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RESUMEN

En el mercado nacional e internacional, el camarén es uno de los productos acuicolas de
mayor demanda comercial, debido en parte, al gran aporte nutrimental y a las
caracteristicas sensoriales que presenta. La fraccién no aprovechable det camaron, es el
cefalotorax, el cual genera un volumen considerable de desechos, causando graves
problemas de contaminacion. El cefalotérax de camarén representa un suproducto
econdémicamente aprovechable, ya que posee un alto porcentaje de proteinas de alta
calidad, quitina y pigmentos. De estos ultimos, las astaxantinas, son las de mayor
importancia comercial, debido a su amplio uso en la industria. Por elio, en la presente
investigacion, se extrajeron pigmentos carotenoides (astaxantinas), a partir de harinas
de cefalotérax de camarén, empleandose dos métodos de extraccion sélido-liquido. En
el primero, se utilizé una mezcla de disolventes organicos (éter de petrdleo: acetona:
agua) en una relacién 15:75:10, y en el otro, aceite de soya, con la finalidad de realizar
una comparacién entre ambos métodos de extraccion, evaludndose en cual de ellos se
obtiene la mayor cantidad de pigmentos (astaxantinas), las mejores condiciones de
extraccion, los costos y la estabilidad que éstos presentan, probandose para esta altima
finalidad, un antioxidante comercial (Etoxiquin®). Se probaron tres diferentes tamafnos
de particula (menores a 0.150 mm, 0.150 a 0.177 mm y 0.177 a 0.250 mm, mallas No.
100, 80 y 60, respectivamente) de harina entera y harina desmineralizada. Los
resultados arrojados de esta experimentacidn, indicaron, que la reduccién del tamaiio
de particula y la desmineralizacion de la harina, son factores que benefician e
incrementan la extraccion de pigmentos carotenoides, independientemente del método
de extraccion empleado, lo cual se observo en la malla No. 100, donde se extrajo la
mayor cantidad de pigmentos, empleando la mezcla de disolventes éter de petréleo:
acetona:agua (15:75:10), dando como resultado un rendimiento de 128.71 pg de
pigmentos/g de harina sin desmineralizar, mientras que en la extraccion realizada con
aceite de soya, se obtuvo un rendimiento de 121.79 pg de pigmentos/g de harina sin
desmineralizar. Sin embargo, en las pruebas de estabilidad, los pigmentos extraidos con
la mezcla de disolventes, fueron poco estables, ya que en el transcurso de ocho
semanas, los resultados revelaron que la estabilidad de los pigmentos sin la adiciéon de
antioxidante fue de 60.80%, mientras que con el uso del antioxidante fue de 84.16%; a
diferencia de lo anterior, en la extraccion con aceite de soya, la estabilidad de los
pigmentos sin antioxidante fue de 90.60% y de 99.00% para los pigmentos con
antioxidante. La astaxantina obtenida fue purificada mediante una cromatografia en
capa fina para, posteriormente, realizar un analisis espectroscépico de UV-Vis e IR, en
donde se observé, la longitud de onda de maxima absorcion en UV-Vis de 468nm para la
astaxantina obtenida en esta investigacién y de 470 nm para la astaxantina estandar.
Mediante espectroscopia de IR, fue posible encontrar bandas caracteristicas en la regién
de 3483 cm’’, 1125-1277 cm™® y 1650 cm'’ correspondientes a las vibraciones O-H
ocasionadas por los grupos funcionales de los alcoholes, cetonas y carbonilos,
respectivamente. Finalmente, al realizar el analisis de costos, resultd que el gramo de
pigmento obtenido con la mezcla de disolventes fue de $71.83, mientras que con el
aceite de soya, de $9.18 que, al compararse con el costo del pigmento comercial
(51,973/g pigmento), se encontraron muy por debajo de éste. Con ello, se demuestra
que la factibitlidad econdmica es mayor al emplearse el aceite de soya para la extraccion
de los pigmentos carotenoides, quedando por realizar estudios acerca de la asimilacion
de este pigmento en dietas para especies cultivadas en granjas.
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1. INTRODUCCION

El camardn es uno de los productos pesqueros de mayor demanda nacional e
internacional, debido principalmente a su excelente valor nutrimental y a sus
propiedades sensoriales. Durante 2001, la produccidon de camarén en México
rebaso las 100,000 toneladas, de las cuales, aproximadamente el 65% provinieron
de la captura y el 35% restante, de la acuacultura, ta cual toma dia con dia una
mayor importancia (SEMARNAT, 2001).

La porcion comestible del camardn constituye sdlo el 50%, siendo la parte
restante el cefalotérax o cabeza de camaréon, que es la fraccion no comestible y
representa aproximadamente 47,000 toneladas anuales de desperdicios, de los
cuales, el 5% es empleado para alimentacién animal y el resto es arrojado a
tiraderos municipales o lechos marinos, causando graves problemas de
contaminacion. Esta contaminacién es debida en parte a la gran cantidad de
solidos en suspensidon que son generados (materia organica) y a la alta demanda
bioquimica de oxigeno (DBQO) (Canipa, 1994).

Entre los componentes mayoritarios del cefalotérax de camarén, se encuentran
las proteinas, la quitina, los minerales y los pigmentos carotenoides. Dentro de
este grupo de pigmentos, los que sobresalen comercialmente, son las
astaxantinas, debido a su empleo en la industria farmacéutica como agente
antioxidante, en la cosmética, como colorante y en la industria alimentaria como
suplemento y complemento en la coloracién directa e indirecta de diversos
productos, como en las dietas de acuacultura de larvas de camarones y de

salmones.

N




En este trabajo se utilizara el término pigmentos carotenoides para referirnos
principalmente a la astaxantina, debido a que el 90% del total de carotenoides
presentes en el cefalotérax de camarén, corresponden a la astaxantina y sus
ésteres (Chen y Meyers, 1982b; Salazar, 1999).

En la presente investigacion se extrajeron los pigmentos carotenoides
provenientes del cefalotérax de camarén, con la finalidad de obtener pigmentos
de un alto valor econémico, reduciéndose consecuentemente la generacion de
desechos contaminantes. Para ello, se propuso el empleo de dos métodos de
extraccion sdlido-liquido, usando en uno de elios una mezcla de disolventes
organicos y en el otro aceite de soya, con la finalidad de recuperar al maximo los
pigmentos carotenoides, poder evaluar la eficacia entre ambos métodos, evaluar
ta estabilidad frente a un antioxidante comercial y, posteriormente, hacer un

analisis de costos comparativo a nivel de laboratorio.

1.1 Objetivos

A continuacion se presentan los objetivos generales y particulares de este

trabajo.

1.1.1 Objetivo general

Extraer pigmentos carotenoides a partir de harina de cefalotérax de camardn,
empleando dos métodos de extraccion sélido-liquido para realizar una

comparacion entre éstos.




1.1.2 Objetivos particulares
e Conocer los componentes basicos de la harina de cefalotérax de camardn

mediante un andalisis bromatoldgico

e Purificar e identificar los pigmentos obtenidos empleando cromatografia en

capa fin'a'r(TLC, Thin Layer Chromatography, por sus siglas en inglés)

e Caracterizar la astaxantina obtenida por medio de espectrofotometria de UV-

Vis e IR (Ultravioleta visible e infrarrojo)

e Evaluar la ventaja de afiadir un antioxidante comercial sobre la estabilidad de

los pigmentos obtenidos

e Determinar de manera preliminar los costos del proceso a nivel de laboratorio

y compararlos con el precio de la astaxantina comercial




2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 El camarén

El camardn es un crustaceo decapodo, macruro, de tamafo y color variable. Su
cuerpo es encorvado y se encuentra dividido en dos partes: cefalotérax y
abdomen, los cuales son comercialmente conocidos como cabeza y cola,
respectivamente. El cefalotérax, que es una combinaciéon de cabeza y tronco en
una sola unidad, se encuentra cubierto por un caparazén que contiene a la
cabeza, los 6rganos vitales del animal, tres pares de patas prensoras y dos
caminadoras. La cresta en la parte superior es rigida, dentada y termina en un
rostro alargado por delante de la cabeza. Et abdomen se divide en seis
segmentos, el ultimo de ellos termina en una punta fina llamada tetson y, por
debajo, esta la cola que le sirve para nadar. Por dentro del abdomen se
encuentran los intestinos (Fig.2-1). Los camarones varian en tamano, forma y
numero de apéndices; caracteristicas que se emplean para la identificacion
preliminar de las especies. Para precisar esta identificacidn, se recurre a otras
caracteristicas como son las espinas y estrias sobre el caparazén, que son
indicativas de la posicion de érganos internos adyacentes. El rostro, que asemeja
la proa de un barco, esta proyectado en punta hacia arriba de los ojos, siendo
muy largo en algunas especies y en otras poco diferenciables. Esta cualidad,
junto con los patrones de dientes en edades tempranas y adultas del camardn,

son otros rasgos Utiles en la identificacién de éstos (Cahipa, 1994).




lexr segments abdominal
Ojo 2do segments abdeminal
Rostre 3er segmenio abdeminal
4te segmenio abdeminal

S50 segments abdominal
__ Gts segmento abdeminal

Pleépodoes de lecomecion Pleépedos de nataciin
(5 pares) (5 pares)

Fig.2-1 Anatomia del camaron (Ramirez, 2003)
Se han descrito en el mundo alrededor de 2500 especies de camarones. En la
costa del Pacifico americano (desde México hasta el norte de Perll), existen
atrededor de 283 especies, de las 920 especies de crustaceos conocidos en esta
amplia region. Los camarones se clasifican en dos grupos: Dendrobranquiata y
Caridea. Los Dendrobranquiata comprenden ,entre otros, al género Penaeus, que
incluye a los mas importantes desde el punto de vista comercial, debido a los
grandes volumenes de captura y a la fuerte demanda en los mercados

internacionates (Hendrickx, 1996).

2.2 Composicion quimica del camaroén

El camardn es excepcionalmente nutritivo, pues es un alimento con alto
contenido de proteinas y bajo en grasa. La cantidad limitada de grasas es
predominantemente poliinsaturada con cantidades Gtiles de los acidos grasos 3-

omega, sustancias que aparentemente ayudan a reducir los niveles de colesterol
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en sangre y que actualmente se encuentran relacionados con el buen
funcionamiento del sistema arterial, la reduccién en riesgos de ataques al
corazén y algunos tipos de cancer. Ademas, se compone de sales minerales,
quitina y quitosana (Canipa y Duran-de-Bazha, 1997).

En la Tabla 2-1, se observa que después de la humedad, el componente mas
abundante son las proteinas, que debido a la calidad de las mismas, lo convierten
en un alimento altamente valioso desde el punto de vista nutrimental, le sigue la
fraccion de fibra cruda y el contenido de cenizas. Adicionalmente a la fraccion
de lipidos se encuentran, ademas de las sustancias liposolubles responsables del
aroma y del sabor tipico del camarén, pigmentos de tipo carotenoide,
responsables de impartir la coloracion del camarén, los cuales se encuentran
esterificados, formando complejos con las proteinas, hidratos de carbono y/o

algunos acidos grasos (Coultate, 1999).

Tabla 2-1. Composicion quimica del camarén (Cafipa, 1994)

Composicién J Parte comestible,, J Cefalo(a’t;)irax(z,
Agua (g) { 78.2 | B.S 1
Proteina cruda(g) | 18.1 ] 47.70 1
Grasa cruda(g) | 0.8 ] 4.63 |
Hidratos de carbono(g) 1.5 B 2.47 ]
Fibra cruda B N.D | 19.35 ]
Ceniza (g) | N.D 1 26.86 |
Niacina (mg) | 3.20 | N.D |
Calcio (mg) | 63.00 ] N.D |
Fésforo (mg) | 166.00 | N.D 1
Hierro(mg) | 1.60 | N.D |
Tiamina(mg) | 0.03 | N.D |

(1) Valor reportado por 100g de porcién comestible
(2) % en base seca




2.2.1 Proteinas

La secuencia de aminoacidos que conforma las proteinas del cefalotérax de
camaron incluye a todos los aminoacidos esenciales, que constituyen
aproximadamente el 50% del peso seco del cefalotérax (Tabla 2-2). Estas
proteinas son empleadas como una fuente alimenticia y como formulacién para
preparar medios de cultivo para microorganismos. La extraccién quimica de
proteinas del cefalotdorax de camarén, implica un tratamiento con hidroxido de
sodio y calor o el uso de enzimas proteoliticas que evitan que se dafe a los
aminoacidos o a la quitina (Escobedo, 1994).

