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GLOSARIO

Calmagita
La calmagita es estable en disolucidén acuosa, es un acido triprético, Hsln, y el
grupo sulfénico esta altamente disociado en disolucion acuosa; los colores son
para H,In™ rojo, HIn* azul e In* anaranjado-rojizo.
Tomado de las redes internacionales (p. 165):
http://www.unac.edu.pe/documentos/organizacion/vri/cdcitra/Informes_Finales_|
nvestigacion/Julio_2011/IF_BARRETO_PIO_FIARN/CAP.%20IX.PDF

Valoracién

complejométrica

con EDTA

Complejo Metal-EDTA

El 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA o AEDT), tiene cuatro grupos carboxilo
y dos grupos amino que pueden actuar como donantes de pares de electrones o
bases de Lewis. La capacidad del EDTA, para potencialmente donar hasta sus
seis pares de electrones libres a los cationes metalicos, para la formacion de
enlaces covalentes coordinados hace del EDTA un ligando hexadentado. Sin
embargo, en la practica el EDTA esta, por lo general, sélo parcialmente ionizado
y, por lo tanto, forma menos de seis enlaces covalentes coordinados con los
cationes metalicos.

El EDTA dibasico de sodio se utiliza comunmente para estandarizar las
soluciones acuosas de cationes metalicos de transicion. El EDTA dibasico de
sodio (a veces escrito como NayH,Y) solo forma cuatro enlaces covalentes
coordinados con los cationes metalicos a valores de pH < 12. En este rango de
pH, los grupos amino permanecen protonados y por lo tanto no pueden donar
electrones para la formacion de enlaces covalentes coordinados. Debe tenerse
en cuenta que la forma abreviada Nay<HsY puede utilizarse para representar
una especie de EDTA, donde x designa el nimero de protones acidos unidos a
la molécula de EDTA. ElI EDTA forma un complejo octaédrico con la mayoria de
los cationes metdlicos divalentes, M,., en solucién acuosa. La principal razén de
que el EDTA se utilice tan ampliamente en la estandarizaciéon de soluciones de



http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Metal-EDTA.png

cationes metalicos es que la constante de formacion de la mayoria de los
complejos cation metalico-EDTA es muy alta, lo que significa que el equilibrio de
la reaccion:

M?" + H,Y — MH,Y + 2H"
se encuentra muy desplazado hacia la derecha. Llevar a cabo la reaccién en una
solucion amortiguadora basica elimina los H*, conforme se van formando, lo que
también favorece la formacion del producto de reaccion cation metalico-EDTA.
Para la mayoria de los propésitos se puede tener en cuenta que, la formacion
del complejo cation metalico-EDTA es completa, y es por esto por lo que el
EDTA se utiliza en las valoraciones / estandarizaciones de este tipo. Para llevar
a cabo las valoraciones de cationes metalicos utilizando EDTA, casi siempre es
necesario utilizar un indicador complejométrico para determinar cuando se ha
alcanzado el punto final. Los indicadores mas comunes son colorantes organicos
como el Negro sulfénico, Negro eriocomo T, Rojo eriocromo B o murexida. Estos
colorantes se unen a los cationes metdlicos en solucion para formar complejos
coloreados. Sin embargo, como el EDTA se une a los cationes metalicos mucho
mas fuertemente que al colorante utilizado como indicador, el EDTA se desplaza
el colorante de los cationes metalicos de la solucién analito. Un cambio de color
en la solucidon que esta siendo valorada indica que todo el colorante ha sido
desplazado de los cationes metalicos en solucién, y que se ha alcanzado el
punto final. De esta forma, el indicador libre (mas que el complejo metalico) sirve
como indicador de punto final.
Tomado de las redes internacionales: http://es.wikipedia.org/wiki/
Valoraci%C3%B3n_Complexom%C3%A9trica

Murexida
La murexida o purpurato de amonio es un indicador para valorar metales.
Tomado de las redes internacionales :
http://www.merckmillipore.com.mx/chemicals/murexida/MDA CHEM-
106161/spanish/p 0u2b.s1LthYAAAEWLOEfVhTI

Cavitacion Formacién de burbujas de vapor o de gas en el seno de un liquido, causada por

las variaciones que éste experimenta en su presion.
Tomado de las redes internacionales:
http://lema.rae.es/drae/?val=cavitaci%C3%B3n

Xi
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RESUMEN

La captura de crustaceos en México ha aumentado a través de los afos debido a la
demanda nacional e internacional cada vez mayor de la pulpa de estos productos.
Desafortunadamente, los subproductos que genera esta industria no son utilizados y se
eliminan al ambiente produciendo una fuente de contaminacién. Este es el caso de la jaiba
(Callinectes sapidus) en la cual el porcentaje de desechos oscila entre el 86-90%. Estos
desechos son ricos en productos de valor agregado como lo son las proteinas, la quitina y los
pigmentos. En particular, estos ultimos son de un gran interés debido a la tendencia mundial
en el uso de pigmentos naturales. Por ello, existen gran cantidad de estudios conducentes a
la extraccidn de pigmentos carotenoides a partir de desechos de crustaceos. En la presente
investigacion se emplearon los residuos de jaiba para extraer pigmentos carotenoides
(astaxantinas), utilizando tecnologias amigables con el ambiente. Dada la escasa informacion
sobre las condiciones adecuadas de desmineralizacion asi como los efectos que este
proceso tiene sobre los residuos de jaiba, se realizé la evaluacion bromatologica de las
harinas resultantes de dos tratamientos desmineralizantes (desmineralizacion con EDTA o
con acido acético) y se les comparé con unas harinas “enteras” (sin tratamiento
desmineralizante). Debido a que el empleo de desechos de jaiba para obtener pigmentos
carotenoides no ha sido estudiado ampliamente como es el caso de los del camardn, otro
crustaceo, se evaluaron tres métodos de extraccion: agitacion a temperatura ambiente
durante 24 horas, calentamiento a 80°C/15 minutos y sonicacion a 20kHz/6 minutos,
empleando aceite de soya como disolvente. Adicionalmente, se estudiaron también dos
relaciones de harina:aceite las cuales fueron 1:10 y 1:100. Entre los resultados obtenidos, se
puede mencionar que la mejor desmineralizacion de las harinas de jaiba se obtuvo al
emplearse una solucion de EDTA dibasico de sodio en una concentracion 1M, obteniéndose
harinas con solamente un 1.4% de cenizas. Por otra parte, al desmineralizar utilizando acido
aceético al 8% (V/V) solamente fue posible obtener harinas con un 36.7% de cenizas. Al
realizar los analisis de varianza (ANDEVA) de una via (a=0.05), se encontré la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en el contenido de grasa, proteinas, fibra y
cenizas. Esto se debio al pH alcalino de la solucion de EDTA dibasico, lo que ocasiond la
pérdida de estos componentes. Lo anterior se comprobd mediante las pruebas de rangos
multiples (a=0.05), donde se encontr6 que los contenidos de grasa y de proteinas fueron
estadisticamente iguales para las harinas enteras y las harinas desmineralizadas con acido
acético. Respecto del contenido inorganico (minerales) los valores del ANDEVA
correspondientes indicaron la existencia de una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) en el contenido de todos los minerales analizados (calcio, cloruros, hierro y fésforo).
Finalmente, la cantidad mas alta de pigmentos carotenoides (astaxantinas) extraidos en el
extracto oleoso, fue de 6.89ug/mL o, medido en masa, de 184ug/g a partir de las harinas
enteras mediante un calentamiento a 80°C. Este contenido maximo de pigmentos
carotenoides fue superior a lo reportado en otras investigaciones de la literatura. El analisis
multivariable, que se realizd para evaluar las diversas condiciones de extraccion, indicé la
presencia de diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) para los factores: tipo de
harina y la relacion harina:aceite y no asi para el factor tipo de extraccion; sin embargo, para
la triple interaccion entre el tipo de harina, la relacion harina:aceite y el tipo de extraccion si
hubo una diferencia significativa.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Justificacion

La explotacién de los productos marinos constituye uno de los rubros econémicos de mayor
importancia para los paises que, gracias a su situacion geografica, tiene costas en dos
océanos como es el caso de México. Por ello, el aprovechamiento de las especies marinas,

sobre todo de los crustaceos es de gran relevancia (Cabello et al., 2005).

Sin embargo, el proceso de captura e industrializacién de alimentos de origen marino deja
residuos o subproductos al ambiente que no son aprovechados en su totalidad. Entre estos
casos estan los crustaceos, como el camaroén (Litopenaeus spp.) o el cangrejo azul o jaiba
(Callinectes sapidus). En el caso de la jaiba solamente se aprovecha entre un 10-20%,
dejando sin uso aproximadamente el 80% de la masa corporal que constituyen el caparazén,
las patas y el abdomen, los cuales pueden tener un valor agregado. Estos desechos son
ricos en quitina, carbonato de calcio y pigmentos carotenoides siendo estos ultimos el objeto

de estudio de la presente investigacion (Flores, 2008; Zakaria et al., 1998).

Las astaxantinas son algunos de los pigmentos carotenoides presentes en mayor proporciéon
en los crustaceos (Félix-Valenzuela, 2001; Higuera-Ciapara et al., 2006). El mercado mundial
para este pigmento se estima entre 150-200 millones de dolares anuales (Higuera-Ciapara et
al., 2006). Sin embargo, la creciente demanda de alimentos naturales y el alto costo y dafios
potenciales a la salud de los pigmentos sintéticos ha estimulado la busqueda de las fuentes

naturales de estos pigmentos.

