ i::::==::::J m 1 1.26817 11 .33613 11 .13722 11 .915-12 11 162091 1~1 1.576 

CEQJ i::::==::::J m 1 1.-16183 11 .36242 11 .14796 11 1.08150 111.,...217 1~1 1.795 

CE2J i::::==::::J m 1 1.64050 11 .33576 l~I 1.28815 111.99285 1~1 1.948 

~i::::==::::Jm 1 1.78767 11 .325n 1~1 1.-HS&t 11 2.12949 1~1 2.085 

~ i::::==::::J01 2.Q...J317 11 .26823 11 .10950 11 1.76168 11 2.32466 1~1 2.289 

~ i::::==::::J m 1 2.26367 11 .25089 11 .10243 11 2.00037 ll 2s2696 l~I 2.497 

~c::==IITJI 2.29867 11 .28848 11 .11777 11 1.99593 11 260141 1~1 2.562 

~c::==l01 2.30017 l~I .11S.H 11 1.99570 11 2.60463 1~1 2.565 1 
ITotallc::==J~I 1.17076 11 .83848 ll~.S577E-Ozj 1 1.00087 111.3-10651~1 2.565 1 
IModcll :;;;,~. 101 l~~I 1.11914 ll 1.2

22'" lc=JI 11 
Dl~rr::::'IDI lc::JI 20687 11 .7298-1 11 •61168 lc::=JI 11 .67392 

ANOVA 
mg QUITOBIOSA/ mL 

!ISumofSquuresl~IMcunSquarcl~~ 
laetwc.~n Groupsll 61.622 llI[JI 4.108 1(63.5971~ 
1WilhinGroups11 5.168 1(1§]1 6460E-02 l~c=J 
1 Total 11 66.790 l~l ~c:=J 

7S 

1 
1 

1 
1 



Anexo4 

DUNCAN• 

ANOVA 
mg QUITOBIOSA/ mL 

lsum ofSquoreslGIT]JMean SquarclIT:J[§&J 
l~IBc;;=tw=~=·=n=;Go=r=ou=p~sll 7.652E-05 101 3.826E-05 1~11.0001 
1 Within Groups 11 66.790 l@JI .71!1 lc:::Jc=J 
1 Totnl JI 66.790 l~I 1c::=Jc=J 
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AN?xo4 

B) Análisis estadístico de Ja hidrólisis de quitina del cefalotórax de camarón 

para la relación E/S 21º/o (30 horas de hidrólisis) 

SET /PRINTERON. 
TITLE 'HARINA RELACIÓN ENZIMA SUSTRATO 21 'X.'. 
SUBTITLE 'QUITINASA º. 
DATA LISTFJXED/Vl 1 V23 V3 SV4 7-11. 
FORMAT V4 (FS.3). 

VARIABLE LABELS Vt ºRELACIÓN ENZJMA SUSTRATO 0 

V2 'TIEMPO HORAS' 
V3 'REPETICIONES' 
V4 'mg QUITOBJOSA/ mL'. 

VALUE LABELS Vl 1 '21' 2 '42'/ 
V21 '14' 2 '21' 3 '24' 4 '26' 5 '28' 6 '30'/ 
V3 1 'Rl' 2 'R2' 3 'R3'. 

BECINDATA. 
11 11.380 
11 21.370 
1131.390 
1 211.778 
1221.774 
1231.781 
131 1.90-1 
1 3 21.907 
1331.907 
1 4 1 1.931 
1421.938 
1 4 31.948 
1511.863 
1521.873 
1531.877 
1411.7KS 
1 6 21.795 
1 631.781 
END DATA. 
LIST. 
ONEWAY V4 BY V2 (1.4)/STATISTICS ALL/ RANCES DUNCAN (0.01)/ 
RANCES DUNCAN (O.OS). 
ONEW A Y V4 BY V3 (1..3). 
ANOV A V4 BY V2 (1,6) V3 (1,3)/0PTIONS 3 /. 
SET PRINTEROFF. 