Tabla 2-2. Composicién de aminoacidos de proteinas provenientes de
desechos de camarén (Caiipa y Duran-de-Bazua, 1997)

[ Aminoacido | __Contenido mg/g |
Acido aspartico | 63.4 B
Treonina ] 25.3 j
Serina | 26.7 |
Protina | 20.3 |
Acido glutamico | 91.2 |
Glicina | 25.3 |
Alanina | 31.2 ]
Valina | 26.1 |
Metionina } 16.8 |
Isoleucina | 19.2 |
Leucina | 44.6 ]
Tirosina | 21.4 |
Fenilalanina | 26.9 |
Lisina | 36.4 |
Histidina | 11.5 |
Arginina ! 37.2 |
Total | 523.2 J




2.2.2 Sales minerales

Las sales minerales, principalmente fosfatos y carbonatos de calcio, constituyen
el segundo componente mas abundante en el cefalotérax de camardn (27%
aproximadamente), ya que se encuentran asociadas a la quitina y a las proteinas,
otorgandole una dureza caracteristica al exoesqueleto del crustaceo. Sin
embargo, se ha observado que al emplear el cefalotérax directamente en la
formulacién de las dietas para especies acuicolas, puede causar deficiencias de
manganeso en peces, debido al exceso de sales de calcio y, por ello, es
recomendable realizar una desmineralizacion previa. Los niveles de calcio se
pueden reducir hasta un 85% y para ello se han utilizado diferentes técnicas,
entre las que destacan el empleo del acido clorhidrico y del acido acético al 50%,

asi como también el uso de EDTA 0.5 M (Garcia, 1997).

2.2.3 Quitina y quitosana

La fraccion correspondiente a la fibra cruda se encuentra establecida por el
biopolisacarido llamado quitina. La obtencién de quitina a partir de desechos de
camarén, consiste basicamente en dos etapas: desproteinizacion |y
desmineralizacion. La quitosana es el derivado mas importante de la quitina y su
obtencion comercial se realiza mediante una desacetitacion alcalina de la quitina
con NaOH al 50% a temperatura de ebulticion durante 3 horas (Knorr, 1991).

Tanto la quitina como la quitosana, poseen numerosas aplicaciones en el ramo

alimentario, médico, farmaceéutico, cosmetoldgico y biotecnoldgico.




2.2.4 Pigmentos carotenoides

Los carotenoides son una familia de pigmentos naturales que son propios de las
plantas que fotosintetizan, pero también se encuentran ampliamente distribuidos
en bacterias, hongos, algas, levaduras y animales marinos (crustaceos).
Actualmente, se han aislado mas de 400 tipos en plantas, animales y hongos
(Miki, 1991).

Los crustaceos contienen pigmentos carotenoides, que estan unidos a proteinas y
tienen una coloracién azul o azul grisacea. Cuando el animal es sumergido en
agua hirviendo, se rompe el enlace carotenoide-proteina, lo que da como
resultado un color "rojo- rosado”, proveniente del carotencide libre.

Dentro de los crustaceos, el pigmento que se encuentra en mayor cantidad es la
astaxantina, ya que ciertos crustaceos tienen la capacidad de transformar los
carotenos en astaxantina y acumular esta Gltima. Los peces rojos contienen
astaxantina, luteina y taraxantina.

Algunas de las funciones que los carotenoides desempefian en los organismos que
los contienen son: La absorcién de la luz, la fotoproteccién y actuar como
precursores de la vitamina A. Adicionalmente, estos pigmentos poseen un gran
interés comercial por sus amplias posibilidades de aplicaciones en la industria
alimentaria y farmacéutica. Hoy en dia, debido a su gran demanda, muchos de
los carotenoides se sintetizan comercialmente y se utilizan como colorantes de

alimentos (Chien y Jeng, 1992).
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2.2.4.1 Estructura y clasificacion de los pigmentos carotenoides

Los pigmentos carotenoides son tetraterpenos liposolubles de cuarenta carbonos,
formados por la condensacién de unidades de isoprenito, cuya gama de color va
del amarillo al rojo. Estructuralmente se dividen en dos grupos: los carotenos y

tas xantofilas. El grupo de los carotenos esta formado por compuestos de

hidrocarburos y su principal exponente es el B-caroteno (Fig. 2-2).

Fig. 2-2. B-caroteno (Coultate, 1999)

El grupo de las xantofilas, que representa la gran mayoria de los carotenoides, se
encuentra formado por derivados de los compuestos de hidrocarburos que se
generan por la introduccion de funciones oxigeno, especialmente de sgrupos

"hidroxi”, “oxo” y “epoxi”, que forman los alcoholes, los aldehidos y las cetonas

(Fig. 2-3)(Salazar, 1999).




Zeaxantina Luteina

Feannne

Anteraxantina

Violaxantina

Neoxantina : : ) : Capsantina

Astaxantina

Fig. 2-3. Estructuras de algunas xantofilas (Coultate, 1999)

2.3 Astaxantina

La astaxantina libre (3,3’-dihidroxi-f3, f3,- caroteno-4,4’-diona) es una xantofila
de tipo carotenoide (Fig. 2-4), su nombre se deriva del género del cangrejo
Astacus astacus (Salazar, 1999). Este pigmento es ampliamente distribuido en la
naturaleza, principalmente en ciertos crustaceos, fitoplacton, algas
(Haematococcus pluvialis), levaduras (Phaffia rhodozyma) y en distintas aves
incluyendo al flamingo. En los crustaceos se encuentra presente en tres formas
diferentes: La primera, en forma libre, esto es, sin esterificar; la segunda, en
forma oxicarotenoidea y la tercera, se encuentra esterificada con una o dos

cadenas largas de acidos grasos, tales como: El acido palmitico, oleico, estearico
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y linoleico (carotenolipoproteinas) y/o asociada a proteinas (carotenoproteinas).
Las formas ésteres generalmente representan la gran mayoria de la astaxantina
depositadas en los tejidos (Chien y Jeng, 1992).

A principios de 1980, la cantaxantina sintética (3, f3-caroteno-4,4’-diona) fue el
pigmento que alcanzé mayor demanda, pero diversos estudios han demostrado
que la astaxantina es superior como pigmento, ademas de ser el de mayor
preferencia en la acuacultura (Johnson y Gil-Hwan, 1991).

Para extraer el pigmento, el principal obstaculo lo constituye la unidon covalente
con las proteinas. Por ello, si esta unién se debilita o se rompe, por ejemplo, en

el secado, se favorece la extraccion de pigmentos (Chen y Meyers, 1982b).

Fig. 2-4. Estructura quimica de la astaxantina
(3,3’-dihidroxi-8, B,- caroteno-4,4’-diona) (Coultate, 1999)

2.3.1 Propiedades quimicas de la astaxantina

-La astaxantina (3,3’-dihidroxi-3, f3,- caroteno-4,4’-diona) es un oxicarotenoide
derivado del fi-caroteno, tiene como formula molecular C«oHs204 ¥ un peso
molecular de 596.86 g/mol. La astaxantina cristalina aislada tiene una

temperatura de fusion de aproximadame~te 224°C. Es insoluble en soluciones




acuosas y en muchos disolventes organicos, pero a temperatura ambiente puede
disolverse en éter de petréleo (-50 g/L), diclorometano (~30 g/L), cloroformo
(-10 g/L), acetona (-0.2 g/L), dimetilsulféxido (DMSO) (~0.5 g/L) y en otros
disolventes no polares. Su absorcidon en el espectro, representa una estructura de
polienos conjugados, la longitud de onda de absorcién maxima es de 468-470 nm
en éter de petréleo, de 489 nm en cloroformo, 478 nm en etanol y 480 nm en
acetona. Las astaxantinas contienen una gran cantidad de dobles enlaces
conjugados, por lo cual, son menos estables que otros isoprenoides y se deben

tomar muchas precauciones para evitar su degradacion, pues son sensibles a la

luz, al calor, al oxigeno, a los acidos y alcalis (Miki, 1991).

La astaxantina posee dos carbonos asimétricos en las posiciones 3 y 3°, los cuales
pueden existir en cuatro configuraciones, incluyendo los enantiémeros idénticos

(3S, 3’S; 3R, 3’R) y las formas meso (3R, 3'S; 3°R, 35) (Johnson y Gil-Hwan,
1991).

La espectrofotometria es una de las herramientas analiticas que se emplea para

determinar de manera cuantitativa la astaxantina. Para determinar la

concentracion de muchos carotenoides, se utiliza un coeficiente de extincion

especifico, el cual esta determinado por la ecuacién siguiente:

[A(1%/1cm) = E (1%/1cm)]

donde :
A = absorbancia

E = Coeficiente de extincion




2.3.2 Usos de la astaxantina

El carotenoide astaxantina es de gran interés cientifico y comercial, ya que es
una molécula activa de origen natural que tiene un alto valor agregadoc y que
representa, en la actualidad, grandes perspectivas de aplicacion, como por

ejemplo, en la industria farmacéutica donde se utiliza como marcador en el
seguimiento de células, como agente antioxidante, anticancerigeno vy
antitumoral. En la industria de cosméticos, como colorante en diversos productos
y como antioxidante. En la industria de los alimentos se usa como suplemento y
complemento en la coloracion directa e indirecta de diversos productos, como en
la dieta de las aves de corral con la finalidad de incrementar la coloracion en
la yema del huevo; en la acuacultura como fuente de pigmentacion en la dieta
de crustaceos (camaron, langosta), de peces en la fijacion del colorante en el
musculo de la trucha arcoiris y principalmente del salmén, dependiendo de la
etapa de desarrollo del pez, asi como del estado de maduracion sexuat y de la
forma libre o esterificada del pigmento, lo que incrementa el valor comercial de

los productos a través de la bioacumulacién y metabolismo de las diferentes

formas de astaxantina en los musculos, piel y exoesqueleto (Salazar, 1999).

2.3.3 La astaxantina en la acuacultura

La produccion de salmones criados en cautiverio se ha venido incrementando
significativamente. En 1991 se calculé que el 30% de los salmones consumidos en
el mundo provenian de granjas acuicolas (Johnson y Gil-Hwan, 1991).

Los salmones en su habitat natural obtienen la astaxantina contenida en el

fitoplancton y en ciertos crustaceos que adquieren de su ambiente natural, por lo
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que su carne siempre tiene la tonalidad caracteristica de dicha especie; sin
embargo, se ha demostrado que los salmones criados en ambientes no naturales
con alimento o piensos que no contienen astaxantina ni cantaxantina, crecen de
forma normal, pero la tonalidad de su carne es blanca, color que confunde y
desagrada a los consumidores. De esta manera, la astaxantina se vuelve un
componente indispensable en la formulacion del alimento para salmones criados
en granjas acuicolas. Tanto la astaxantina como la cantaxantina se usan en
grandes cantidades en dichas “granjas”, llegandose a utilizar niveles de 35 a 75
miligramos de astaxantina por cada kilogramo de alimento. Asi, la astaxantina
representa del 10% al 15% de!l costo total del alimento.