En México, la captura de jaiba se encuentra en el décimo lugar de participacién de la
produccion pesquera, siendo de 23,668 toneladas anuales (CONAPESCA, 2011). El
caparazén de jaiba es utilizado parcialmene como alimento balanceado para ganado de

engorda; sin embargo, gran parte es desechado en las zonas cercanas a las plantas
2



procesadoras o directamente al mar. Segun Krantz (1983), muchos de los desechos flotan en
el agua de rios o lagunas causando contaminacion no solamente superficial, sino también
generando una alta demanda de oxigeno en el agua eliminando una parte de la flora y la

fauna o biota acuaticas que dependen del oxigeno disuelto para sobrevivir.

La forma en que algunos autores han obtenido los pigmentos encontrados en crustaceos ha
sido por metodos quimicos mediante la extraccion usando disolventes organicos (Gilchrist y
Lee, 1972; Jiménez, 2003; Shahidi y Synowiecki, 1991); métodos enzimaticos (Armenta et
al., 2002; Duarte-de-Holanda y Netto, 2006; Gildberg y Stenberg , 2001; Ramirez, 2003);
métodos de extraccidn con aceites vegetales y/o animales, como los de soya o girasol o
pescado (Chen y Meyers, 1982; Luna, 2003, Torres-Aguirre, 2007) y empleando CO,
supercritico (Félix-Valenzuela et al., 2001; Gouveina et al, 2007). A ultimas fechas, la técnica
que esta siendo cada vez mas utilizada para la extraccion de pigmentos naturales es la
extraccién asistida por ultrasonido (EAU), la cual es un método eficiente aunque debe
seguirse investigando ya que se generan subproductos de degradacién al aplicar ultrasonido

a las astaxantinas (Zhao et al., 2006).

Es por ello que en la presente investigacion se plantea la extraccibn de pigmentos
carotenoides (astaxantina) a partir de desechos de caparazones y tenazas de jaiba
empleando aceites comestibles para su extraccion. La finalidad es aprovechar estos residuos
generando un producto de alto valor agregado para la industria alimentaria empleando

tecnologias amigables con el ambiente.

1.2. Objetivos

Objetivo general
Obtener pigmentos carotenoides (astaxantinas) a partir de residuos de jaiba empleando una
extraccion solido-liquido con aceite de soya como disolvente.



Objetivos particulares

e Conocer las mejores condiciones de desmineralizacion empleando EDTA o acido
acético para conocer si este proceso ayuda a mejorar la extraccion de los pigmentos
carotenoides

e Determinar la eficiencia de extraccion de los pigmentos carotenoides empleando como
disolvente aceite de soya

e Evaluar el mejor método de extraccion mecanica y/o sénica de los pigmentos
carotenoides

e Evaluar los cambios en la composicion bromatologica de las harinas debidos a los

diferentes tratamientos desmineralizantes

1.3. Hipétesis

Por medio de la extraccion mecanica y/o sénica empleando aceites vegetales comestibles
sera posible la obtencion de pigmentos carotenoides (astaxantinas) de los residuos de jaiba

(Callinectes sapidus).

1.4. Alcances

Se estudiara solamente la eficiencia de los diversos métodos de extraccion propuestos en la
metodologia. Durante las extracciones se fij6 un tiempo de proceso de acuerdo con lo
recomendado por la literatura pero no se estudiaron las condiciones optimas para cada tipo

de extraccion. Toda la fase experimental es a escala de laboratorio.



CAPITULO 2. FUNDAMENTOS

2.1. Cangrejo azul o jaiba (Callinectes sapidus)

2.1.1. Caracteristicas del cangrejo azul o jaiba (Callinectes sapidus)

El cangrejo azul o jaiba (Callinectes sapidus) es un crustaceo perteneciente al orden de los
decapodos, familia que incluye a las langostas, a los langostinos y a los camarones. Tal

como se aprecia en la Figura 1 pertenece al Phylum Artropoda (Meglitsch, 1985)

Decapodos

Izopodos
Merostomatacea Anfipodos
Trilobitacea

Crustacea

Inzectos
/ Pentatomidos

\\\ MMvriapodos

Phylum Artropoda

Figura 1. Filogenia de los decapodos (Meglitsch, 1985)

En la Figura 2 se aprecia la distribucion de este crustaceo, el cual se encuentra ampliamente
distribuido a lo largo de la costa del océano Atlantico, desde Cabo Cod en Massachussetts,
EEUU, hasta la bahia del rio de la Plata en Argentina (FAO, 2013).

La importancia de este crustaceo recae en el comercio de su pulpa, la cual es altamente

valorada en mercados como el estadounidense y el japonés (Millikan y Williams, 1984).



Figura 2. Distribucion mundial de Callinectes sapidus (FAO, 2013)

El cuerpo suave de la jaiba esta completamente encerrado en una concha dura llamada
cefalotérax, por encontrarse la cabeza y los segmentos toracicos fusionados. Aunque
aparentemente todo es de una sola pieza, el cuerpo de la jaiba esta formado por varios
segmentos unidos. La jaiba macho o “jaibéon” presenta diferencias anatomicas significativas
con respecto de la hembra. El macho tiene abdomen en forma de T, el cual mantiene
apretado el cuerpo hasta su madurez. Las hembras inmaduras tienen un abdomen en forma
de triangulo sellado y conforme madura la hembra, su abdomen se vuelve redondo y puede
ser facilmente separado del cuerpo. Otra caracteristica distintiva de los machos es que
generalmente poseen tenazas y piernas brillantes en varias tonalidades azules, mientas que
las hembras tienen tenazas de color naranja o color marron. Lo anteriormente descritos

puede apreciarse en la Figura 3.

Dentro del cuerpo por la parte central, se encuentran los érganos internos, los cuales a su
vez se encuentran recubiertos y protegidos por una parte muscular que constituye la parte
comestible de este animal. Las jaibas tienen 5 pares de patas (de ahi que pertenezcan a los
decapodos), que le ayudan a desplazarse. El primer par, lleva unas fuertes tenazas, usadas

para conseguir comida y como arma de defensa. Después se encuentran las llamadas



quelidpodos; los tres pares siguientes son utilizados para caminar y el ultimo par, tienen
forma de pala y son utilizados para nadar, en las Figuras 4a y 4b se pueden apreciar la vista

dorsal y la ventral de una jaiba (Raz-Guzman et al., 1992).

Figura 3. Diferenciacion sexual de la jaiba (Velazquez y Ramirez, 2008)

Figura 4b. Vista ventral de una jaiba (Raz-Guzman et al., 1992)

Las jaibas macho llegan a medir en promedio 203.2mm, mientras que las hembras alcanzan

solamente 177.8mm. Las jaibas hembras producen hasta dos millones de huevos, pero



solamente cerca de un milldon sobrevive. Aparecen de abril a agosto o septiembre (De-Dios,
2002).

2.1.2 Composicién quimica de la jaiba

La composicion quimica de la parte comestible de la jaiba se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la parte comestible del cangrejo azul o jaiba (Kirk et al., 2009)

Componente | g por 100g de parte comestible
Agua 79
Proteina 18
Grasa 1
Carbohidratos 2

Otwell y Koburger (1985) reportan el contenido de proteina, humedad, grasa y ceniza para

las jaibas enteras. Esta composicion se aprecia en la Tabla 2.

Tabla 2. Analisis aproximado o bromatolégico de jaibas enteras (Otwell y Koburger, 1985)

Componente | Porcentaje en base humeda
Humedad 84.68"%
Proteina 10.917%%
Grasa 14007
Ceniza 2.84°7
Carbohidratos 0.60°""

Por su parte los desechos de jaiba (caparazén y tenazas), objetos de la presente
investigacion tienen la composicion aproximada o bromatolégica que se aprecia en la Tabla
3.

La pigmentacién in vivo de Callinectes sapidus es debida a un grupo de proteinas unidas a
grupos carotenoides las cuales se denominan carotenoproteinas, siendo la principal de ellas

la crustacianina, la cual es un complejo heteroproteico formado por 3 fracciones proteicas (a-



crustacianina, B-crustacianina y una fraccion variable entre ellas) y un grupo prostético, que

en este caso es una astaxantina.

Tabla 3. Composicion aproximada o bromatolégica de los desechos de jaiba en % m/m (Morillo
et al. ,2006)
Variable Abdomen | Caparazén | Tenaza

Proteina, nitrégeno | 4176 | 27.37*%% | 2257*%%

Grasa 464%%% | 618%%% | 0.04 7%
Ceniza 2927 | 37.18*'% | 53557
Humedad 546 %% | 573*%% | 527%0%

2.2. Panorama de la producciéon mundial y nacional de Callinectes sapidus

Segun la FAO en el afo 2011 (FAO, 2013), a nivel mundial fueron capturadas 110,502
toneladas de jaiba. En la Figura 5, se aprecia el crecimiento de la captura de este crustaceo
y, segun la FAO (2013), el principal pais productor es Estados Unidos con una produccion de
60,329 toneladas.

Figura 5. Produccion mundial anual de Callinectes sapidus (FAO, 2013)

Por su parte en México, segun datos de la CONAPESCA, en el 2012 fueron capturadas
23,668 toneladas anuales de este crustaceo, lo cual le da el noveno lugar en las principales
especies pesqueras capturadas en México (Figura 6), siendo la tasa media de crecimiento

anual en los ultimos 10 afos de 2.42%, tal y como se aprecia en la Figura 7, donde se
9



muestra la serie histérica de la produccion por captura de este crustaceo en la ultima década.
Por otra parte su valor en pesos fue de $238,252,000 (CONAPESCA, 2012).