Numhcr oí cases rcad: 18 Numbcr o( coses listcd: 18 
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ONEWAY 
DESCIUl'TIVES 

mg QUITOBIOSA/ mL 

Ancxo4 

DDBEJ Std. Bco:r~::ncl?D .. B N M~an De . . 5tJ. faror I I í Mmomum Maxlmum Com 
v1at1on nt~::n or Varia 

Dc::=JDDI li=JI ~~::~ 11 ~:~~ lc=J~I =====l~===H 
0c::=J0lusooll200;45E-ll 1·n:"E- ll 1.38454 11 1.3987 l[U7iill 1.390 
0c::=J011.77800111.cxx;ssE-111·~';'E-11 1.78254 111.796ss l~:=I =1.=7=81=H====~I 
0c::=J011.90600111.7~;1 E- ll 1~E- ll 1.90170 ll 1.91030 l~I 1.907 

~==~~==~! 
0c::=J011.9390011S~OE-11 49~;9E-11 1.91778 111.960221~1 1948 
0c::=J0\1.87100Jl 7.2~~1E-114·16;3E-11 1.85309 111.88891 j~I 1.sn 

Gc::=J0117BBOOll 7cx~1E-114"!,;5E-11 1.77061 ll 1.so539 11 1.781 11 1.795 
ITolal lc::=JBll.8760011 5·8~~2E-11 1 · 7~;7E- ll 1.83852 111.91348 11 1.781 I~.¿] 
IModcll ::r-:c~, DDI 66~;1E-111.9~~3E- ll 1.87157 111.88043 11 11 11 1 
D ~~:::~, DDI 1~1 ' 77272 l~c::::JI 11 4

•
1979E-º3 I 

TESIS crw 
FALLA DE ORIGEN 

ANOVA 
mg QUITOBIOSA/ mL 

llSum ofSquarl?sl[][)IMean Squnrc!~~ 
l~!Bc==1w=ec=n=G='r=o=u=p=lsll 3.791E-02 101 1.26-IE-02 11285.605![@) ! \VilhinGroups !! 3.5-tOE-04 ![!I]I 4.425E-05 !c==Jc=J 
1 Total 11 3.827E-02 IUZ]I 1c==Jc:::::J 
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DUNCAN• 

1::~"='=="='===5[E]lsub!>Cl for ulpha - o oslc===Jc===J 
TIEMPO HORAslD c:::I:::]~ 

H 101 1 38000 1 c===Jc===J 
21 10 11.780001 
24 10 c===J 
26 10 c===J 1. 

28 10 c===J 1. 

30 10 c===J 
SiB. 101 1.000 11 1.000 1 

Mea s for groups in hon1ogcneous subscts are displaycJ. 
a Uses Harn"lonic Mt.•an Stin1plc S1ze - 3.000. 

ANOVA 
mg QUITOBIOSA/mL 

!lsum of SqunreslG'IT]IMcan Squarcl(7:][§ii] 

!BctwcenGroursll 1.215E-04 IITJI 6.075E-05 I~~ 
! Within Groups 11 .J.tHSE-02 l(ill! ~.239E-03 !c::Jr=J 
1 Total 11 3.827E-02 l[!ZJ CJc=:J 

Ancxo4 
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Ancxo4 

C) Análisis estadístico de la hidrólisis de quitina del cefalotórax de camarón 

para la relación F/S 42°/n (30 horas de hidrólisis) 

SET /PRINTER ON. 
TITLE 'HARINA, RELACIÓN ENZIMA SUSTRATO 42%'. 
SUBTITLE 'QUITINASA '. 
DATA LIST FlXEO /Vl 1 V2 3 V3 5 V4 7-11. 
FORMATV4 (FS.3). 
VARIABLE LABELS Vl 'RELACIÓN ENZIMA SUSTRATO' 

V2 'TIEMPO HORAS' 
V3 'REPETICIONES ' 
V4 'rng QUITOBIOSA/mL'. 