Johnson y Gil-Hwan, en 1991 reportaron que, durante 1986, mas de 6,000 kg de
pigmentos carotenoides fueron empleados en la alimentacion de salmones
cultivados y de acuerdo a las tendencias se pronosticaba para el ano 2000 un

mercado mundial de 100,000 kg de carotenoides o de 100 millones de délares

para la astaxantina.

2.4 Captura del camarén

Los pescadores que conocen el ciclo de vida de los camarones, capturan a estos
crustaceos en aguas marinas con “redes de arrastre” y “chinchorros™, o en las
salobres de las lagunas con diferentes tipos de artes de pesca como “tapos”,
“"nasas”, “atarrayas” o "esparavelos” y “redes atravesadas”. Para la captura de las
especies de alta mar se utiliza el llamado barco camaronero; generalmente, su
casco es de madera, aunque cada vez mas, éste se ha ido sustituyendo por

cascos de metal o de ferrocemento; la bodega lleva hielo en escama para estibar
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al camarén con su cabeza hacia adelante, aunque también estas bodegas de
hielo estan siendo sustituidas por las de congelaciéon. La caseta de mando y los
camarotes se encuentran colocados a proa, con la finalidad de dejar libre la
popa para la maniobra de pesca y descabezado del producto. La maniobra de
pesca la realizan de 4 a 6 tripulantes, el patrén, el motorista, el cocinero y de 1
a 3 pescadores. Cuando se cobran las redes, la captura se deposita en la cubierta
y los tripulantes separan el camaron y otras especies de valor comercial,
colocandolas en las bodegas; el resto de la "fauna acompanante” y las cabezas de
camarén, son regresadas nuevamente al mar, lo que causa un impacto ecologico

que altera el ambiente. Solo en contadas ocasiones se lleva a puerto para

transformarlas en harina (Sanz, 1998).

2.5 Comercializacién del camarén

Los camarones son comercializados de diferentes formas; aunque generalmente
se congelan en bloques de hielo. Posteriormente a los dias de trabajo en el mar,
el barco regresa al puerto con la captura conservada en frio, ésta se saca de las
bodegas por medio de extractores que pasan a los camarones a un carril de
plastico, en donde se deslizan por agua mezclada con antisépticos, para evitar la
contaminacién con bacterias y, finalmente, llegan a un tanque que contiene una
solucidén azucarada que permitird la congelacion posterior sin que el tejido se
vuelva quebradizo. De ahi pasan a maquinas que, de manera automatica, los

seleccionan por tamafo. Una vez que se seleccionaron, pasan a través de

charolas de congelacién y, por ultimo, al congelador por placas, donde

permanecen durante 30 minutos a temperaturas menores de 4°C, hasta alcanzar
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su congelacion total. Uno de los principales paises consumidores de este
producto es Estados Unidos de América, el cual importa alrededor de medio
millbn de toneladas, principalmente de México, India, Brasil, Paname": Y
Venezuela. Las tallas pequeias de camarén, que reciben el nombre de pacotilla,
son aprovechadas para el enlatado y el secado. Los camarones entatados, son
conservados en salmueras y, en ocasiones, se les agrega jugo de tomate. El
secado se hace al sol, con o sin el caparazén, empacandose en bolsas de plastico

para emplearse en preparaciones de caldos y sopas (Bertullo, 1995).

2.6 El camarén en México

En las costas mexicanas, el recurso camaronero es uno de los mas importantes y
de los que mas divisas aporta al pais, ya que es base de una de las pesquerias
mejor establecidas y de las mas grandes en cuanto a flota. Esta pesqueria se
realiza principalmente sobre la plataforma continental, desde 3 hasta 200 metros
de profundidad, donde se captura el camardn de alta mar, pero también se
pesca en aguas protegidas como bahias, esteros y lagunas, en el litoral del
Océano Pacifico, Golfo de México y del Mar Caribe. La pesqueria del camarén se
inicié desde 1922 en el Pacifico mexicano y en 1947 en el litoral del Golfo de
México, pero puede considerarse que a partir de 1940 es considerada como una
pesqueria industrializada. A partir de 1941 se establecié la primera compaiia y
desde estos anos, el nimero de plantas que procesan camarén ha aumentado
considerablemente. En algunos paises como México, se piensa que se ha llegado
a la produccion maxima, por lo que se han iniciado programas de cultivo de

camarones, para poder aumentar la oferta y asisatisfacer esta demanda
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que cada dia es mayor (Hendrickx, 1996). En el afo 2001 se registré una
produccién de camardn de 100,000 Ton provenientes de la pesca y 33,480 Ton,
de la acuacultura, lo que en términos monetarios equivalié a 5,247 millones de
pesos (SEMARNAT, 2001) (Tabla 2-3).

Tabla 2-3. Serie historica de la produccion de camarén
en peso vivo y peso desembarcado, 1996-2001 (SEMARNAT, 2001)

Afo Total Total peso Cultivo Valor de la |
peso vivo desembarcado peso vivo produccion ‘

(Ton) (Ton) (Ton) (mitlones de |

| pesos) |

1996 | 78,879 | 61,235 | 13,114 2,255 |
1997 | 88,489 | 70,144 J 17,570 | 3,537 |
1998 | 90,335 | 71,609 | 42,173 4,112 |
1999 I 95,611 ] 78,234 J 29,120 l 4,524 |
2000 | 95,077 ] 79,974 | 33,480 | 5,247 J
2001 | 104,957/p | - | 47,449/p | - ]

/p Cifras preliminares

Las entidades de mayor captura de camarén, en el litoral del Pacifico mexicano,
son los estados de Sonora y Sinaloa, con una produccién de camardn en peso vivo
de 24,837 Ton y 35,069 Ton respectivamente. En el litoral del Gotfo de México y
del Caribe, el area camaronera principal es el estado de Tamaulipas (12,588
Ton), seguido por el estado de Campeche (6,014 Ton) (Tabla 2-4 y Grafica 2-1),
que tiene una plataforma con una pendiente de poca profundidad: los 200
metros se alcanzan a mas o menos 200 millas nauticas de la costa y, como el

fondo es arenofangoso, resulta ideal para la pesca del camaron (SEMARNAT,

2001).




Tabla 2-4. Serie historica de la produccién de camarén en peso vivo, segin
entidad federativa, 1996-2001 (SEMARNAT, 2001)

r Entidad 1996 | 1997 | 1998 | 1999 2006_,.,27)61/')[
l (Ton) (Ton) (Ton)! (Ton) (Ton) (Tonu

J
- Totat | 78879 | 88,489 | 90,335 | 95,611 | 95,077 | 104,957 |
Litoral del J 57,430 | 66,505 | 66,243 | 74,069 | 71,750 | 80,725

Pacifico

Chiapas ] 6,337 } 4,330 , 4,051 ‘ 4,385 , 3,784 3,349

Nayarit 3,172 6,730 ] 6,932 l 6,630 ] 4,719 l 3,842J
Oaxaca J 5,733 J 2,268 J 2,635 ' 2,965 J 1,863 I 1,554J
Sinaloa I 25,520] 30,821 l 31,924J 32,740, 35,069| 36,275 ]
Sonora l 15,231 | 19,504‘ 18,560‘ 25,538} 24,837] 34.19U

Litoral del Golfo | 21,450 | 21,984 | 24,092 | 21,541 | 23,327 24,332
y Caribe

Campeche 6,857 6,262 I 5,963 l 5,561 6,014 I 6,285
Tamaulipas J 10,92] 12,529 l 14,433J 11,667 I' 12,588 13,813
Veracruz l 1,994 ] 1,938 l 1,998 I 2.093 2,670 2,353J

/p Cifras preliminares

- e
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Grafica 2-1. Principales entidades productoras
de camardén en el 2001
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En México los camarones de mayor importancia comercial son: El “camarén
rosado” (Penaeus duorarum), el "camardn café" (Penaeus californiensis), el
“camardén blanco” (Penaeus vannamei) y el “camardn rojo" (Penaeus
brevisrostris). El producto es distribuido en el mercado internacional, de
diversas formas: congelado, enlatado y empanizado, mientras que en el mercado
nacional, es distribuido fresco, congelado, enlatado, descabezado, seco, en
polvo. De la producciéon de camarén, se exportan 32,835 Ton a Canada, Espana,
Estados Unidos, Honduras y Japodn, los cuales aportan divisas por mas de 405
millones de délares (Tabla 2-5). En el mercado nacional son comercializadas
46,301 Ton, siendo sus principales plazas de distribucion el Distrito Federal,
Guadalajara, Monterrey, Puebla y las zonas turisticas de la costa (SEMARNAT,

2001).

Tabla 2-5. Exportacién de productos pesqueros (SEMARNAT, 2001)

Concepto Volumen J Valor (miles de db6tlares)
(Ton)
saldo i ] 475,564 i
Exportacion | 184,679 | 659,748 |
Algas y sargazos i 15,076 | 643 i
Atun y similares1/ | 17,473 | 20,248 |
Calamar ] 9.604 | 9,791 |
Camarén | 32,835 | 405,078
Langosta | 1,586 | 29,794
Pulpo ] 5,671 | 13,179
Sardina y macarela | 39,285 | 17,591
Crustaceos y moluscos en 14,691 J 57,258
conserva
Otros comestibles 2/ | 39,094 | 101,807 |
Otros no comestibles 3/ 9,365 4,359

Z1Incluye las descarges en puertos extranjeros; 2/pPescados y mariscos en diw.-uas
presentaciones; 3/Animales y veg: acuaticos subpr
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2.7 Extraccion solido-liquido

Muchas de las sustancias biolégicas y compuestos organicos e inorganicos, existen
en mezclas de diferentes componentes en un sélido. El proceso de extraccion
solido-liquido, sirve para poder separar el constituyente deseado de la fase
solida, la cual se pone en contacto con una fase liquida. Ambas fases entran en
contacto intimo y el soluto o los solutos pueden difundirse desde el sélido a la
fase liquida, o que produce una separacion de los componentes originales del
solido (Gean Koplis, 1993).

El proceso de extraccion puede resumirse en los siguientes pasos: El disolvente
debe difundirse desde la solucién general hasta la superficie del sdlido;
posteriormente, dicho disolvente debe penetrar o difundirse en el sélido, por lo
que enseguida el soluto es disuelto en el disolvente y difundido a través de la
mezcla hasta la superficie de la particula, para que finalmente, el soluto sea
transferido a la solucion general. La velocidad de transferencia del disolvente
desde la solucion general hasta la superficie del solido es bastante rapida, lo
mismo sucede con la velocidad ejercida hacia el interior del sélido. Sin embargo,
en la mayoria de los casos no son éstas las etapas que limitan la velocidad del
proceso total de extraccidon. Esta transferencia de disolventes suele ocurrir al
principio, cuando las particulas se ponen en contacto con el disolvente; aun asi,
la disoluciéon del soluto en el disolvente, en el interior del sdlido, puede ser un
simple proceso fisico de disolucion o una verdadera reaccion quimica que libera

al soluto para la disolucion (Gean Koplis, 1993).
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En seguida se describe las caracteristicas primordiales del aceite de soya, el cual
sera utilizado como disolvente, en uno de los dos métodos empleados en esta
investigacion, para recuperar los pigmentos contenidos en el cefalotérax de

camaron, los cuales son solubles en aceites, asi como en disolventes organicos.

2.8 Aceite de soya

El aceite bruto de soya, tiene un ligero color ambarino, que después de la
neutralizacién alcalina, presenta el mismo color amarillo que presentan los
demas aceites vegetales. Cuando el aceite se ha obtenido de habas verdes,
puede contener suficiente clorofila como para presentar un tinte verdoso, sin
embargo, no se hace evidente hasta que se reducen por hidrogenacion los
pigmentos rojo-amarillos (Bailey, 1979). Al hidrogenar un aceite, se disminuye el
grado de instauracion de los pigmentos carotenoides, lo suficiente como para

conseguir una reduccién significativa del color.