Figura 6. Principales especies pesqueras de México (CONAPESCA, 2012)

Figura 7. Serie histérica de la produccién nacional de jaiba (2002-2012) (CONAPESCA, 2012)

De acuerdo con los datos de CONAPESCA en el 2012 las principales entidades productoras
fueron: Sinaloa, Sonora, Veracruz y Tamaulipas, con un 30.14, 20.10, 17.33 y 16.90% de la

produccion respectivamente.

En el afo 2011 se exportaron 3,816 toneladas de jaiba con un valor de 34,389,000 ddlares,
siendo los principales paises de exportacion Estados Unidos y Japdén, en donde es muy

apreciada la pulpa de este animal (CONAPESCA, 2011). La pulpa representa solamente el
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14% de la masa viva de la jaiba. En promedio, cada animal contiene 57g de carne, siendo
una excelente fuente de proteina, vitaminas y minerales como el fosforo, zinc, cobre, calcio y

el hierro (Gates y Parker, 1992).

2.3. Procesamiento y subproductos de la jaiba y su utilizacién
Como ya se ha mencionado, del 86-90% de la masa del cangrejo azul no es utilizada, ya que
la parte comestible, es decir la pulpa solamente representa el 14%. En la Figura 8 se aprecia

el diagrama de flujo para la obtencion de carne de jaiba (Callinectes sapidus).

Recepcidén

v

Pesaje

v
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v

Cocinado

v

Enfriamiento
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Refrigeracion
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\4
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Figura 8. Diagrama de proceso para la obtencion de la pulpa de jaiba (Morillo, 2006)
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Cabe destacar que la extraccion de la carne se realiza de forma manual por personal
capacitado, el cual con un cuchillo de acero inoxidable extrae los diferentes cortes de carne

como puede apreciarse en la Figura 9 (Morillo, 2006).

Figura 9. Extraccion manual de la pulpa de jaiba (Morillo, 2006)

Los subproductos de las jaibas son vendidos a productores de alimentos balanceados para
animales, quienes los biodegradan a través de composta o ensilaje. Desafortunadamente,
una parte importante de estos desechos son simplemente eliminados al ambiente,

representando una importante fuente de contaminacion (De-Dios, 2002).

A ultimas fechas se han empleado los desechos de estos crustaceos para la extraccién de
quitina, siendo aproximadamente el 40% del exoesqueleto correspondiente a este

biopolimero (Horst, 1990).

La quitina y especialmente su derivado desacetilado, la quitosana', tiene numerosas
aplicaciones en cosmeéticos, farmacos, agricultura e industria alimentaria, en el tratamiento de
aguas y en la produccién de empaques biodegradables (Lalov et al., 2000; Mayer et al.,
1989; Weiner, 1991).

Algunos otros usos que se le ha dado a estos desechos han sido como ingrediente
alimenticio en la preparacion de alimentos balanceados para dietas de bagre (Dean et al.,
1992).

1 P s . .

Las gomas, segln la nomenclatura quimica, terminan en -ana. Por ejemplo, de la dextrosa su goma es la dextrana, por lo
que para la quitina, su goma deberia ser la quitana, pero por imitacion del inglés donde una se llama chitin y la otra
chitosan, se ha dado en llamarla quitosano, quitosan o quitosan. En esta investigacion se usara la palabra quitosana
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2.4. Pigmentos en la industria quimica y alimentaria

El color es una propiedad de la materia directamente relacionada con el espectro de la luz y
que, por lo tanto, puede medirse en términos fisicos de energia radiante y por su longitud de
onda. Dado que el ojo humano solamente es capaz de percibir cuando la longitud de onda
oscila entre 380 y 780nm, el color se define como: “la parte de la energia radiante que el
humano percibe mediante las sensaciones visuales que se generan por la estimulacion de la

retina en el ojo” (Badui, 2006).

La calidad de un alimento sin tomar en cuenta los aspectos sanitarios, toxicologicos y
nutricionales, se basa en los siguientes parametros: color, olor, sabor y textura. Sin embargo,
el primer acercamiento del consumidor al alimento es por su aspecto, siendo entonces el

color el primer criterio de aceptacion o rechazo.

Segun la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados Unidos (FDA, Food and Drug
Administration), un pigmento es cualquier material que imparte color a otra sustancia
obtenida por sintesis o artificio similar, extraida o derivada, con o sin intermediarios del
cambio final de identidad, a partir de un vegetal, animal, mineral u otra fuente y que cuando
es afadido o aplicado en alimentos, medicamentos o cosméticos es capaz de conferir color

por si misma (Badui, 2006).

Los pigmentos pueden ser separados de los tintes, debido a que los pigmentos son
practicamente insolubles en el objeto en el que se aplican dando como resultado una
suspension. Por su parte los tintes, que son liquidos o son solubles en el vehiculo de
aplicacién, brindan como resultado una solucion. Por lo tanto, un colorante puede ser un

pigmento o un tinte dependiendo del vehiculo en el que se utilice (Zollinger, 1991).

La industria de los pigmentos es una de las industrias de mayor volumen de ventas a nivel
mundial; se producen 700 toneladas al afio de pigmentos naturales y sintéticos, de los cuales

un 25% se destina a la industria alimentaria (Badui, 2006).
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2.4.1. Clasificacion de los pigmentos: naturales y sintéticos

De manera general los pigmentos se pueden dividir en 2 grandes grupos: Los sintéticos y los
naturales. Los pigmentos sintéticos son colorantes que no se generan por la naturaleza y son
producidos via sintesis quimica. Estos a su vez quimicamente se dividen en 2 grandes
grupos (Badui, 2006):

» Azoicos: su estructura es de mono, di o triazo. Producen casi todos los colores, se
caracterizan por tener el grupo cromoforo azo —N=N-. Los principales representantes
de este grupo son el amarillo No. 5y 6, los rojos No. 2, 4 y 40 y el naranja B.

» Antraquinonas: sus estructuras son de uno o mas grupos carboxilo en un sistema de
anillos conjugados, teniendo al menos tres anillos condensados. Los principales

representantes de este grupo son el verde No. 5, el 6 y los violetas No. 2 y 20.

El mercado mundial de pigmentos sintéticos representa un volumen de ventas de 400
millones de ddlares al afio. Requieren de una certificacion de su pureza. Sin embargo, debido
a la preocupacion por la seguridad en el uso de los pigmentos sintéticos, estos se han
estudiado exhaustivamente con respecto a su efecto sobre la salud. Pero aun queda duda
sobre su participacion en alteraciones a la salud. Por esto se ha reducido cada vez mas su
uso en alimentos (Badui, 2006). De acuerdo con la Secretaria de Salud de México, las
especificaciones y limitaciones en el uso de pigmentos sintéticos en México son las que se

muestran en la Tabla 4.

Los pigmentos naturales son los obtenidos de fuentes presentes en la naturaleza como
microorganismos, vegetales, animales o minerales, son sujetos a las mismas pruebas de
calidad que los sintéticos, pero la FDA y otras agencias gubernamentales no requieren que
se certifique su pureza quimica vy, por lo tanto, se refiere a ellos como aditivos de color no
certificados; algunos de estos pigmentos si estan sujetos a restricciones en su uso, como el

nivel maximo permitido o el uso en animales y/o humanos (Badui, 2006).
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Tabla 4. Especificaciones para el uso de pigmentos sintéticos en México (DOF, 2012)

Nombre oficial Clasificacion Color Usos
quimica
Rojo 3 Xantana Rojo-azul Salsas, bebidas carbonatadas, pan, cereales,
(Eritrocina) emulsiones aceite/agua
Rojo 40 Monoazo Rojo-amarillo Gelatinas, salsas, bebidas carbonatadas, bebidas en
polvo, confiteria, pan y cereales, emulsiones
aceite/agua
Amarillo 5 Pirazolona Verde- Gelatinas, bebidas en polvo, bebidas carbonatadas,
(tartrazina) amarillo confiteria, pan y cereales, emulsiones aceite/agua
Azul 1 Trifenilmetano Verde-azul Bebidas carbonatadas, bebidas en polvo, confiteria,
pan y cereales, emulsiones aceite/agua
Azul 5 indigo Azul intenso Confiteria, gelatinas, emulsiones aceite/agua
Verde 3 Trifenilmetano Verde-azul Gelatinas, bebidas en polvo, bebidas carbonatadas ,
confiteria, pan y cereales, emulsiones aceite/agua
Naranja B Pirazolona Rojo-amarillo Helados

La Secretaria de Salud de México reporta que, aunque no requieren de alguna certificacion,

deben cumplir con las siguientes especificaciones quimicas y toxicolégicas (DOF, 2012):

No deben tener mas de 3mg de arsénico /kg

No deben tener mas de 10mg de plomo /kg

Maximo contenido de mercurio: 1mg/kg

En su desecacion debe haber menos de 0.2% de pérdidas

Debe de ser analizable por espectrofotometria de absorcién atémica

YV V. V V VYV V

Debe de ser analizable por cromatografia

Los pigmentos naturales difieren ampliamente en su estructura quimica y en su origen,

aunque pueden agruparse en 6 categorias:

|.  Carotenoides

II.  Clorofilas
[ll.  Pigmentos fendlicos: flavonoides, antocianinas y taninos
IV. Betalainas
V. Hemopigmentos

VI.  Otros pigmentos naturales
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El mercado mundial de pigmentos naturales representa 940 millones de ddlares al afio en
ventas y, debido a la preocupacion del consumidor por el uso de productos que no alteren o

dafien a su salud, crece con una tasa del 4% anual (Britton et al., 1999).