VALUE LABELS Vl 1 '21' 2 '42'/ 
V21 '14' 2 '21' 3 '24' 4 '26' 5 '28' 6 '30"/ 
V31 'Rl' 2 'R2' 3 'R3'. 

BECJNDATA. 
2 1 11.558 
21 21.559 
2131.589 
2 2 1 2.591 
22 2 2.578 
223 2.575 
2312.949 
23 2 2.949 
23 3 2.962 
24 1 2.962 
2422.962 
24 3 2.976 
2512.908 
25 2 2.908 
2532.921 
2 61 2.826 
26 2 2.806 
2 6 3 2.H-10 
ENDDATA. 
LIST. 
ONEWAY V4 BY V2 (1,6)/STATISTICS ALL/ RANGES DUNCAN (0.01)/ 
RANGES DUNCAN (O.OS). 
ONEWAY V4 BY V3 (1,3). 
ANOVA V4 BY V2 (1,6) V3 (1,3)/0PTIONS3 /. 
SET PRINTER OFF. 

Nun1bcr of cases rcad: 18 Numbcr of cases lislcd: lR 
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Ancxo4 

ONEWAY 
DESCRIPTIVES 

mg QUITOBIOSA/mL 

DDGEJI ·IBI· 95
% ·IDBB N Mean Do~~~;ion Std. Error ~:~:=~7~~ Mimmum Maxlmum 

D~DL=:J~c=JI Lowcr 11 ~¿.!';~ 11 Bound 
G~011 ·56900111.si;;6E-11 4 · 1~;3E- ll 1.52256 111.57895 11 1.558 1.589 
0~01>-sslooll9·00;;5E-ll 4·4~7E- ll 2.56952 l~I 2.575 2.591 
0~012.95333117·~s:1E-114.3~;3E-11 2.93469 11 2.97198 11 2.949 2.962 
G~0j2.96M7118.o~;9E- [l 4.~7E- JI 2.9-1659 11 2.98675 11 2.962 2.976 
G~012.912:nll 7.St~=:E- ll 4.3~;3E- JI 2.89369 11 2.93098 11 2.908 2.921 
G~012·ª2400ll 1.7~~E-11 9 ~;"E-11 2.78155 11 2·86&<

5 11 2.806 2.840 
1 Total l~EJl2.91408115.8~~8E-111.7~;4E- ll 2.87664 11 2.95153 11 2.806 2.976 
81 Fixod 10011.IJl<.IOE- ll 3.1292E-11 Effccts 02 03 2.90687 11 2.92130 11 11 

B<!twecn-Con1poncnt Varlnncc 

1 
DI ":e~!:~' IDc:=::Jc=JI '· 2~;6E-11 2.81169 11 3.01648 11 11 114.t020E-03 I 

ANOVA 
mg QUITOBIOSA/mL 

lsumofSquarcsl~IMi:?anSquarcl~~ 
l~Bo==t=w=oo=n=G=',=o=u=s: ~,==;;,3:,.7;;;2,;7;,;E-;,;0;;;2==ll [[] ! 1.242E-02 l! 105. 7.:n I[@ 
IQ~~~~~g¡1::~9~.4~00~E-~04~:jl@J i 1.175E-04 lc==:Jc:::J 

Tolu 1 3.821E-02 l[!ZJ c==:Jc:::J 

TESIS C01'1 
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DUNCAN• 

1ffi]lsubsct for nlpha - o.os!C==1~ 
!TIEMPO HORASID 1 l~c::::I::] 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

14 101 1.56900 IC==1~ 
21 1m 12.581001~ 
24 1m C=:::J12.95333I 
26 1m C=:::Jl2966671 
28 1m c=Jl291233I 
30 1m c=Jl2s2•ool 

Sic;. 101 1.000 111.0001~ 
Mcons for groups 1n homogcncous subscts nrc d1splaycd 
a Use~ Harn,onic Mean San1plo Sizc - 3.COO 