2.8.1 Composicion quimica del aceite de soya

El aceite de soya se encuentra compuesto por 61% de acidos grasos
poliinsaturados, 24% de monoinsaturados y 15% de acido grasos saturados.
Gracias a esta composicion, este aceite se identifica como uno de los idéneos
para tener una dieta balanceada en cuanto composicion de acidos grasos.
Contiene mayor cantidad de acidos grasos esenciales como el linoleico (49%) y el
linolénico (11%) también conocidos como (omega-6 y omega-3 respectivamente).
Las funciones de estos acidos grasos, incluyen la regulacién de las contracciones

musculares, la regulacion de lz presion sanguinea y el crecimiento de células
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nuevas. El aceite de soya, también contiene fosfolipidos (1.5-4%) como la
lecitina, la cual, forma parte esencial en la alimentacién de los crustaceos, sobre
todo, para el desarrollo y sobrevivencia de las larvas, facilitandose la absorcion
de los pigmentos (Grundy y Abrams, 1995). Los tocoferoles son otro componente
importante del aceite de soya (0.8%). Algunos tipos de tocoferoles actian como
vitamina E y otros como antioxidantes, los cuales, protegen al aceite de la
oxidaciéon. Por dltimo, cabe mencionar que el aceite de soya esta libre de
colesterol y no contiene compuestos daninos en comparacion con aceites como el
de canola, que puede contener acido erlcico, el cual inhibe la absorcion de
ciertos nutrimentos (Alava et al., 1993).

Con base en estos fundamentos a continuacion se presenta la metodologia.




3. MATERIALES Y METODOS

La metodologia general realizada en esta investigacién se describe en el

siguiente diagrama:

Obtencion y

caracterizacion de la
harina de cefalotérax

de camarén

l

Desmineralizacién de la

harina

i

Extraccién y cuantificacion
de pigmentos empleando
aceite de soya

=

Evaluacion de la
estabilidad de los
pigmentos

1

Extraccion y cuantificacion
de pigmentos empleando
una mezcla de disolventes
organicos

Purificacién e
identificacion de los
pigmentos

l

Caracterizacion de la
astaxantina

Diagrama 3-1. Esquema general del desarrollo experimental




A continuacion se describe cada una de las etapas del desarrollo experimental
seguido en esta investigacion.
En las Tablas 3-1 y 3-2 se presenta un listado del equipo y reactivos empleados

durante el desarrollo experimental de esta investigacion.

Tabla 3-1. Equipo empleado

Equipo | Marca | Modelo |
Cuarto de secado | Kinet | 53874 |
Molino de cereales | CeCeCo tipo S | 1245 |
Tamizador eléctrico Steve-Shaker de RX-24
W.S.Tyler Co.,Ohio
Balanza [ Sartorius ] 1303MP |
Balanza analitica | OHAUS 1 GA200 |
Parilla de agitacion | Thermolyne Il | NE |
Horno | Rios Rocha S.A. | HS-4835 |
Rotavapor | Biichi | 461 |
Espectrofotémetro | Milton Roy | Spectronic 21d
Bao peitader con Exacat e
Centrifuga Rotixa | 50RS |

NE= No se especifica

Tabla 3-2. Reactivos empleados

Especificaciones
EDTA J.T.Baker. Reactivo analitico
Eter de petréleo J.T.Baker . Grado reactivo

Reactivo |
|
]
Acetona ] J.T.Baker . Grado reactivo
|
J
|
|

Na,;SO, J.T.Baker. Reactivo analitico
Etoxiquin Sigma- Aldrich
Astaxantina Sigma- Aldrich
Aceite de Soya Tolteca




3.1 Obtencion de la harina de cefalotérax de camarén

3.1.1 Recoleccion del cefalotorax

El cefalotorax de camaron o cabeza de camardn, fue adquirido gratuitamente en
el mercado de pescados y mariscos de "La Nueva Viga” en la Ciudad de México,
donde se transportaron al Laboratorio E-301 del Programa de Ingenieria Quimica
Ambiental y Quimica Ambiental (PIQAYQA) de la Facultad de Quimica de la
UNAM, en bolsas negras y cubiertos con hielos. Cabe mencionar que debido a que
el estudio se enfocd al uso de un subproducto de bajo valor agregado, no fue
seleccionada alguna especie en especial, ya que en el mercado, el descabezado
es una practica cotidiana y sin importar la especie, todos estos desechos son
colocados en canastos grandes de plastico, en los que son transportados al

basurero (Anexo 1, Fig.1).

3.1.2 Lavado
Las cabezas de camarén se colocaron en cubetas de plastico y se lavaron bajo el
chorro de agua de la llave, hasta que el agua salié limpia (Anexo 1, Fig. 2 y 3).

Posteriormente, se dejaron escurrir por aproximadamente 15 minutos.

3.1.3 Secado

El cefalotérax previamente lavado y escurrido, se distribuyd en capas delgadas
sobre charolas de aluminio y se secaron a 65:£2°C durante un dia (Anexo 1, Fig.
4). El objetivo de esta operacion fue la de disminuir la actividad del agua y, con

ello, retardar la descomposicion microbiolégica y enzimatica.
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3.1.4 Molienda y tamizado

Las cabezas secas se molieron y tamizaron, con lo que se obtuvo harina de cuatro
diferentes tamanos de particula: menores a 0.150 mm (malla No. 100), de 0.150
a 0.177 mm (malla No. 80), de 0.177 a 0.250 mm (malla No. 60) y mayores a

0.250 mm (malla sin nimero).

3.1.5 Desmineralizacion

La desmineratizacion se realizé seglin lo determinando por Garcia (1997),
empleando una disolucion de EDTA disddico 0.5 M en una relacion (1:6 W/V), con
agitacién constante durante dos horas. Posteriormente, la harina fue sometida a
varios lavados con agua destilada, a temperatura ambiente, hasta que el agua
del filtrado quedé lo mas clara posible. Tras filtrar la muestra con un papel
Whatman No. 1, {a harina se secd a una temperatura de 65°C durante 15 horas y

se almacend, para la realizacion de los ensayos posteriores.

3.1.6 Conservacion

La harina entera y la desmineralizada se almacenaron en varios frascos color
ambar, etiquetados y cerrados herméticamente, cubiertos con “papel”
polimérico (parafilm), para de esta forma impedir en lo posible el paso de la luz,
del Oz y evitar asi la degradacion prematura de los pigmentos. Posteriormente,
fueron mantenidos en congelacién a -5°C con la finatidad de conservar mejor la
muestra (Garcia, 1997). En el Diagrama 3-2, se aprecian las operaciones unitarias

requeridas en la obtencion de la harina a partir del cefalotdérax de camaroén.
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Diagrama 3-2. Obtencién de la harina de cefalotérax de camaron

3.2 Caracterizacién de la harina

La harina entera y la desmineralizada de malla No. 100 (tamafo de particula de
0.150 mm), se caracterizaron realizando un analisis bromatodlogico
(Determinaciéon de humedad, cenizas, proteina, grasa cruda, hidratos de carbono
y fibra), segiin lo establecido en el manual de la AOAC (1990). En el anexo 2 se

presenta una descripcion de etlos.




3.3 Extracciéon y cuantificacion de pigmentos empleando la mezcla de
disolventes éter de petroleo:acetona:agua

Estudios previos hechos por Caiipa (1994), han demostrado que, en la extraccion
de pigmentos carotenoides, el empleo de una mezcla de disolventes éter de
petroleo:acetonazagua en las proporciones 15:75:10, es una de las mas
eficientes; por ello se seleccionaron estas condiciones para realizar el presente
estudio.

Para la extraccién y cuantificacion de pigmentos se colocaron 2 g de harina en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL, se anadieron 22.5 mL de acetona, 4.5 mbL de agua
y 3.0 mL de éter de petrdleo. Se taparon con papel aluminio y se agitaron
durante 3 horas, al abrigo de la luz (Anexo 1, Fig. 5). Finalizada la extraccién, se
filtré al vacio con papel filtro Whatman del No.1, esto con el fin de separar la
harina del extracto (Anexo 1, Fig. 6). Las muestras se lavaron sobre el papel
filtro con una pequeia porcién de éter de petroleo, hasta claridad y asi dejar la
menor cantidad de pigmentos en la harina. El filtrado se lavée con éter de
petréleo en un embudo de separacion y posteriormente, se separaron las fases,
quedando los pigmentos en la fase etérea, debido a que los carotenoides como
las astaxantinas, son altamente solubles en éter de petrdleo, poco solubles en
acetona e insolubles en agua (Anexo 1, Fig. 7) (Miki, 1991). Las fases etéreas se
colectaron en otro embudo de separacion. Este proceso se repitié dos veces y
posteriormente, la fase etérea se lavé con agua destilada con la finalidad de
remover restos de acetona y se anadio sulfato de sodio anhidro para remover los
restos de agua. El filtrado se dejo asi toda la noche. Posteriormente, se filtré en

un embudo de porcelana con una capa de sulfato de sodio anhidro y con vacio; el
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filtrado se evaporoé a sequedad con rotavapor (Anexo 1, Fig. 8 y 9). Finalmente el
residuo se diluyd con un volumen conocido de éter de petrdleo y se leyd en el
espectrofotémetro de UV-Vis a 470 nm, que es la longitud de onda, en la cual, la
astaxantina en éter de petroleo tiene su absorcion maxima en el espectro.

Et contenido de pigmentos en pug/g de muestra se determind con la ecuacién
propuesta por Kelley y Harmon (1972), empleando un coeficiente de extincién de

2400, tal como lo proponen Kanemitsu y Aoe (1958), para el éter de petréleo a

470 nm:
ug pigmentos/g muestra = (—A)—M)—s
100 (G) (d) (E)
donde:

A = absorbancia de la muestra a 470nm
D = mL de disolvente empleado
10°= Constante para expresar los carotenoides en ug
G = g de muestra
d = ancho de la celda en cm
= Coeficiente de extincién ( para este caso , E= 2400)

100 = Constante para eliminar el factor de porcentaje

En el Diagrama 3-3 se muestra todo el proceso para la extraccion y cuantificacion
de pigmentos.
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Diagrama 3-3. Extraccién y cuantificacién de pigmentos
empleando la mezcla éter de petréoleo:acetona:agua
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3.3.1 Purificacion e identificacién de los pigmentos. Caracterizacion de la
astaxantina

La técnica de cromatografia en capa fina (TLC) se utilizd para la separacion de la
astaxantina de los otros pigmentos carotenoides y asi poder identificar mediante
su Rr a los carotenoides presentes, ademas de caracterizar a la astaxantina por
medio de Espectrofotometria de UV-Vis e IR. Se utilizd un estandar puro de
astaxantina Sigma-Aldrich® como patrén de referencia.

Las cromatografias se realizaron sobre placas de gel de silice 60 (Kiesel DC-
alufolien sin indicador fluorescente) de 20 X 20cm X 0.2mm.

El desarrollo de las cromatografias se realizé con una mezcla de éter de
petroleo:acetona (75:25) en una camara sobresaturada (Garcia, 1997).

La identificacion de la astaxantina se llevd a cabo mediante la contrastacion del
Rs; de la muestra, con el R del estandar. Una vez identificada la astaxantina, se
procedio a aislarla, mediante un raspado de la mancha, posteriormente se
disolvié en una pequena cantidad de éter de petréleo, se filtré y se evaporo el
disolvente para su posterior caracterizacion por UV-Vis e IR.

La identificacion de los otros pigmentos se llevd a cabo mediante la
contrastacion del Rr experimental con lo reportado en la literatura.