2.4.2. Carotenoides: carotenos y xantofilas

Los carotenoides comprenden una familia de mas de 600 pigmentos los cuales son
sintetizados en plantas superiores, algas, musgos, bacterias y hongos (Belitz et al., 2009).
Los carotenoides no pueden ser sintetizados “de novo” por los animales, aunque pueden ser
modificados durante su metabolismo para ser acumulados en sus tejidos (Shahidi y Brown,
1998). La estructura de los carotenoides es derivada del licopeno. La mayoria son
hidrocarburos de 40 atomos de carbono, los cuales contienen dos anillos terminales unidos

por una cadena de dobles enlaces conjugados o por un sistema poliénico (Badui, 2006).

Dos grupos han sido sefialados como los mas importantes: los carotenos los cuales estan
compuestos Unicamente por carbono e hidrégeno y las xantofilas las cuales son derivados
oxigenados. En este ultimo el oxigeno puede estar presente como grupos OH como en la
zeaxantina, o como grupos oxo como en la cantaxantina o en una combinacién de ambos
como lo es la astaxantina. En la Figura 10 se muestra la estructura de los carotenoides

anteriormente mencionados (Higuera-Ciapara et al., 2006).

El sistema poliénico da a los carotenoides su distintiva estructura molecular, sus propiedades
quimicas y sus caracteristicas de absorcion de luz. Cada doble enlace de la cadena poliénica

puede existir en dos configuraciones, como isbmeros geométricos cis o trans.

Los isbmeros cis son termodinamicamente mas inestables que los isbmeros trans. La
mayoria de los carotenoides encontrados en la naturaleza son predominantemente isémeros
trans (Britton, 1995). Adicionalmente a los isdbmeros geométricos y considerando que cada
molécula tiene centros quirales, se pueden presentar una gran variedad de enantiomeros.

Muchos de los pigmentos carotenoides tienen la caracteristica de encontrarse enlazados a
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otros grupos macromoleculares como son las proteinas, los lipidos y los glucésidos, que les
brinda una mayor estabilidad. Tanto los carotenoides como las xantofilas se encuentran

unidos a otras moléculas a través de enlaces ésteres (Shahidi y Brown, 1998).

Figura 10. Estructura quimica de algunos carotenoides (Higuera-Ciapara et al., 2006)

Estos complejos cambian de color si se les proporciona calor debido a la desnaturalizacion
de las proteinas, con lo cual se libera el pigmento de estados complejos proteicos, tal es el
caso de la crustacianina, que es generalmente de color verde-grisaceo y al desnaturalizarse

cambia a un color naranja.
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24.21. Astaxantina (3, 3'-dihidroxi-B, B-caroteno-4, 4’-diona)

La astaxantina (3,3 -dihidroxi-3,B-caroteno-4,4"-diona) es un pigmento que pertenece a la
familia de las xantofilas, los derivados oxigenados de los carotenoides los cuales son
sintetizados en plantas y algas a partir del licopeno. La astaxantina es uno de los principales
pigmentos presentes en crustaceos, salmoénidos, truchas y en algunas aves. La principal
funcién es proveer una deseable coloracion rojo-naranja en estos organismos que no tienen

acceso a fuentes naturales de carotenoides.

El uso de la astaxantina en la industria acuicola no solamente es importante desde el punto
de vista de la pigmentacion y aceptacién por parte del consumidor, sino también como
componente nutricional esencial para el adecuado crecimiento y reproduccién de estos

organismos (Higuera-Ciapara et al., 2006).

Ademas de su efecto en el color, una de las propiedades mas importantes de la astaxantina
es su capacidad antioxidante la cual se ha encontrado que es superior a las del B-caroteno o
incluso al a-tocoferol (Miki, 1991). Debido a su actividad antioxidante excepcional, se le ha
atribuido a la astaxantina de un extraordinario potencial para proteger al organismo contra
una amplia gama de dolencias tales como los problemas cardiovasculares, diferentes tipos

de cancer y enfermedades inmunolégicas (Higuera-Ciapara et al., 2006).

24.2.2. Propiedades fisicoquimicas de la astaxantina

La astaxantina es una xantofila biciclica de coloracién naranja-rojizo. La astaxantina existe
como tres enantiomeros: (3R, 3'R), (3R, 3°'S) y (3S, 3'S), ademas de poder tener en la forma
cis o trans. En la Figura 11 se muestra la estructura de la astaxantina y sus diferentes
isdbmeros y enantiomeros. Quimicamente, las astaxantinas son el croméforo mas abundante
en los crustaceos. Conjugadas con proteinas pueden encontrarse mono o diesterificadas
(Britton et al., 1999). En la literatura se reporta que en los crustaceos solamente el 8% de la
astaxantina se encuentra de manera libre, un 22.5% monoesterificada y un 69.5%
diesterificada (Torrissen, et al, 1981).
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2423 Fuentes de obtencion de las astaxantinas

Actualmente la principal fuente de astaxantinas para uso comercial es la astaxantina
sintética, la cual consiste en una mezcla 1:2:1 de sus isomeros (3S, 3S’), (3R. 3S’) y (3R,

3R), respectivamente.

Figura 11. Estructura quimica de los isémeros de la astaxantina (Higuera-Ciapara et al., 2006)
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Desde 1990, la empresa Roche® comenzo la produccion a gran escala de la astaxantina
sintética satisfaciendo practicamente el 100% de la demanda mundial de este pigmento que

en el ano 2006 se estimo era de 150 millones de délares (Higuera-Ciapara et al, 2006).

Solamente se han explorado algunas opciones que puedan competir a nivel de rentabilidad
economica con la astaxantina sintética. Entre ellas destacarse la extraccion de la microalga
Haematococcus pluvialis y la levadura roja Phaffia rhodozyma. A pesar de que muchas
empresas han tratado de comercializar la astaxantina de fuentes naturales, su participacion
en el mercado ha sido muy reducida debido a que su produccion es muy pequeia

comparada con la astaxantina sintética fabricada por Roche (Higuera-Ciapara et al, 2006).

A pesar de ello, la demanda de pigmentos obtenidos de fuentes naturales es cada vez mas
alta para el uso en la acuacultura debido a que algunos estudios demuestran que la
astaxantina presente en fuentes naturales se encuentra en forma esterificada, lo que la hace
mas efectiva que la astaxantina sintética, ya que la astaxantina en sus formas esterificadas
es mas asimilable para los peces que la astaxantina en forma libre (Darachai et al., 1999;

Guerin y Hosokawa, 2001).

Numerosos investigadores (Choi et al., 2002; Fabregas et al., 2000; Harker et al., 1996; Hata
et al., 2001; Kakizono et al., 1992; Kobayashi et al., 1992; Orosa et al., 2001) reportan que el
principal microorganismo productor de astaxantina es Haematococcus pluvialis. Estudios
sefalan que la astaxantina presente en este microorganismo se encuentra en una
concentracion de 1.5 al 3% de masa en base seca. Los sistemas de produccion consisten en
cultivar a las microalgas en largos tanques bajo condiciones controladas, después se
procede a romper la pared celular y finalmente se procede a un proceso de secado
obteniéndose un polvo fino de color rojo, el cual se usa en la alimentacién de especies
acuaticas o para dar coloracion a las yemas de los huevos de gallina (Higuera-Ciapara et al.,
2006).

Por otra parte, por mas de dos décadas la levadura Phaffia rhodozyma ha sido estudiada por

su capacidad de producir astaxantina. Esta levadura es cultivada en biorreactores bajo
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condiciones controladas y después es secada y vendida como ingrediente para alimentos
balanceados de salménidos. Se calcula que la astaxantina se encuentra en una

concentracion de 8000 pg/ g de producto terminado (Higuera-Ciapara et al., 2006).

Finalmente, los residuos de crustaceos son generados durante las operaciones de
procesamiento de los camarones, cangrejos, jaibas, langostas, etc. Generalmente, estos
desechos estan compuestos de sales minerales, proteinas, quitina, lipidos y pigmentos (Lee
y Peniston, 1982). Los carotenoides que contienen estos desechos han sido estudiados y
cuantificados en numerosas investigaciones donde se han encontrado concentraciones que
oscilan entre los 100 a los 1000ug/g; por ejemplo, la astaxantina presente en el camarén y en
los cangrejos varia entre 119 a 148ug/g de astaxantina. A pesar de ser una fuente
considerable de carotenoides presentan algunas desventajas como lo son su alto contenido
de cenizas y quitina, lo cual disminuye considerablemente la digestibilidad por parte de los

peces y otras especies.

Se han ideado diversos métodos de extraccion de los carotenoides para hacer mas
biodisponibles y digeribles estos pigmentos, entre los cuales destacan la extraccion con
aceites vegetales, lo que permitiria su adicién en forma directa como ingrediente alimentario
en las formulaciones (Chen y Meyers, 1982; Coral et al., 1998; Meyers y Chen, 1985; Omara-
Alwala et al.,, 1985). En la Tabla 5 se muestran las concentraciones de astaxantina

encontrada en diversos residuos de crustaceos.