ANOVA 

llsumof5quamslBJMcan5qua•cl0~ 
lf¡Bc;;=t=w=cc=n"=G=',=o=u=p=isll 7.327E-~ l[DI 3.663E-~ I~~ 
1 Wilhln Grnups 11 3.748E-02 l~I 4.164E-03 ICJc:::J 
1 Total 11 3.821E-02 l@ll 1CJc:::J 

Anexo.& 
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AnoxoS 

ANEXOS 

Datos comparativos de la eficiencia del proceso 

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

cefalotórax de camarón íresco (obtención de la muestra) 

930 W /30 min. 11 Molitm..Ju 70 r hnrina lt 280 B harina 

970W /15 min. l/rT=ª="='="=,'=d="======í:r"°=¡;"=h=ª=';="=ª====llrl 27.00~1'°\';'h=n7r;="=ª=;'ª=":;'=;;'=~=d¡=ª=o==:'7=o"'='¡=¡=ii 
115 W/ h 11 Dc-~n11no•r•tli7~"lc1ón 30 l~ hnrina 11600 mL de.solución de EDTA 0.5 M 1 

.. .. +170 g harina . 

30CXJ n1L agua IJ Lavado (agu•t Jc~llhnla) 50 r. harina 11120 r. harina Jcsn1incruli:r.ada ) 

870 W / 2 h fl S..· .. -adn 55 rnL ut;uu JI 65 g hnrinu desrnim~rnli7...ado seca 1 

B) Cuadro comparativo del rendimiento de los pigmentos carotenoides con 

respecto a la harina de ceíalotórax de camarón (1-lidrólisis enzimática) 

1 Consuntos 
l 27600W/24 h 

l 1260 W/20 min. 

1 40 n1l Hexano 

l315W/5min. 

11 Opl'ración 11 Obtención 
11 Hidrólisis rnzin1ltt1cu ILHannu h1droh7.ada + 2.953 n1c dcquilobiosu/mL 1 
JI CcntrHugación 11 P1gnu.•nto, proteínas, quitobiosa 1 
11 Ex.lracc1ún del p1gnwnto 11 Hexnno + P1r,n1cnto 1 
11 Cenlrifut>ac16n IJ Pip,nlento (astax.anlina) 1 
99.570 lffi de rnrolcnoidcs lolules + 19.733 'r .. de proteína solubh.! 1 
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Anexos 

C) Estimación del tiempo de proceso y gasto energético a nivel de laboratorio 

Operación 
Muestreo 

Lnvado nmnual 11 
Secado 

Molienda 

Ta1niz.ado 

Oc!sn1inera)i;t..udu 

La.vados con ngun dc~hlada 

Secado 

Hidrólisis cnzimálicn 

Centrif u noción 

Extracción del pir.nlento 11 
Ccntrifueación 

Total 

Gasto energético (\:V) 11 Tiempo (horas) 1 

11.190W 

930W 

970W 

115W 

870W 

27600 w 
1260 w 

315W 

43250W 

1 4 

11 2 

11 24 

11 0.5 

11 0.75 

h 1 

11 

11 

11 24 

11 0.33 

1 0.5 

11 0.083 

11 60.163 
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Ancxo6 

ANEX06 

A) Tratamiento y disposición de los residuos generados 

AgrupociOn de 
lodos los residuos 
generados durante 

el lavado de las 
cabezas (visceras, 
materia extra"ª 

Empico como fcrtili7..antos 
agrkolas 

Nculraliz.oción de 
las acuas de lavado 

Disposición al drenaje 
de las aguas 
neulraliz.adas 

Extracción del pigmento 

Dcstilaci6n fraccionada de los 
disolventes: hexnno, acetona, 

etanol y éter de petróleo 

Caraclcrización mediante IR para 
idcnliíicu.r su pureza 

Puro: 
Rculili:z.oci6n 

con otras 
finalidades 

No puro: 
Destilar hasta 

alcan7..or la 
pureza de-seada 
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