Cabe mencionar que esta parte experimental solo se llevd a cabo con el extracto
en éter de petroleo, ya que el extracto en aceite de soya no se puede purificar
mediante esta técnica sino que se requiere del empleo de otra técnica, la cual

no ha sido estudiada.
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3.4 Extraccion y cuantificacion de pigmentos empleando aceite de soya

La extraccidon y cuantificacién de pigmentos con aceite de soya se basd en
trabajos hechos por Chen y Meyers (1982a), pero con algunas modificaciones, por
lo que la metodologia que se siguid fue la siguiente:

Se colocaron 2 g de harina en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se afadieron 20
mbL de aceite (1:10 W/V) y se taparon con papel aluminio. Se calenté a una
temperatura de 80°C durante 15 minutos, con agitacion constante y al abrigo de

ta luz. Finalizada la extraccion, se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos, a
una temperatura de 0°C, para asi poder separar el aceite pigmentado de la
harina. Posteriormente, se trasvasd el aceite pigmentado a una probeta
graduada, en la cual, se fue colectando; la harina se colocé nuevamente en el
matraz Erlenmeyer de 250 mL y se le adicionaron 20 mL mas de aceite, para
nuevamente realizar la extraccion. Se calentdé y se centrifugé bajo las
condiciones antes mencionadas, hasta realizar tres extracciones. Finalmente, se
midié el volumen total de aceite rolectado y se leyé en un espectrofotometro
UV-Vis. a 485 nm, que es la longitud de onda, en la cual, la astaxantina en aceite
de soya tiene su absorcién maxima en el espectro.

El contenido de pigmentos en ug/g de muestra se determind con la misma
ecuacion utilizada en la extraccion con la mezcla de disolventes, la unica
variante fue el coeficiente de extincidn, que para el aceite de soya es de 2155,

como fue propuesto por Chen y Meyers (1982a), (Diagrama 3-4):
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Diagrama 3-4. Extraccion y cuantificacién de pigmentos carotenoides
empleando aceite de soya

Estas pruebas se realizaron para aumentar ta estabilidad de los pigmentos y fue
evaluada anadiendo Etoxiquin® (6-etoxy-1,2-dihidro-2,2,4-trimetilguinolina), en
una concentracion del 0.5% (500 ppm), pues estudios previos han demostrado la

eficacia que tiene este antioxidante a esa concentracion (Chen y Meyers, 1982b).
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La evaluacidon de la estabilidad de los pigmentos en ambos métodos, se realizé
con los extractos, en los cuales, se obtuvo la mayor cantidad de carotenoides. El
antioxidante, se anadid antes de comenzar la extraccion y el resto del
procedimiento fue el mismo que el descrito en ambas metodologias. La
evaluacién de la estabilidad, se realizd con base en la cuantificacion
espectrofotométrica del contenido de pigmentos a lo largo de un lapso de ocho
semanas.

Para el caso de la extraccidon con la mezcla de disolventes (éter de petréleo:
acetona:agua), se evaporo el disolvente en el rotavapor y el pigmento se diluyo
en una cantidad conocida de éter de petroleo; posteriormente, se leyo en el
espectrofotdmetro a 470 nm, con el fin de cuantificar los pigmentos.

pPara el método con aceite de soya, solo se agité el aceite pigmentado (con
equipo vortex) y posteriormente, se leyd en el espectrofotometro a una longitud
de onda de 485 nm. Cabe mencionar que en ambos métodos se realizé una
comparacion con un control, es decir, pigmento sin antioxidante. Las muestras se
conservaron a 4°C, en frascos de color ambar y perfectamente tapados.

El contenido de pigmentos en pg/g de muestra se determind con la ecuacion
propuesta por Kelley y Harmon (1972), empleando el coeficiente de extincién
que seglin corresponda. El porcentaje de retencién de pigmentos, se determino
empleando la siguiente relacion matematica propuesta por Chen y Meyers
(1982):

o, .. _ K8 pigmentos/g muestra (semana X)
“ Retencion = ueg pigmentos/g muestra (semana 0) X 100
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de la harina

En la Tabla 4-1, se presenta el porcentaje de méteria que se perdié o se
transformé en cada una de las etapas del proceso para la obtencién de la harina,
observandose que durante el secado y la desmineralizacion hubo una mayor
pérdida (78.4 y 70%, respectivamente), esto puede originarse principalmente,
por el porcentaje tan alto de agua que posee el camarén, ya que de tos 15 kg que
se tenian inicialmente de cefalotérax, 11.76 kg era agua, obteniéndose tras
secarse la muestra, 3.24 kg de camardn seco. En la desmineratizacién, también
se presentaron muchas pérdidas, pues como se vera mas adetante, el cefalotérax
de camarén, posee un gran contenido de minerales, que son los que se eliminan
en esta parte del proceso.

Tabla 4-1. Porcentaje de pérdida de materia en cada
etapa del proceso para la obtencion de la harina

Muestra Cantidad Etapa del Cantidad Pérdidas
inicial (kg) proceso final (kg) (%)

Cefalotérax de 15 Secado 3.24 78.40
camaron fresco

Cefalotérax de 3.24 Molienda 3.19 1.54
camaron seco

Harina de camarén 3.19 Tamizado 3.14 1.45

Harina tamizada* 3.14 Desminera- 0.94 70.00

lizacion

“La harina tamizada se refiere a ta sumatoria de las harinas de cada malla (60, 80, 100 y sin noUmerc,




En esta misma tabla, se aprecia que las pérdidas obtenidas durante la molienda y
et tamizado fueron minimas (1.54% y 1.45%, respectivamente) y fueron coriginadas
principalmente debido a la adhesién en el equipo utilizado. Como resultado del
tamizado de la barina, se encontré que las fracciones mayoritarias
correspondieron a las particulas de tamafo mayor a 0.250 mm (malla S/N) y
menor a 0.150 mm (malta No. 100) con un 37.31% y 36.35% respectivamente, del
total de las harinas. En la Tabla 4-2, se presenta el rendimiento de la harina

tamizada a partir de 1 kg de harina.

Tabla 4-2. Rendimiento de harina tamizada a partir de 1 kg harina

Tamaiio de No. Tamiz Peso % de harina tamizada J
particula (mm) (8)
< 0.150 | 100 J 363.50 | 36.35 |
0.150-0.177___| 80 ] 117.40 | 11.74 |
0.177-0.250 | 60 ] 146.00 | 14.60 |
> 0.250 ] SN | 373.10 | 37.31 |
Total [ | 1000 | 100 |

S/N = Sin namero

4.2 Caracterizacion de la harina

Una vez obtenida la harina entera y la desmineralizada de malla No. 100, fueron
caracterizadas, con la finalidad de comparar los valores obtenidos
experimentalmente con respecto a los reportados en la literatura, pues se ha

observado, que éstos, pueden variar entre lotes y especies.




En ta Tabla 4-3 y en la Grafica 4-1, se presentan la composicién quimica de la
harina entera, tanto la reportada por Garcia (1997), como la obtenida
experimentalmente; asi como la composicion de la harina desmineralizada
obtenida experimentalmente.

Al realizar la comparacioén entre ambas harinas se observé que la composicion de
la harina entera y la presentada en los datos bibliograficos, fueron muy
similares. Las pocas diferencias pueden atribuirse principalmente a que se
trabaja con distintas especies de camardn. Adicionalmente, se observo que el
contenido de grasa rebasé los datos reportados en la literatura, sin embargo, el
de proteinas fue menor, quizas, debido a que la determinacion de proteinas para
el caso del cefalotérax de camarén, es un punto muy potémico por no haber un
factor para transformar directamente el nitrégeno total a nitrégeno proteinico.
En este caso, se reportd un factor de 5.4, el cual resulta de restar el nitrégeno
quitinico del nitrégeno total (Caiiipa, 1994).

Tabla 4-3. Composicion de la harina de cefalotérax
de camaréon malla No.100 (% en b.s.)

Composicion Datos Harina Harina
bibliograficos entera desmineralizada
a) {2) 2,
Proteina crudag, | 47.70 | 46.64°0-4148 | 54.43 o 4
Cenizas ] 26.86 | 24.62 °20-0451 | 5.09 %124 |
Fibra cruda J 19.35 | 21,77 0014 | 23.50 °:0305 |
Grasa cruda__ | 4.63 | 5.70°9-3%8 | 4.55 o000 |
Hidratos de
carbono (por 1.46 1.27 92143 12.43 o184
diferencia)
TOTAL B 100 | 100 | 100 B

(1) Garcia (1997)
(2) Datos experimentales. Promedio de tres determinaciones
(3) Factor de conversion = 5.4 (Canipa,1994)
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Grafica 4-1. Composicion de la harina de cefalotorax
de camaron malla No. 100 (% base seca) (Garcia, 1997)

Por otra parte y observando los valores anteriores, es posible destacar que el
cefalotérax de camaron es un subproducto que se encuentra compuesto
mayoritariamente de nitrégeno, proteinico y no proteinico lo cual lo hace
altamente valioso, debido a que la parte proteinica posee un buen perfil de
aminoacidos esenciales y la otra complementa la quitina (Cahipa, 1994). Las
cenizas y la fibra cruda, son los siguientes componentes en abundancia. Ambas
fracciones presumiblemente corresponden a las sales minerales y a la quitina,
sustancias que conforman el caparazén del camaron. En la harina que se

desmineralizé, la cantidad de cenizas decrecid en aproximadamente el 80% de su

valor inicial, esto indica que la desmineralizacion fue =fectiva, a pesar de que
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alin se tenga una cantidad considerable de cenizas. Por su parte, después de la
desmineralizacion, los hidratos de carbono se incrementaron en gran medida.
Estos valores son calculados por diferencia, sin embargo, se ha estudiado la
determinacion del contenido de hidratos de carbono totales por la técnica de
Fenol-Sulfarico (F-S) y la de reductores por la técnica del Acido Dinitro Salicilico
(DNS), observandose que el contenido de hidratos de carbono, es casi
insignificante, dando valores de 0.103% y 0.147%, respectivamente; por lo que se
infiere, que parte de la cantidad de hidratos de carbono calcutados por
diferencia, corresponde a materia insoluble, tal como lo es la fibra y la quitina
(Ramirez, 2003).

En este trabajo se mencionaran las principales diferencias entre los dos métodos
de extraccién solido-liquido empleados, pero antes se hablara de los resultados

obtenidos para cada uno de los métodos.

4.3 Extraccion y cuantificacion de pigmentos empleando la mezcla de
disolventes éter de petréleo:acetona:agua (15:75:10)

En ta Tabla 4-4, se presenta la cantidad de pigmentos extraidos del cefalotérax
de camarén, de los tres diferentes tamanos de malla para la harina entera y
desmineralizada, observandose que, en ambas harinas, se obtuvieron cantidades
mayores de pigmentos a medida que el tamano de particula disminuyd. Otro
factor importante que intervino en la extraccion de pigmentos, fue la
desmineralizacion, pues se observo que en la harina desmineralizada se extrajo
una cantidad mayor de pigmentos, que de la harina sin desmineralizar, lo cual se

constata con los resultados obtenidos, en especiat, con la matla No. 100, que fue
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donde se extrajo la mayor cantidad de pigmentos, 128.71 + 0.99 ug pigmentos/g
de muestra, que equivale a un 40% mas de pigmentos que en la extraccion con la
harina entera. Este efecto puede producirse por la presencia de los minerales,
como el carbonato de calcio, que impiden o retardan la penetracion del
disolvente en la harina y por lo consiguiente la extracciéon de los pigmentos. Por
otro lado, un exceso de sales de calcio, pueden causar deficiencias de
manganeso en peces al emplear el cefalotérax directamente en la formulacion de
las dietas para especies acuicolas, por ello, es recomendable realizar una
desmineralizacion previa (Spinelli, 1974).

En cuanto a la cantidad obtenida de pigmentos, los resultados de este trabajo
fueron muy superiores a los reportados por Canipa (1994). Este autor menciond
un contenido de pigmentos de 20.5 + 4.5 pg pigmentos/g de muestra bajo las
mismas condiciones de extraccion. Esto puede deberse a varios factores entre tos
que destacan los siguientes: a) La especie de cefalotérax de camaréon empleada,
b) El tamafio de particula de la harina, c) El tiempo de atmacenamiento de la
misma y d) Los cuidados con los que se haya trabajado en el momento de la
extraccion.