Tabla 5. Concentracion de astaxantina en diversos crustaceos

Astaxantina Astaxantina (%) Otros .
Fuente ) Referencias
total pg/ g Libre | Monoester | Diester | carotenoides
Camaron (P. borealis) 147.7 3.95 19.72 74.29 Zeaxantina Shahidi y Synowiecki, 1991
Camarodn (P. boreales) 49.7 8 22.5 69.5 NR Torrissen et al., 1981
Camaron ( P. boreales) 30.9 5.6 18.5 75.6 NR Guillou et al, 1993
Langosta (P. clarkii) 153 40.3 NR NR Astaceno Meyers y Bligh, 1981
Cangrejo de la nieve Luteina,
grejo de i 119.6 2116 | 5.11 56.27 | zeaxantina, | Shahidiy Synowiecki, 1991
(Ch. opilio)
astaceno
Jaiba (C. sapidus) 30.5 NR NR NR NR Félix-Valenzuela et al., 2001

NR: No reportado
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24.24. Usos y aplicaciones de la astaxantina

El colorido de los salmonidos y crustaceos es percibido como un indicador de calidad en
estos productos, la astaxantina representa entre el 84 al 99% de los pigmentos carotenoides
responsables de esa coloracion. Los peces y crustaceos de granja (acuacultura) no tienen
acceso a fuentes naturales de astaxantina, por lo que no adquieren la pigmentacion
caracteristica. Es por ello que se ha usado extensamente la astaxantina y la cantaxantina
como agentes pigmentantes en la acuacultura. Actualmente, la forma sintética de ambos
pigmentos representa la fuente mas importante para estos crustaceos y peces criados
mediante acuacultura. Los carotenoides para acuacultura estan disponibles bajo los nombres
comerciales de Carophyll Pink ™ para la astaxantina y Carophyll Red ™ para la
cantaxantina. Ambas son propiedad de los Laboratorios Hoffman-LaRoche (Storebakken vy
No, 1992).

Estudios recientes demuestran que la astaxantina no soélo es necesaria en la industria
acuicola para dar una coloracion deseable a estos peces y crustaceos, sino también cumple
un papel fundamental en la nutricion y correcto desarrollo de especies asi como un rol

relevante en la reproduccién de los mismos( Higuera-Ciapara et al., 2006).

Un antioxidante es una molécula que tiene la capacidad de remover los radicales libres de un
sistema al reaccionar con ellos y producir otros compuestos inocuos o impedir las reacciones
de oxidacion (Britton, 1995). El poder antioxidante de la astaxantina ha sido ampliamente
estudiado y se ha encontrado que es superior a la del B-caroteno, el a-tocoferol, el licopeno o

el acido ascorbico.

Los beneficios de la inclusion de la astaxantina en la dieta humana son varios, entre ellos, se
le ha atribuido una gran actividad anticancerigena (Chew et al., 1999, Kang et al., 2001;
Tanaka et al., 1994). También se le ha relacionado con la disminucion en el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares como angina de pecho, ataque al miocardio,
trombosis, arteriosclerosis, etc. Asimismo, se ha demostrado que disminuyen los niveles de

colesterol de baja densidad o “colesterol malo” (Low Density Lipoprotein LDL) ya que inhibe
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su oxidacién (Carpenter et al., 1997; Golstein y Brown, 1977; Iwamoto et al., 2000; Kidd,
2011; Miki et al., 1998).

A Ultimas fechas se ha encontrado que la astaxantina presenta actividad antimicrobiana
contra Helicobacter pylori, la cual es considerada un factor importante en la induccion del
desarrollo de gastritis, ulceras pépticas y cancer de estbmago. Wang y colaboradores (2000)
demostraron que la irritacion de la mucosa gastrica se veia disminuida en ratones que
consumian dietas ricas en astaxantina en comparacion con aquellos que no lo hacian.
Aunque el mecanismo no se conoce aun con exactitud se piensa que la astaxantina impide la

colonizacion de la mucosa por parte de H. pylori.

Jyonouchi y colaboradores (1994,1996) encontraron que la astaxantina potencia y regula la
respuesta del sistema inmune. También encontraron que in vitro en sangre humana la
astaxantina elevaba el numero de linfocitos T, asi como la produccion de inmunoglobulinas
IgA, 1gG e IgM. Otros estudios del mismo autor trabajando con ratones in vivo han
demostrado que la astaxantina es capaz de aumentar los anticuerpos, lo que sugiere que
una suplementacion con carotenoides puede ser util para restablecer la respuesta inmune
(Jyonouchi et al., 1994). Acorde con lo anterior la astaxantina ha sido usada para el
tratamiento enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la

enfermedad de Chron (Lignell y Bottiger, 2001).

Finalmente, la astaxantina ha sido usada para incrementar la coloracion de las yemas de los
huevos de las gallinas. Ademas, se encontré que al suministrar dietas ricas en astaxantina no
solamente los huevos presentaban una mayor coloracion, sino también la carne de estas
aves (Akiba et al., 2001).

2.4.2.5. Otros pigmentos carotenoides de origen marino

En crustaceos como el camarodn (Litopenaeus japonicus) se ha determinado el contenido de
pigmentos dentro del caparazén, encontrandose los siguientes porcentajes: 52.7% de
astaxantina, 25.5% de foenicoxantina (25.5%), 4.9% de [-caroteno, 2.4% de
tetrahidrohipirardixantina, 1.8% de tetradihidroxantina, 1.4% de equinona, trazas de

cantaxantina, dihidroastaxantina, trihidrato piradixantina y un 10% de pigmentos no
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identificados (Muriana et al., 1993). A continuacion se describen los carotenoides mas

abundantes en el medio acuatico sin incluir la astaxantina que ya fue abordada previamente.

B-caroteno (B, B, caroteno)

El pigmento B-caroteno contiene una estructura 3-ionona en cada extremo de la molécula,
enlazada por un sistema de dobles enlaces conjugados (Francis, 1999) (Figura 12). Este
carotenoide es soluble en éter de petroleo con una absorbancia maxima de 425, 450 y 475
nm y en cloroformo a 497 y 466 nm (Rodriguez-Amaya, 1999). El B- caroteno es una potente
provitamina A con 100% de actividad ya que estructuralmente se forman dos vitaminas A
(Rodriguez-Amaya, 1999).

TR TR TR TR TR T T T

Figura 12. Estructura quimica del B-caroteno (Badui, 2006)

Astaceno (B, B, caroteno-3, 3', 4, 4'-tetrona)

El astaceno es un pigmento carotenoide rojo-café que resulta de la oxidacion de la
astaxantina. Estructuralmente se diferencia de la astaxantina por tener dos dobles enlaces en
los carbonos 4, 5y 4,’5" de los anillos B-ionona y contener mas grupos éster y ningun grupo
hidroxilo (Figura 13). Se ha aislado del caparazén de crustaceos, algas, esponjas, pescado y
reptiles. Practicamente es insoluble en agua, pero es soluble en cloroformo, piridina, dioxano,
disulfuro de carbono y soluciones de alcali. Es ligeramente soluble en benceno, etilacetato,

acido acético glacial y poco soluble en éter de petréleo y en metanol (Britton et al., 1999).

J\
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Figura 13. Estructura quimica del astaceno (Britton et al., 1999)
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Cantaxantina (B, B-caroteno-4, 4’-diona)

La cantaxantina se encuentra formada por ocho unidades de isoprenos invertidos en el
centro de la molécula y dos anillos con sustituyentes oxigeno (Figura 14). Contiene dos
grupos carbonilos y tiene un espectro maximo a 466nm con un pico amplio en solucion en
éter de petréleo, produciendo color rojo. Se genera un dihidroxicarotenoide, la isozexantina,
por reduccion con hidruro de boro sodio desplegando el pico de absorcién espectral en tres

(Rodriguez-Amaya, 1999). Este pigmento es soluble en cloroformo y en aceites.

0
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Figura 14. Estructura quimica de la cantaxantina (Careri et al., 1999)

Zeaxantina (B, B, caroteno-3, 3’-diol)

La zeaxantina, segun Britton y colaboradores (1999), se puede obtener quimicamente por
isomerizacion de la luteina. Contiene en su estructura dos grupos hidroxilos en sus extremos
(Figura 15). No contiene actividad provitaminica y es practicamente insoluble en agua y
soluble en éter de petréleo, metanol, disulfuro de carbono, benceno, cloroformo, tetracloruro
de carbono y etilacetato. Es soluble en acido acético glacial. Sus bandas de absorcion

maximas se encuentran entre 483 y 451 nm.
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Figura 15. Estructura quimica de la zeaxantina (Shahidi y Brow 1998)
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243. Extraccién de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) de los residuos

acuaticos

24.31. Extraccion de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) empleando

disolventes organicos

La extraccion de pigmentos de crustaceos se puede llevar a cabo a través de disolventes
organicos (Muzarelli, 1977). A continuacion se describen las condiciones empleadas por
diferentes autores para la extraccidén de los pigmentos carotenoides mediante el uso de este

tipo de disolventes.

Muzarelli (1977) menciona que es posible recuperar estos pigmentos a partir de material
quitinoso de crustaceos utilizando solventes y/o desnaturalizantes de proteinas solamente si
las conchas han sido descalcificadas. El &cido citrico acuoso, las sales de acido
etilendiamino tetracético (EDTA) y el acido clorhidrico disuelven el carbonato de calcio pero
dejan todos los pigmentos firmemente asociados con la quitina. Los pigmentos en el

caparazon descalcificado se extraen con acetona o etanol y con acido acético tibio.