Tabla 4-4. Cantidad de pigmentos obtenidos empleando la
mezcla éter de petrdleo:acetona:agua (15:75:10)

[ Harina entera Harina desmineralizada
Numero de malla (g pigmentos) (ug pigmentos)
(Tamaiio de particula en ( g de harina®) (2 de harina*)
mm)
60(0.177 a 250) | 48.2410.56 | 88.27+0.42
80(0.150a177) | 57.24+1.05 | 113.09+0.67 |
100( < 0.150) J 76.53+0.38 | 128.7110.99 |

* Los resultados son el pr de tres deterr




4.3.1 Purificacion y caracterizacion de la astaxantina

En ta Tabla 4-5, se reportan los valores de R del estandar de astaxantina y de los
pigmentos obtenidos en esta investigacion, asi como, la identificacion tentativa
de éstos. También se muestran tas longitudes de onda de maxima absorcion de la
astaxantina estandar y de la astaxantina extraida, resultado del barrido de UV-
Vis.

Tabla 4-5. Identificacion de la astaxantina y otros carotenoides provenientes
del extracto etéreo y su comparacién con la astaxantina estandar

Muestra R¢ (1) maxima Identificacion
nm tentativa
Estandar de 0.41 470 Astaxantina |
astaxantina |
0.41 468 -Astaxantina
Muestra 0.63 ND -Esteres de
del camarén astaxantina
0.36 ND -Astaceno

ND = No se determiné experimentalmente

En la cromatoplaca se apreciaron tres manchas caracteristicas, la primera que
corrié paralelamente con el estandar, cuyo Rs fue de 0.41, la cual, segin la
literatura es la correspondiente a la astaxantina, otra mancha, que presento un
Rr de 0.63, la cual podria identificarse con base en datos bibliograficos, como
ésteres de astaxantina y, por Oltirmo, una con un R de 0.36, que podria ser la

forma oxidada de la astaxantina (Astaceno) (Garcia, 1997).
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Por otra parte, al hacer un barrido de UV-Vis para las muestras que presentaron
un Ry de 0.41, se encontré que la astaxantina estandar presentd una longitud de
onda de maxima absorcién a 470 nm, mientras que para la muestra que se
obtuvo experimentatmente, fue de 468 nm, por lo que se corrobora que se trata
de astaxantina, pues la literatura indica que la longitud de onda de maxima
absorcion para la astaxantina en éter de petréleo es de 468-470 nm (Meyers y

Bligh, 1981) ( Figs. 4-1, 2).
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Asi mismo, al obtener los espectros de IR, tanto del estandar, como de la
muestra obtenida en esta investigacién, se observaron en ambos casos, las
mismas bandas, caracteristicas de la astaxantina, teniendo intensidades de
bandas maximas en las regiones cercanas a 3480 cm’!, 2850 cm™, 1650 cm™ y
1270 cm™, constatando con ello la presencia de grupos hidroxilo, de metilos y
metilgn’os, cble‘l grupo carbonilo y de cetonas, respectivamente. En tas Figuras 4-3
y 4-4 sé »a;zali'eycbzri,a"ri"lqs'eSpectros de IR para la astaxantina estandar SIGMA® y para

la-astaxantina obtenida en esta investigacion.
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Fig.4-4. Espectros de IR para la astaxantina obtenida en esta investigaciéon

4.3.2 Pruebas de estabilidad de los pigmentos extraidos con la mezcla de
disolventes

La estabilidad de los pigmentos extraidos es buena, en comparaciéon con lo
resuttados obtenidos por Canipa (1994). Este autor reporta que la adicidon de una
mezcla de antioxidantes, BHA (butil-hidroxianisol) y BHT (butil-hidroxitolueno) al
0.1%, disminuyen la velocidad de oxidacion en un 80% en el transcurso de cuatro
semanas; sin embargo, en este trabajo se logré casi el mismo porcentaje
(84.16%), en ocho semanas. Estos resultados favorables, se deben principalmente
al empteo del antioxidante Etoxiquin®, que como se observa en ta Tabla 4-6,
presenta un efecto protector apreciable, pues en la muestra adicionada con el
antioxidante, la estabilidad de los pigmentos fue un 20% mayor que en ta muestra

cortrol (sin antioxidante).
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La eficacia del Etoxiquin® (1,2-dihidro-6-etoxi-2,2,4-trimetilquinolina), se debe
principalmente a la estructura de la molécula, ya que ésta, a diferencia del BHA
y BHT, puede experimentar una gran variedad de reacciones dando lugar a
productos mas estables, retardando con ello, la velocidad de oxidacion.

Es importante mencionar que, a pesar de ser buenos los resultados, la oxidacion
del pigmento es alta, ya que como se observa en la Tabla 4-6, desde la segunda
semana, los pigmentos empezaron a oxidarse en un 3.75% y en la octava semana

la oxidacion fue del 15.84%.

Tabla 4-6. Pruebas de estabilidad en los pigmentos
extraidos con la mezcla de disolventes

Semana ( Controt Control MA MA
(g pigmentos) | Retencion | (ug pigmentos) Retencion

I_(g de harina) (%) __ (g de harina) (%)
o | 128.71 | 100 | 128.71 J 100 ]
2 | 113.15 | 87.91 | 123.89 | 96.25 |
4 ] 96.57 | 75.03 | 118.74 } 92.25 |
6 | 83.07 J 64.54 | 113.47 | 88.16___ |
8 | 78.26 i 60.80 | 108.32 | 84.16 |

MA= Muestra con 0.5% de antioxidante (Etoxiquin)

4.4 Extraccion y cuantificacion de pigmentos empleando aceite de soya

En cuanto a la cantidad de pigmentos extraidos con el aceite de soya, se observo
la relacién existente entre el efecto del tamafio de particula y la
desmineralizacion. A diferencia del sistema de disolventes (Tabla 4-4), donde se
observa una diferencia apreciable entre la extraccion de harina entera y de

harina desmineralizada (76.53+0.38 Vs 128.71+0.99), para particulas < 0.150mm,
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los resultados obtenidos en la extraccion con aceite, la harina desmineralizada y

la harina entera presentan diferencias menores (Tabla 4-7).

Tabla 4-7. Cantidad de pigmentos obtenidos empleando aceite de soya

Harina desmineralizada |

(U pigmentos) J
- :

|

4

r
1

r !

| Numero de malla | Harina entera

(Tamaiio de {ug pigmentos)
__particula en mm)_ (gde harina®) ! (g deharina®)
56.19+0.25 58.70:0.15

93.411+0.10
121.7920.71

| 60 (0.177 a 250)
! 105.80+0.81

i I
80 (0.150 a 177) | 71.72+0.62 i
100 ( < 0.150) i |
]

*Los resultados son el promedio de tres determinaciones

Cabe mencionar que no se pudo evitar que la harina desmineralizada tuviera una
humedad mayor a la de la harina entera, ya que si ésta se exponia a
temperaturas mas altas o a tiempos mas prolongados, los pigmentos se hubieran
degradado con mayor rapidez. Tal vez la presencia del agua redujo la
penetracién del aceite en la harina y, por consecuencia, la extracciéon de
pigmentos fue ligeramente menor (Tabla 4-7). Estos resultados pueden dar la
pauta para iniciar una nueva linea de investigacion.

La mayor cantidad de pigmentos extraidos se logré con la harina desmineralizada
de malla No. 100, de la cual se extrajeron 121.7:£0.71 pg de pigmentos/g de
harina. Los resultados de esta parte experimental fueron inferiores a los
encontrados por Chen y Meyers (1982a), quienes reportaron haber encontrado
una cantidad de 161.5 pg pigmentos/g de harina, empleando al aceite de soya
como medio extractor. Esto se debe principalmente a las diferencias existentes

en la técnica de extraccion, ya que ellos emplearon adicionalmente, una enzima
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proteolitica, la cual favorecio la extraccién de los pigmentos; ademas, como se
menciond anteriormente, la composicion del cefalotérax de camarén, es un
factor que también influye en la cantidad de pigmentos extraidos.

En la Graifica 4-2, se presenta el porcentaje de pigmentos extraidos en cada una
de las etapas de extraccion (harina desmineralizada de malla No. 100), asi como
también se aprecia, que en la primera etapa de extraccién, se obtiene mas del
50% del total de los pigmentos obtenidos, mientras que en la tercera, solamente
se obtuvo el 13.24%; sin embargo, esta Gltima extraccidén aporta 16.12 pg

pigmentos/g de harina.

Tercera 13.24
Segunda 31.83
Primera ] 5493
('Ji 1'0 2'0 3'0 4'0 5'0 6'0
Por je de extr 6N(%)

Grafica 4-2. Porcentaje de pigmentos obtenidos
en cada una de la etapas de extraccion

4.4.1 Pruebas de estabilidad de ios pigmentos extraidos con aceite de soya

En la Tabla 4-8, se aprecia la cantidad de pigmentos retenidos en un transcurso
de ocho semanas, para las muestras con y sin antioxidante. Se puede observar
que durante las ocho semanas, la oxidacion de los pigmentos fue de 9.4% en la
muestra control y de 1.0% en la muestra con antioxidante. Para la muestra con
antioxidante fue evidente su efecto, ya que como se observ. en esta tztia, la
" |FALLA DE ORIGEN




estabilidad de los pigmentos fue del 100%, hasta la segunda semana. Este efecto
se debid principalmente al antioxidante adicionado, pero también se le atribuye
al empleo del aceite de soya, debido a que el Etoxiquin es altamente soluble en
el aceite, lo que aumenta su eficacia. Ademas de ello, el aceite de soya contiene
tocoferoles, antioxidantes naturales que retardan ta oxidacién de los pigmentos.

Tabla 4-8. Pruebas de estabilidad en los pigmentos
extraidos con aceite de soya usando "Etoxiquin”

, Muestra sin | Muestra con 0.5% de |

antioxidante | antioxidante |

Semana l Hg pigmentos J Retencion| pg pigmentos | RetenciénJ
_porgde harina |  (¥) | porgde harina] (%)

¢} | 121.79 3 100 | 121.79 i 100 |

2 | 117.36 ! 96.36 } 121.79 _" 100 |

4 | 116.19 i 95.40 | 121.23 | 99.54 ]

6 | 112.19 B 92.12 | 120.98 ] 99.33 |

8 | 110.34 | 90.60 | 120.57 ! 99.00 |

4.5 Rendimiento del proceso de extraccién de pigmentos

En el Diagrama 4-1, se presenta un esquema en el que se describe todo el
proceso de extraccion del pigmento, a partir de 1000 g de cefalotorax de
camaron fresco, asi como el rendimiento entre cada una de las etapas. Este
diagrama se basa en los datos experimentales obtenidos, por lo que es
importante mencionar que la cantidad de harina desmineratizada es solo la que
se obtuvo en la malla No. 100, ya que en los resultados experimentales obtenidos
en este trabajo, se observé que para este tamaino de particula, como era
esperado, se obtuvo la mayor cantidad de pigmentos. 5i se realizara el supuesto
de que toda la harina obtenida fuera de malla No. 100 (que ocurre al llevar una

remolienda de las otras fracciones), se obtendrian 8.09 g de pigmento para la
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extraccion con la mezcla de disolventes y 7.65 g para la extraccion con aceite de

soya, por lo que el rendimiento aumentaria en un 63.64%.