Gilchrist y Lee (1972) utilizaron un sistema multiple de extraccion e identificacion de
pigmentos en cangrejos de arena (E. analoga) manejando tres tipos de disolventes, acetona,
dietil éter y éter de petrdleo, y descalcificando con hidroxido de potasio metandlico,
identificando pigmentos carotenoides en el tejido y en el caparazon. Estos pigmentos

identificados fueron B-caroteno, astaxantina, zeaxantina y cantaxantina.

Meyers y Bligh (1981) caracterizaron las astaxantinas en los desechos del cangrejo de rio
(Procamburus clarkii) obteniendo concentraciones de 153ug/g de pigmentos totales
identificados como ésteres de astaxantina, astaxantina y, su forma oxidada, el astaceno en
494, 40.3 y 10.3%, respectivamente, utilizando previamente un método de descalcificacion

con acido acético y extraccion por el sistema éter de petroleo/acetona/agua (15:75:10 v/v/v).
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2.4.3.2. Extraccion de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) empleando aceites

comestibles vegetales y/o animales

Otros procesos de extraccion incluyen el uso de aceites de soya, girasol, algodon, pescado,
etc. La extraccion de la astaxantina con aceite contribuye al incremento de la estabilidad del

pigmento, debido a que este es una buena barrera al oxigeno, previniendo la oxidacion.

Chen y Meyers (1982), ademas de identificar los pigmentos separados con aceite
compararon la eficiencia de dos tipos de antioxidantes en la solucion obtenida de
carotenoide-aceite de soya: Etoxiquin® y Endox®. Los resultados con Endox® fueron
mejores, ya que este producto es una combinacion de BHA (antioxidante), mono y
diglicéridos (emulsificantes), acido fosforico (sinergista) y acido fosférico dietil sodio

(secuestrador de metales); el antioxidante Etoxiquin® fue 11.4% menos efectivo.

Simpson (1978) llevo a cabo una separacidon de proteinas de desechos de procesamiento de
camaroén y de cangrejo como componente alimenticio para la trucha arcoiris (Salmo gardneri)
y caracterizd el contenido de carotenoides. El autor emple6é acido acético como agente
desmineralizante, el cual permitié mantener la astaxantina sin deterioro hasta su uso, ya que
a pH alto es oxidado hasta astaceno. Los pigmentos identificados fueron astaxantina
(7.18pg/g), astaceno (55.4ug/g), éster de astaxantina (66.1ug/g), zeaxantina (trazas), luteina
(trazas), 4-ceto-4"-hidroxi-B-caroteno (0.74ug/g) y equinenona (0.25ug/g).

Shahidi y Synowiecki (1991) extrajeron quitina y pigmentos, principalmente astaxantina y sus
ésteres, a partir del camaron (Pandalus borealis) y del cangrejo de la nieve (Chinoecetes
opilio) calentando a 60°C, usando aceite de bacalao y desmineralizando los caparazones de

ambos crustaceos con soluciones de acido clorhidrico diluido.

2.4.3.3. Extracciéon de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) por métodos

microbiolégicos y enzimaticos

Gildberg y Stenberg (2001), reportaron un método de extraccion integral de desechos de

camaron utilizando una proteasa. Este método permite extraer quitina, pigmentos y proteina
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hidrolizada mas eficientemente que los métodos tradicionales en cuanto a la proporcion de

proteina recuperada y quitosana de alta calidad.

Por su parte, Armenta y colaboradores (2002), reportaron el empleo de indculos de la
bacteria Lactobacillus spp. para llevar a cabo una biodegradacion lactica para desproteinizar
los residuos de camaron asi como para estabilizar los pigmentos. Pasado un periodo de 24
horas de reaccién, procedieron a la extraccidon de los carotenoides con diversos sistemas de
disolventes: agua:cloroformo:metanol (1:2:4), éter de petréleo:acetona:agua (15:75:10),
etanol:agua (40:60) y aceite de soya. Los extractos resultantes fueron sometidos a una
desproteinizacion empleando una mezcla de enzimas comerciales asi como proteasas
aisladas en el camardn. Una vez hidrolizadas las muestras procedieron a la cuantificacion de
la astaxantina por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), encontrando que la
concentracion de astaxantina fue de 1.25 mg/L en los residuos sometidos a biodegradacion y

de 0.96 mg/L en los no biodegradados.

El método por biodegradacion lactica no ha sido utilizado unicamente en pigmentos, sino
también se ha aplicado en la recuperacion de quitina a partir de desechos de camardn
(Zakaria et al., 1998) o de langostilla (Bautista et al., 2001), y en conjuncién con tratamientos
enzimaticos para desproteinizarlo (Yang et al., 2000). En este proceso, la finalidad es
estabilizar la estructura de la astaxantina para posteriormente extraerla. Esta estabilizacidon
se debe a que la acidificacion por medio de bacterias acidolacticas evita en condiciones
reductoras la transformacion del pigmento a la forma oxidada; a la vez, el carbonato y el
bicarbonato de calcio se solubilizan parcialmente y se lleva a cabo una desproteinizacion

parcial (Torrissen et al., 1981; Chen y Meyers, 1982).

2.4.3.4. Otros métodos de extraccion de los pigmentos carotenoides (astaxantinas)

A Ultimas fechas, una nueva técnica que esta siendo cada vez mas utilizada para la
extraccion de pigmentos naturales es la extraccién asistida por ultrasonido (EAU), la cual es
un método eficiente aunque debe seguirse investigando ya que se generan subproductos de

degradacion al aplicar ultrasonido a la astaxantina (Zhao et al., 2006).
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Ying y colaboradores (2013) reportan el uso de una extraccién asistida por ultrasonido como
un método alternativo y ambientalmente mas amigable para la extraccion de carotenoides.
Ellos emplearon aceite de soya como solvente y como fuente de carotenoides emplearon
zanahorias liofilizadas. Las condiciones 6ptimas de extraccion que ellos hallaron fueron: una
relacion 2:10 zanahoria:aceite de soya, una intensidad ultrasénica de 22.5 Wcm™? a 40°C
durante 20 minutos, logrando que el extracto oleoso tuviera concentraciones de [3-caroteno
de 334.8mg/L, superiores a las logradas en extraccion con solventes organicos y

calentamiento donde solamente alcanzaron una concentracion de 321mg/L.

Zhao y colaboradores (2006) sometieron soluciones de astaxantina de 17.2 uM en etanol a
las siguientes condiciones: 25kHz, 600W durante periodos de 1, 2, 3, 3, 4, 5 y 6 minutos.
Después de este tratamiento las muestras fueron analizadas mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) y los resultados mostraron que con 1 minuto de sonicacion
bajo esas condiciones, los contenidos de astaxantina disminuyeron en un 6.42% y a los 6

minutos disminuyeron en un 29.4%, convirtiéndose la astaxantina en derivados no coloridos.

Como ultimo método de extraccidn se tiene el de la utilizacion de fluidos supercriticos. Félix-
Valenzuela y colaboradores (2000), reportaron el uso de esta técnica para extraer
astaxantina de los residuos del cangrejo azul (jaiba), empleando para ello una mezcla de
CO; supercritico y etanol como codisolvente con la finalidad de extraer la astaxantina de los
caparazones de jaiba previamente desmineralizados. Con base en esta técnica, fue posible
encontrar apoyados de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)
concentraciones de 30.53mg/mL de astaxantina y de 140mg/mL de carotenoides no

identificados.

A continuacion se describira la metodologia que se realizé en los Laboratorios 301, 302 y 303
del Edificio E-3, de Alimentos y Quimica Ambiental, del Conjunto E de la Facultad de
Quimica de la UNAM vy del Laboratorio 312 del Departamento de Alimentos y Biotecnologia
del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM
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CAPITULO 3.

METODOLOGIA DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la Figura 16 se aprecia el diagrama general de la metodologia de la presente

investigacion.

Muestras de jaiba (Callinectes sapidus)

\ 4

Despulpado y eviscerado

}

Secado 80°C /3 horas

Molienda

\4

Tamizado malla No.80

Aceite de soya

Extraccion

v —| Analisis bromatoldgico

Harina entera > Desmineralizado l»| Secado 80°C

A 4 . l

»  Mezclado < Harina .

desmineralizada [ Tamizado
malla No. 80
| | v
1: 10 m/V 1:100 m/V Andlisis bromatoldgico

v

v

'

200rpm 24 haT
ambiente

200 rpm 80°C,
15 minutos

Sonicacidn y extraccion
20 kHz/ 650W 6 minutos

A

Centrifugado 4000 rpm /15 minutos

A\ 4

Cuantificacidn espectrofotométrica Am.=485nm

Figura 16. Diagrama de flujo de la metodologia realizada
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3.1. Diseno experimental

El disefio experimental realizado fue de tipo multifactorial involucrando tres factores: a) el tipo
de harina, b) la relacion harina:aceite de soya y c) el tipo de extraccion, con tres réplicas por
cada combinacién de factores. El factor tipo de harina tuvo tres niveles: Harina entera de
caparazon, harina desmineralizada con EDTA dibasico de sodio y harina desmineralizada
con acido acético; el factor relacion aceite:harina tuvo dos niveles: una relacion 1:10 y una
relacion 1:100 y, finalmente, el factor extraccion contd con tres niveles: E1 fue la extraccion a
200 rpm durante 24 horas y temperatura ambiente, E2 fue la extraccion a 200rpm durante 15
minutos a 80°C y E3 fue la sonicacion a 20 kHz , 650W con pulsaciones de 30 segundos con
20 segundos de descanso entre cada pulsacion con un tiempo de proceso efectivo de 6
minutos a 20°C. La variable de respuesta fue la cantidad de pigmento extraido medido como
Mg de pigmento extraido/mL de aceite de soya. Se realizé un analisis de varianza utilizando
un nivel de significancia de a=0.05. Los resultados obtenidos se analizaron por medio de un
paquete estadistico (Statgraphics Centuridn versién XV.1). En la Tabla 6 se aprecia el disefio

experimental propuesto y descrito anteriormente.