I 1000g de cefalotérax de camarén I

Agua evaporada
Secado (21.6%)

784 g
l 216 g de cefalotorax de
camaron seco
Molienda (98.42%) Pérdidas en el molino
i 212 g de harina ‘l 18
Tamizado(35.84%) l———> Pérdidas en los tamices
76 g de harina 136 ¢

malta No.100

Desmineralizacion (30%) l-————o Minerales

54¢
22 g de harina
desmine-
ralizada malla
No.100

EDTA 0.5M

Extraccidon con Ez A: A (12.87%)

Extraccion con aceite de soya (12.18%)
v v
2.94 g de 2.78 g de
pigmento pigmento
Disolventes gastados Material quitinico
y material quitinico

Diagrama 4-1. Rendimiento de pigmento
a partir de 1000 g de camarén fresco

(En paréntesis se encuentra el porcentaje recuperado en cada etapa det
proceso con respecto a la cantidad inmediata anterior)




En el Diagrama 4-1, se puede apreciar que la mayor merma de materia se
presenta en el secado y que el rendimiento del pigmento obtenido a partir del
cefalotorax de camarodn fresco fue de 0.294%, mientras que partiendo de la
harina desmineralizada, el rendimiento fue de 12.87% empleando la extraccién
con la mezcla de disolventes éter de petréleo:acetona:agua (15:75:10). Para el
caso de la extraccion con aceite de soya el rendimiento fue de 0.278% a partir de
cefalotorax fresco y de 12.18% a partir de harina desmineralizada.

4.6 Estimacion preliminar de costos del proceso a nivel de laboratorio
(insumos, tiempo, gasto energético y equipo empleado)

A continuacion se presenta una relacién de los rendimientos, materiales,
reactivos y tiempo necesarios para la obtencion de los pigmentos carotenoides
para ambos métodos de extraccion. Es importante senalar, que en esta
estimacion de costos, Unicamente se tomoé en cuenta el gasto energético y el
gasto por reactivos utilizados, por lo que todavia faltaria considerar varios rubros

para obtener una evaluacion preeliminar en forma (Peters y Timmerhaus, 1991).

En la Tabla 4-9, se presentan el material, los reactivos, el equipo, el gasto
energético y el tiempo, requeridos en cada una de las etapas del proceso, con lo

cual se obtuvo el gasto energético total para ambas extracciones.
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Tabla 4-9. Insumos, tiempo y equipo empleado en
cada una de las etapas del proceso de extraccion

" Etapa del proceso | Material y Equipo | Gasto | Tiempo |
| reactivos ! I energético! (horas) |
" Recoleccibny | NA TNA T TTTTRA T 2 :
transporte de la i . i j I
_.muestra i R S DR
Lavado i Agua de la | NA i NA : 1 |
o Wave &
Secado | NA ! Cuartode ! 11,196.48 ' 24 |
o i _J__secado ;| ! I
Molienda I NA | Molino para I 1,880 | 1 i
| | cereales J J
Tamizado ! NA | Tamizador | 2,913 | 0.45
. i | __ eléctrico | i
EDTA -Parrilla de 230
Desmineralizacion agitacion
-Estufa para 3471.44 8
secado
-Eter de -Parrilla de 345 3
Extraccion con éter de petroleo agitacion
petréleo:acetona:agua -Acetona
-Agua -Rotavapor 400 1
-Naz504.anh
Extraccion con aceite Aceite de -Baino 862.5 0.45
de soya soya agitador
-Centrifuga | 2,845.5 0.45
Total extraccion mezcla de disolventes éter de | 20.43kW/h 45.45
petréleo:acetona:agua . _
Total extraccion con aceite desoya | 23.40kW/h/| 42.35 |

NA = No se aplicé ningin método de evaluacion o estimacién

En el gasto energético ya se tiene contemplado el tiempo de uso del equipo, que

es el que se indica en la Tabla 4-9 como tiempo (horas).
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4.7 Costo de los pigmentos extraidos

En las Tablas 4-10 y 11 se indican los costos de los insumos y del consumo
energético empleados para la obtencién de 100 g de pigmento, con precios
vigentes a la fecha de la realizacion del estudio (febrero, 2003). En la Tabla 4-
10, se aobserva que el éter de petréleo representd un rubro importante en cuanto
al costo, por lo que cabe sefalar que este disolvente, junto con la acetona,
deberian recuperarse mediante una destilacion, para reducir costos y evitar
problemas de contaminacion ambiental. Ademas, deberan evaluarse in vivo los

efectos de la presencia de residuos de estos disolventes en el pigmento.

Tabla 4-10. Costo estimado de 100 g pigmento
(extraccidon con éter de petréleo:acetona:agua)

insumo Cantidad Precio de Total
referencia ()

Cabeza de camarén , 33.99 kg | $0.00 ' $0.00 - |
EDTA | 2.89 kg l $196.00/ kg ' $566.83 ]
Eter de petréleog, l 33.11L | $155.25/L I $5606.07 ]
Acetona o) | 8.74 L | $83.75/L ] $731.97 |
Na;SO. , 3.88 kg | $46.00/ kg | $178.57 ,
Antioxidante | 0.016 L | $39.00/L l $62.91 J
Energia eléctrica l 20.43 kWh™' I $1.79/kwh’! | $36.61 I
Total | $7,182.97 l

{1) Precios en M.N. vigentes en el mercado al 15 de febrero del 2003
(2) Solventes recuperables
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Tabla 4-11. Costo estimado de 100g pigmento
(extraccién con aceite de soya)

Insumo "Cantidad | Precio de Total |

' referencia () ]

" cCabezade |  35.91 kg “Mr " so.00 7 s0.00 |
camarén | |

EDTA (3, J 3.05 kg ! $196.00/kg $598.98 |
Aceite de soya g, | 25.48 L ] $9.25/L | $235.70 |
Antioxidantea | 0.010L _J_ 53914 /L ] 541.63 |
Energia eléctrica ] 23.40 kWh'! l $1.79/kWh™! J $41.93 l
Total | $918.25 j

{1)Precios en M.N. vigentes en el mercado al 15 de febrero del 2003

El costo de 100 g de pigmento obtenido mediante el método de extraccion con la
mezcla de disolventes éter de petréoleo:acetonazagua, seria de $7,182.97
($71.82/g pigmento), lo que pareceria ser un costo muy elevado, pero que si se
compara con el precio de la astaxantina comercial marca Sigma-Aldrich (51,973
por gramo de pigmento), es un costo mucho menor; sin embargo, es importante
mencionar que para estos costos no se tomaron en cuenta horas-hombre, costos
de materiales y equipos, gastos administrativos, etc., solamente, se consideraron
los costos de los reactivos y el gasto energético. Para el caso de la extraccion
empleando aceite de soya, el costo del pigmento fue de $9.18 por gramo de
pigmento, casi diez veces menor que el obtenido por medio de disolventes, con

la ventaja de tener un disolvente inocuo para seres vivos.
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4.8 Principales diferencias entre los métodos empleados

Las diferencias basicas entre los dos métodos estudiados fueron las siguientes:
= Los tiempos empleados en la extracciéon de pigmentos fueron notoriamente
diferentes. Se requiere un proceso mas largo y, por ende, mas costoso si se

utiliza la extraccion con éter de petrdleo:acetona:zagua.

s La cantidad de reactivos utilizados fue mayor para la extraccion con la
mezcla de disolventes, lo que implica, como en el caso anterior, un proceso

mas costoso.

= En cuanto a la estabilidad, los carotenoides aislados en la extraccion con la
mezcla de disolventes, requieren forzosamente de la adicién de antioxidantes
para mantenerlos estables durante un periodo de ocho semanas. En cambio, en
la extraccion con aceite de soya, el antioxidante fue necesario, mas no
fundamental y tal vez podria utilizarse una menor concentracion de
antioxidante, pues como se observé en los resultados, gracias a las propiedades

del aceite y del antioxidante, el pigmento se conservo estable.

= En el método que emplea la mezcla de disolventes, se presenta el riesgo de
que el pigmento quede con pequeiias trazas de éstos, ademas del manejo de

solventes inflamables y explosivos.
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s En el método de extraccion con aceite de soya, el pigmento podria emplearse
directamente en la formulacion de dietas para especies acuicolas. Con el otro
método se requiere, ademas de una purificacion por la posible presencia de

trazas de disolvente, resuspenderlo para formulaciones especificas.

4.9 Seleccion del método optimo para la extraccién de pigmentos

carotenoides

Para poder definir cual de los dos métodos es el mas conveniente desde el punto
de vista econdmico y de calidad, debe hacerse un analisis de las ventajas y las
desventajas de cada uno de ellos. Por consiguiente a continuacidon se muestran

los aspectos que se deben considerar.

4.9.1 Calidad del producto obtenido

a)Estabilidad

La diferencia basica entre los dos métodos de extraccién es el tipo de producto
que se obtiene. En el caso del método con aceite de soya, el pigmento ya no se
separa del aceite, el cual le da estabilidad al pigmento, por la presencia de
antioxidantes naturales como los tocoferoles y, si ademas se le adiciona el
etoxiquin, la estabilidad aumenta en gran medida. En cambio, en la extraccion
con disolventes, no se cuenta con la presencia de antioxidantes naturales, por lo
que en este caso e€s necesaria la adicion de un antioxidante, a pesar de que el

producto se encuentre almacenado al abrigo de la luz y a una temperatura de

4°C.
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b)Calidad nutrimental

Otro aspecto que se considera dentro de la calidad, es el valor nutrimental que
aporta el producto. En ambos casos se logré la extraccion del pigmento, que al
ser del grupo de los carotenoides, es precursor de la vitamina A, la cual es
esencial para el buen funcionamiento del organismo. Adicionalmente, en el
método de extraccidén con aceite de soya, el aceite contiene los principales

acidos grasos esenciales como lo son el linoleico y el linolénico (Bailey, 1979).

c)inocuidad de los pigmentos extraidos

Las astaxantinas son pigmentos que son aceptados como aditivos no tdxicos, que
se pueden emplear tanto en alimentacion animal como en la humana. Sin
embargo, se debe considerar el método que se utilizd, para asi garantizar la
inocuidad del producto. En el proceso por extraccion con la mezcla de
disolventes, se elimina la acetona y se evapora el éter de petrdleo; sin embargo,

existe la posibilidad de que queden trazas del o de los disolventes, los cuales son

téxicos.

4.9.2 Rendimiento del producto obtenido

En el método de extraccion con aceite de soya, la mayor cantidad de pigmentos
que se obtiene es de 121.79 ug pigmentos/g harina, que estd por arriba de la
cantidad de pigmentos extraidos por otros autores, como Cafipa (1994), el cual
obtuvo 20.57 pg pigmentos/g harina empleando una mezcla de disolventes, al
igual que Ramirez (2003), que obtuvo cerca de 100 pg pigmentos por g harina

empleando una enzima quitinolitica que, aunque es un valor cercano al obtenido
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en esta investigacion implica un aumento en los costos por el proceso enzimatico

involucrado.

4.9.3 Impacto ambiental de los procesos desarrollados

Por otra parte, si el objetivo de la utilizacién de los desechos de la industria
camaronicola es evitar el dafo al ambiente, la seleccion del proceso que permita
aprovechar dichos residuos, debe utilizar un método que no genere residuos
téxicos o dificiles de tratar. En uno de los métodos, la desventaja es que se
utilizan disolventes quimicos que generan dafos al ambiente durante su
evaporacion y estos son muy volatiles, lo que puede causar explosiones o
incendios. Para su recuperacion y reutilizacion se requieren cantidades
importantes de energia y el equipo apropiado. En ambos casos se obtiene harina
despigmentada, ta cual puede aprovecharse para la obtencion de quitina y su
derivado desacetilado, la quitosana. Naturalmente, debe considerarse para el
proceso posterior de obtencion de quitina, la problematica asociada a tener
cualquiera de los dos residuos de disolventes, aceite o disolventes quimicos.