Tabla 6. Diseio experimental propuesto para la extraccion de los pigmentos carotenoides
(astaxantinas)

Tipo de harina
Harina entera Harina desmineralizada Harina desmineralizada
con EDTA con acido acético
Relacion harina : aceite de | Relacion harina : aceite de | Relacién harina : aceite de
soya soya soya
1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100

Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de
extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion
No. de E1 E2 | E3| E1 | E2 | E3 |E1 | E2 | E3 | E1 | E2 | E3 | E1|E2 | E3 | E1 | E2 | E3

réplica

1 NN AN AN AN N AN AN AN NN NN NN
2 VI VIV V[V V[V [V VIV V[V V[N
3 V VIV VIV V[V [TV V[TV V[T

Donde: E1: 200 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente, E2: 200 rpm durante 15 minutos a 80°C, E3:
Sonicacion a 20 kHz 650W durante 6 minutos a 20°C

Respecto al analisis bromatoldgico se realizé un disefo experimental monofactorial, el factor
involucrado fue el tipo de harina y contd con tres niveles: harina entera, harina
desmineralizada con EDTA 1M y harina desmineralizada con acido acético al 8%. La variable
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de respuesta fue el contenido del nutrimento analizado ya sea en % o en mg/kg,
dependiendo de qué componente alimenticio se trate. Las determinaciones se realizaron por
triplicado. En la Tabla 7 se aprecia el disefio experimental propuesto para el analisis

bromatologico.

Tabla 7. Diseno experimental propuesto para el andlisis de los componentes de las harinas de

jaiba
Tipo de harina
No. de Harina Harina desmineralizada Harina desmineralizada con
réplica entera con EDTA acido acético
1 v v v
2 v v v
3 v v v

3.2. Preparacién de la muestra
3.2.1. Materia prima utilizada

Las jaibas se adquirieron en la zona de pescados y mariscos de la Central de Abastos de la
Ciudad de México y se transportaron en bolsas plasticas negras cubiertas con hielo para
evitar su descomposicion. Las muestras fueron llevadas a los Laboratorios 301, 302 y 303
del Edificio E-3, Conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM en la Ciudad de México.
Una vez adquiridas las muestras se procedio a realizar las operaciones de despulpado y
eviscerado, lavado, secado, molienda, tamizado, desmineralizado, almacenado para, una vez
obtenidas las harinas realizar la extraccion con aceite de soya y la cuantificacion de los

pigmentos.

3.2.2. Procesos de despulpado, eviscerado y lavado

El eviscerado se realizé de manera manual empleando guantes de latex, se separé el
caparazon y las tenazas del resto del cuerpo de la jaiba, eliminandose las visceras como
residuo organico biodegradable con la finalidad de dejar limpia la parte que contiene la pulpa,
la cual es consumida. Por otro lado, se procedié a romper las tenazas para extraer la pulpa

de su interior para dejar unicamente los restos del exoesqueleto.
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El lavado se realiz6é bajo el chorro de agua de la llave para eliminar los restos de visceras y
trozos de pulpa que pudieran estar adheridos a las paredes del caparazon y los restos de las
tenazas. Estas aguas residuales con componentes biodegradables van a dar a una de las
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales de la Ciudad Universitaria de la ciudad de
México. Se dejaron escurrir los exoesqueletos durante 10 minutos para eliminar el exceso de
agua. Se almacenaron en bolsas negras y se mantuvieron en congelacién hasta el momento

del traslado al laboratorio.

3.2.3. Proceso de secado de los caparazones y tenazas

Las muestras de caparazones y tenazas se distribuyeron en charolas de aluminio secandose
bajo diferentes temperaturas y tiempos. La finalidad de esta actividad fue la de disminuir la
actividad acuosa y, con ello, aumentar la preservacion del producto, al evitarse la
descomposicidon microbiana y enzimatica. Por otro lado, al secarse las muestras se
desnaturaliza a la principal proteina de estos crustaceos (la crustacianina) dejando mas

disponible a la astaxantina para su extraccion (Jencks y Buten, 1964).

3.2.4. Procesos de molienda de los caparazones y tenazas y tamizado de las harinas
Una vez secos los caparazones y las tenazas, se procedié a su molienda en una licuadora
Osterizer™ de tipo casero a su maxima potencia durante tres minutos. Se realizé el tamizado

pasando la harina resultante por los tamices de mallas No. 40 y No. 80.

3.2.5. Desmineralizacion de la harina entera

No hay suficiente informacion sobre la influencia de la desmineralizacion en la extraccion de
los pigmentos de los restos de jaiba, pero en restos de cefalotérax de camardén se ha
encontrado que la desmineralizacion permite una mejor extraccion de los pigmentos
(Jiménez, 2003). Con la finalidad de no dafiar los pigmentos carotenoides (astaxantinas), se
emplearon disoluciones de EDTA dibasico de sodio probando diversas relaciones masa:
volumen y concentraciones, asi mismo se compard con una desmineralizacion realizada con
acido acético al 8%. Posteriormente, la harina desmineralizada fue lavada con agua

destilada, a temperatura ambiente, hasta que el agua saliera lo mas clara posible.
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Finalmente, se procedié a otro proceso de secado durante 6 horas a 80°C con la finalidad de

conservar la muestra lo mas seca posible y evitar su descomposicion.

3.3. Analisis bromatolégico de las harinas enteras y desmineralizadas

Los analisis bromatoldgicos a los cuales se sometieron tanto las harinas enteras como las

desmineralizadas fueron:

e Humedad

e Cenizas totales

e Proteina por el método Kjeldahl

e Grasa bruta por el método de Soxhlet

e Fibra dietética total por el método enzimatico-gravimeétrico

e Determinacion de calcio por complejometria

e Determinacion de fésforo total por el método del fosfomolibdato
e Determinacion de hierro por reaccién con ortofenantrolina

e Determinacion de cloruros por el método de Mohr.

Para conocer de forma detallada cada una de las metodologias anteriormente citadas,
consultar el ANEXO 1.

3.4. Extraccion de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) empleando aceites

vegetales comestibles

Tanto para las harinas enteras como para las desmineralizadas se llevaron a cabo tres tipos
de extracciones bajo las siguientes condiciones: (1) empleando agitaciéon constante a 200
rom durante 24 horas a temperatura ambiente, (2) agitacion constante de 200rpm durante 20
minutos a 80°C, y (3) sonicacion a 20 kHz, 650W con pulsaciones de 30 segundos y con 20
segundos de descanso entre cada pulsacion con un tiempo de proceso efectivo de 6 minutos
a 20°C. Para cada tipo de extraccion, se emplearon dos relaciones de harina:aceite de soya.
La primera de ellas fue de 1:10 m/v y la segunda 1:100 m/v adicionando, ademas, 500ppm

de EtoxiquinV® como sustancia protectora contra la oxidacion (Luna, 2003; Jiménez, 2003;
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Jiménez-Pichardo, 2009; Torres-Aguirre, 2007). Posteriormente, las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 4000 rpm durante 15 minutos con el objetivo de
lograr la separacion del aceite pigmentado y los restos de la harina. El extracto oleoso fue
recuperado en una probeta. Todas las muestras fueron realizadas por triplicado. Como
control del proceso de extraccidon se adiciond un patron empleando una solucion de
astaxantina comercial con una concentracion inicial conocida de 0.0125 mg/mL de

astaxantina las cuales se procesaron de igual manera que las muestras de harina.

3.5. Cuantificaciéon de los pigmentos carotenoides (astaxantinas)

La caracterizacion del perfil de los pigmentos obtenidos y el estandar de astaxantina se llevo
a cabo por medio de un barrido desde 280nm hasta 700nm de longitud de onda en un
espectrofotometro UV-Visible marca GBC Scientific Equipment, modelo Cintra 5. De estos
perfiles se obtuvo las longitudes de onda para los cuales las absorciones presentaron los

maximos valores. Las mediciones se realizaron siguiendo el instructivo del uso del equipo.

La cuantificacion de los pigmentos carotenoides disueltos en el aceite de soya se llevo a
cabo espectrofotométricamente a través de interpolacién de los valores de absorbancia de

las muestras, empleando una curva patrén de astaxantina, a una longitud de onda de 485nm.

La curva patron de astaxantina se elabor6 a partir de un estandar de astaxantina,
elaborandose para ello una solucion madre de concentracién conocida (2.46mg /mL) y, a
partir de esta, con las disoluciones correspondientes, se elaboraron 8 puntos en un rango de

concentracion de 0.504ug/mL a 6.3ug/mL.

3.6. Analisis estadisticos de los datos experimentales
Los datos experimentales fueron evaluados estadisticamente usando el paquete

computacional Statgraphics Centuridn versién XV.1
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Proceso de secado de los caparazones y de las tenazas
Para encontrar las condiciones mas adecuadas de secado de las muestras de caparazones y
tenazas de jaiba, se sometieron a diferentes temperaturas y tiempos de secado, siendo las

temperaturas a probar las siguientes: 80, 100 y 120°C.