Actualmente, se estan estudiando estas opciones (Flores, 2003).
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5. CONCLUSIONES
Las conclusiones derivadas de este trabajo son las siguientes:
aLa reduccién del tamaino de particula y la desmineralizacién de la harina, son
factores que benefician e incrementan la extraccién de pigmentos

carotenoides independientemente del método de extraccion empleado.

m El método de extraccidn con la mezcla de disolventes éter de
petroleo:acetona:agua (15:75:10), en una relaciéon masa:volumen de 1:10,
durante 3 horas, a temperatura ambiente, agitacion constante y al resguardo
de la luz para las tres granulometrias (mallas 60, 80 y 100), dio la mayor
cantidad de pigmentos (128.71 pg de pigmentos/g harina desmineralizada y

76.53 pg de pigmentos/g harina sin desmineralizar con la malla No. 100).

® El mejor método para la extracciéon de pigmentos, fue el método de
extraccion empleando aceite de soya, que se usé con una relacion masa:
volumen 1:10, ya que se obtuvo casi la misma cantidad de pigmentos que
empleando la mezcla de disolventes (121.79 pg de pigmentos/g bharina
desmineralizada malla No.100); pero ademas de requerir un menor tiempo y un
menor costo, los pigmentos presentaron una estabilidad mayor, un posible
mayor valor nutrimental potencial, con la ventaja de que pueden emplearse

directamente en la formulacion de dietas para especies acuicolas (Luna, 2003).
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Por medio de cromatografia en capa fina (TLC), espectroscopia UV-Vis e IR se
logré evaluar la presencia de la astaxantina en el pigmento obtenido con la

mezcla de disolventes.

El empleo del Etoxiquin®, en una concentracién de 500 ppm, retardd la
oxidacion de pigmentos en un lapso de ocho semanas, en hasta un 99.0% para
el caso de la extraccidn con aceite de soya y en un 84.16% para la extraccion
con la mezcla de disolventes, por lo que es recomendable el empleo de este

antioxidante, una vez probada su inocuidad con seres vivos.

La estabilizacion de los pigmentos en la extraccion con aceite de soya, fue
mucho mayor que en la extraccién con la mezcla de disolventes organicos,
debido a que el aceite de soya contiene también antioxidantes naturales, los

cuales presentan un efecto sinergista con el Etoxiquin .

El rendimiento del pigmento a partir de harina desmineralizada empleando la
malla No. 100 fue de 12.87% para la extraccion con la mezcla de disolventes y
de 12.18% para la extraccién con el aceite de soya; es decir, que a partir de

100 g de harina desmineralizada se obtuvieron 12.87 g de pigmento en la

‘extraccion con la mezcla de disolventes y 12.18 g de pigmentos en la

extraccion con el aceite de soya.
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= El costo de los pigmentos obtenidos, para el caso de la extraccion con la
mezcla de disolventes y para el aceite de soya, fue de $71.83 y $9.18 por
gramo de pigmento, respectivamente, los cuales se encuentran muy por de
bajo del costo del pigmento comercial (51,973 por gramo de pigmento), por lo

que se considera un proceso factible para la obtencion de astaxantina.

El cefalotérax de camarédn es un subproducto que puede y debe ser aprovechado.
Se cuenta con las ventajas de que proviene de un recurso renovable, es una
materia prima que no tiene ningun costo, ya que es considerada como un
desperdicio y, ademas, posee un potencial industrial muy grande especialmente
como fuente de pigmentos, quitina, quitosana y proteinas. A esto, debe
agregarse que se evitaria el problema de estos residuos contaminantes, tanto en

altamar como en tierra.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer la separacién del pigmento en el aceite, para asi poder
analizar e identificar los componentes presentes y las proporciones en las que

éstos se encuentran.

Se sugiere hacer un analisis de costos mas detaltado, en el cual se involucren
aspectos como mano de obra y gastos administrativos, para asi poder hacer

una mejor comparacion, en cuanto costos, con el producto comercial.

Adicionalmente, se recomienda hacer un estudio in vivo con dietas en
especies acuicolas para probar la asimilacion de este pigmento y comprobar de
esta forma la efectividad del pigmento en relacion a la coloracion impartida en

los tejidos.
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ANEXO 1

FOTOGRAF{AS DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL

Fig.1 Obtencién del cefalotérax Fig.2 Lavado del cefalotérax
de camaron 3

Fig.3 Cabezas de camarén
escurriéndose

Fig.5 Extraccién con la mezcla
de disolventes Fig.6 Filtracién
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Fig.7 Separacién de fases
Pigmentos en la fase etérea)

Fig.9 Pigmentos extraidos
con la mezcla de disolventes

2

Fig.11 Después de la
centrifugacion en aceite

Fig. 8 Evaporacion del éter
de petréleo

Fig.10 Extraccion con
aceite de soya
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ANEXO 2
METODOS ESTABLECIDOS PARA REALIZAR EL ANALISIS PROXIMAL (AOAC, 1990)

a) Determinacion de humedad

Método de secado en la estufa

Es un método basado en la eliminacion del agua del alimento y su medida por la
pérdida de peso o la cantidad de agua separada.

Es aplicable a todos los productos alimenticios excepto los que puedan contener

volatiles o los que son susceptibles a la descomposicion a 100°C.

Procedimiento

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

(A-B) x 100

% de humedad = ™

donde:

A
B
m

Peso del pesafiltro + muestra humeda
Peso del pesafiltro + muestra seca
Peso de la muestra en gramos




b) Determinacion 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 h. En la
mufla a 600°C, calcinar la muestra, primero con un mechero en la campana hasta
que no se desprendan humos y después meter a la mufla 2 h cuidando de que ta
temperatura no sobrepase los 550°C. Repetir la operacion anterior si es
necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o ligeramente grises,
homogéneas. Enfriar en desecador y pesar. Calcular el porcentaje de cenizas.

(A-B) x 100

% de cenizas = —

donde:

A = Peso de la capsula + cenizas

B = Peso de la capsula vacia

m = Peso de la muestra en gramos

c ) Determinaciéon de fibra cruda

La fibra cruda es la fraccion organica de la muestra que resiste un tratamiento
alternado de acido sulfurico y sosa hirvientes al 1.25%. El compuesto mas
abundante de este residuo es la celulosa y en menores cantidades hemicelulosas,

tigninas y pentosanas.

Procedimiento
Pesar 2 gramos de muestra desengrasada y seca (se utiliza la muestra que quedé
en el cartucho de la determinacion de grasa cruda). Colocar la muestra en el

vaso digestor, anadir 1 g de asbesto preparado, 200 mL de soluciéon de H;SO, al
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1.25% (0.255 N) hirviente y antiespumante. Calentar de inmediato (debe
empezar a hervir antes de 1 minuto), llevar a reflujo durante 30 minutos,
rotando el vaso de vez en cuando para incorporar las particulas que se pegan en
la pared del vaso. Filtrar a través de papel seda especial, usando vacio, lavar con
cuatro porciones de 50 mL de agua de la llave caliente hasta que no se dé
reaccién acida con rojo de metilo. El residuo que queda en el filtro se pasa por
medio de una espatula al vaso digestor, ya limpio, y se repite la operacion con
200 mL de NaOH al 1.25% (0.313 N) hirviente. Después de realizar el reflujo
durante 30 minutos, se filtra sobre el mismo papel seda, se lava con 25 mL de
H2S04 al 1.25% y con tres porciones de 25mL de agua de la llave caliente vy,
finalmente, con 25 mlL 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 600°C. El
crisol gooch con el residuo se lleva a la estufa a 130°C, se deja enfriar y se pesa.
Llevar a la mufla y calcinar a 600°C durante 30 min, enfriar y pesar.

El calculo para conocer e! porcentaje de fibra cruda se realiza aplicando la

siguiente ecuacion:

-B) x 10
% de fibra cruda= -—(—A—E):.,—O

donde:

Peso del gooch después de 2 h a 130°C
Peso del gooch después de calcinar 30 min a 600°C
P

A
B
m eso de la muestra en gramos
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d) Determinacion de proteina

Método de Macro-Kjeldahl

Es un método cuantitativo que determina la cantidad de nitrogeno total. Se

divide principalmente en tres etapas : 1) Digestion, 2) Destilacion y 3) Titulacion.

Procedimiento

Se pesan de 0.5 a 1 g de muestra en un papel delgado, con todo y papel se
introduce en un matraz Kjeldaht de 800 mtL, se agrega 0.3 g de sulfato de cobre
pentahidratado, 5 g de sutfato de potasio o sulfato de sodio, 15 mL de acido
sulfurico concentrado y un pedazo de plato poroso © perlas de vidrio. El matraz
es colocado en el digestor del equipo Kjeldahl y se calienta hasta la destruccion
total de la materia organica, es decir, hasta que el liquido quede transparente,
con una coloracidén azul-verdosa. La muestra se deja enfriar hasta temperatura
ambiente, y se diluye con 350 mL de agua destilada fria, por Gitimo se enfria
sobre hielo.

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se adicionan 50 mL de HCL 0.1N y unas gotas
del indicador de rojo de metilo o bien 50 mL de acido bdrico al 4% (40 g de acido
bérico, 35 mL de fenolftaleina al 0.1%, 10 mL de mezcla de verde de
bromocresol 0.33% y rojo de metilo 0.66 % aforar a 1 L). EL matraz es colocado en
el aparato de destilacion asegurandose de introducir la alargadera hasta el fondo
de la solucién.

Se anade lentamente y resbalando por la pared del matraz Kjeldahl 40 mL de una
solucion concentrada de hidréxido de sodio (1:1), que también ha sido enfriada

sobre hielo y se adiciona polvo de zinc. Se conecta inmediatamente el matraz en
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La trampa Kjeldahl y agita hasta mezclar las dos capas. Destilar
aproximadamente hasta un volumen de 150 mL, retirando posteriormente el
matraz Erlenmeyer, lavando ta alargadera con especial cuidado de recoger sobre
el destilado las aguas de lavado. Se titula el exceso de acido, en el caso de
recibir el destilado en HCl, con una disoluciéon de NaOH 0.1 N y en el caso de
recibir con acido bérico , se emplea una soluciéon de HCL 0.1 N.

Efectuar una prueba en blanco empleando la misma cantidad de papel y el % de

proteina es calculado empleando la ecuacién siguiente:

(Vb-Vm) xmeqx Nx 100 x F
m

% de proteina cruda=

donde:

Vb= Volumen gastado en el blanco
Vm= Volumen gastado en la muestra
meq= miliequivalentes de nitrégeno (PM/1000 = 0.014)
= Normalidad dela solucidon de NaOH (exactamente valorada)
= gramos de muestra
= factor de conversion (5.4)

e) Determinacién de grasa cruda o extracto etéreo

Método de Goldfisch

La grasa se extrae con éter de petréleo a partir del residuo desecado. El
disolvente se elimina por evaporacion y se pesa el residuo de grasa.
Procedimiento

Poner un vaso para Goldfisch a la estufa a 100°C hasta peso constante

(aproximadamente 2 horas). Pesar de 4 a 5 gramos de muestra sobre un papel,
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enrollarlo y colocarlo en un cartucho de celulosa, tapar con un algodon.
Posteriormente se coloca el cartucho en un sostén o recipiente con el fondo
perforado y se coloca en el equipo. Se adicionan en el vaso para Goldfisch 40 mL
de éter de petroleo y se colocan en el equipo mediante un anillo metalico con
empaque. Posteriormente se sube la parrilla girando hacia un lado y
posteriormente hacia el otro. Calentar hasta la extraccion completa de la grasa.

Para verificar que se ha extraido toda la grasa, dejar caer una gota de la
descarga sobre papet filtro, teniendo en cuenta que al evaporarse el éter no
debe haber residuo de grasa. Al finalizar la extraccidon, cambiar el sostén del
cartucho por un recipiente sin perforacion y calentar de nuevo para recuperar el
éter del vaso. Quitar el vaso del equipo y secar el extracto a 100°C por 30 min,

enfriar y pesar. Calcular el porcentaje de grasa.

(A-B) x 100

% de grasa = .

donde:

A = Peso del vaso con grasa
B = Peso del vaso vacio
m = Peso de la muestra en gramos
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