En la Figura 17 se aprecia el resultado del secado de las jaibas secadas bajo diferentes
temperaturas, observandose que a las temperaturas de 100 y 120°C hubo un dafio en los
pigmentos carotenoides (astaxantinas) observado por la aparicion de una coloracion naranja-
café (Figuras 16 B y C) en los caparazones y tenazas de estas especies en lugar del naranja
vivo caracteristico, el cual, Unicamente fue observado cuando se secaron las muestras a una
temperatura de 80°C, por lo que a partir de esta observacion fisica se tomé la decision de

secar a 80°C durante 3 horas.

A B C

Figura 17. Resultado del secado bajo diferentes temperaturas y tiempos: A) 80°C por 3 horas, B) 100°C 2
horay C) 110°C durante 1h

Los caparazones y las tenazas de jaiba antes del secado presentaron una humedad del

33.1% después de esta operacion los restos contaron con una humedad del 4.61%, con lo

cual se logro el objetivo de disminuir la actividad acuosa de las muestras con la finalidad de

evitar su descomposicién por actividad microbiana y enzimatica.
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Otra de las finalidades buscadas con el secado fue la desnaturalizacion de la crustacianina
que es el complejo proteico al cual se encuentra unida la astaxantina en los crustaceos el
cual, de acuerdo con la literatura, se desnaturaliza de forma irreversible al superar los 59.7°C
(Jencks y Buten, 1964). En la Figura 18 se observan las muestras de los caparazones antes
y después de ser sometidos al secado, observandose que existe un cambio significativo en la

coloracion de estos, pasando de ser de un color verde-grisaceo a un color naranja.

80 °C/3 horas

Figura 18. Cambio en la coloracién de los caparazones después del secado

4.2. Molienda de los caparazones y tenazas y tamizado de las harinas

La molienda de las muestras de jaiba secas se realizo en una licuadora Hamilton beach
modelo 50242R-MX a su maxima potencia (1500rpm) durante 3 minutos, moliendo un minuto

y descansando otro para evitar el sobrecalentamiento del motor.

Las harinas resultantes de esta molienda fueron pasadas a través de los tamices de malla
No. 40 y No. 80, correspondientes a una abertura de malla de 0.420mm y 0.177mm,
respectivamente. En la Figura 19 se observa la granulometria resultante de la molienda en
donde se aprecia que un 40.2% de la harina presenté un tamafo superior a 0.420mm, un
27% presentd un tamafo entre 0.420 y 0.177mm y solamente el 32.7% restante present6 un

tamano inferior a 0.177mm.

De acuerdo con Jiménez (2003), no existe una diferencia estadisticamente significativa entre

las harinas de camardn que pasan por la malla No 40 y la malla No.80 y haciendo la similitud
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de las harinas de camardén con respecto a las harinas de jaiba y debido al gran porcentaje
que representa la harina con un tamafio superior a los 0.420mm, para la jaiba se tomaron
estos valores de tamizado, decidiéndose trabajar con la mezcla de las harinas que pasan por

el tamiz No 40 asi como el No 80.
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Figura 19. Granulometria resultante de la molienda de los caparazones y tenazas

4.3. Desmineralizacién de las harinas de jaiba

El alto contenido de cenizas (sales minerales) en el cefalotérax de camardn impiden una
adecuada extraccion de los pigmentos (Jiménez, 2003; Muzarelli 1977) y dado a que no se
conocen las condiciones adecuadas de desmineralizacién de restos de jaiba, se procedié a
realizar pruebas variando la concentracion de EDTA dibasico de sodio asi como la relacion
harina:solucion desmineralizante. Cabe destacar que las harinas enteras de jaiba contienen
un elevado contenido de cenizas (42.7%, m/m), mas alto que las del cefalotérax de camaroén
que son de entre 24-25%, las cuales se encuentra dentro del rango reportado por la literatura
(37.18% para los residuos de caparazon y de 53.55% para los residuos de tenazas) (Morillo
et al.,, 2006). En la Tabla 8 se aprecian las diferentes combinaciones de concentracion,
relacion de harina:EDTA probados y el contenido de cenizas resultante después de 3 horas

de desmineralizacion.
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Tabla 8. Resultados de las pruebas de desmineralizaciéon

Contenido del % de cenizas tras desmineralizar las harinas de jaiba*

Concentracion de EDTA dibasico de sodio

0.5M 1.0M
Relacion Harina:Disolucion de EDTA | Relacion Harina:Disolucion de EDTA
1:3 1:6 1:9 1:3 1:6 1:9
37.511.2 28.1i1'5 23.1t1.1 21_711.0 10_610.5 1.410.05

* promedio de tres determinaciones

Tal y como se aprecia en la Figura 20 y en la Tabla 8 el menor contenido de cenizas se logro
al usar la mayor concentracion de EDTA 1M y la mayor relacion de Harina:Disolucién 1:9.
Cabe mencionar que estas condiciones fueron distintas a las reportadas para la
demineralizacion del cefalotérax del camardon donde fueron empleadas disoluciones de EDTA

0.5M bajo una relacién harina:disolucién de 1:3 (Jiménez, 2003).

Los datos anteriores fueron evaluados mediante un analisis de varianza de dos vias,
ANDEVA, encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de
cenizas tanto para el factor concentracion como para el factor dilucion con un nivel de

confianza del 95%. Este ANDEVA se puede apreciar en |la Tabla 9.

Figura 20. Grafica de % ceniza vs relaciéon de harina:disolucién a diversas concentraciones de EDTA
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Tabla 9. Analisis de varianza para % cenizas

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén- |Valor-P
cuadrados medio F

A:Concentracion de 1032.31 1 11032.31 538.30 |0.0000

EDTA

B:Relacién harina: 605.52 1 [605.52 315.75 |0.0000

solucion

AB 20.48 1 (20.48 10.68 |0.011

Error total 15.34 8 [1.917

Total (corr.) 1673.65 11

En la Figura 21 se muestra el diagrama de Pareto estandarizado mostrando la contribucion
de cada uno de los factores, donde se observa que el factor que mas contribuy6é a la
diferencia estadistica, fue la concentracion, por lo que resulté mas efectivo aumentar la

concentracion de EDTA que aumentar la relacién harina:disolucion.

Concentracion de EOTA

elacion Harina: solucion

AB

[&1]
)
=]
P
i

[1] 4 B 12

Efecto estandarnizado

Figura 21. Diagrama de Pareto estandarizado para el % de cenizas

Cabe mencionar que las soluciones de EDTA a concentraciones elevadas son muy dificiles
de preparar debido a su baja solubilidad en agua. Por ello, para la elaboraciéon de la
disoluciones 1M fue necesario elevar el valor del pH mediante la adicion de NaOH hasta
obtener un valor de pH de 10 ya que debe recordarse que, como se trata de un acido, al
agregar iones hidroxido el equilibrio se desplaza a la forma soluble como se aprecia en la

siguiente ecuacion:
H,Y* ( soluble) + H* — H,Y  (poco soluble)

H,Y* ( soluble) «— H,Y™ + OH (poco soluble)
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De acuerdo con el principio de Le Chatelier, si se aumenta la acidez se favorecera la
protonacion del EDTA volviéndolo menos soluble y no solamente eso, sino tambien con una
menor capacidad quelante, ya que debe recordarse que la reaccidon de complejacion del

calcio es la siguiente:

Ca*t +¥* =Ca¥?*

Pero, a su vez, el ligando sufre reacciones de protonacion

Y + H*HY + HY 2 HY "+ H =2 H,Y +HY=H,Y

Y recordando que la forma que reacciona con los metales para formar complejos en la Y*,

para tener la mayor complejacion del calcio con el EDTA se requiere de un pH alcalino.

Por su parte, las soluciones de EDTA 0.5 M tienen un valor de pH igual a 6, lo cual explica el
bajo poder desmineralizante de esa solucidn porque, tal y como se aprecia en la Figura 22, a
ese valor de pH el EDTA existe principalmente en sus formas protonadas H,Y?* y HY?* y no

en la forma Y*.

Figura 22. Fraccién de la especie EDTA en funcién del pH (Gary, 2009)

Para comparar la eficiencia de la desmineralizacion con EDTA dibasico de sodio se realizé
una desmineralizacion con acido acético. Las harinas obtenidas mediante Ila

i izacié ACi A o u i iz 1%,
desmineralizacion con acido acético al 8% presentaron un contenido de cenizas de 36.7%
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por lo que el tratamiento con acido acético fue mucho menos eficiente que el tratamiento que
emple6 EDTA 1M. Cabe mencionar que se eligi6 este acido organico debido a que
previamente fue empleado en otras investigaciones como la de Félix-Valenzuela et al,
(2001); Muzarelli, (1977) y Simpson (1978); estos autores manejaron concentraciones de
acido acético entre un 4 a un 8% (m/v), aunque no reportaron el contenido de cenizas

presentes en los restos de cangrejo posterior a la desmineralizacion.

Una caracteristica muy distintiva entre ambas desmineralizaciones, fue el hecho de que las
aguas de lavado obtenidas de la desmineralizacién con EDTA presentaban una coloracion
café mas intensa en comparacion con las aguas de lavado de la harina desmineralizada con
acido aceético cuyo coloracidén era menos intensa tal y como se aprecia en la Figura 23. Esto
pudo deberse a que el pH de la solucion de EDTA present6 un pH alcalino (pH 10) por lo que
es posible que los carotenoides hubiesen sufrido reacciones de saponificacion, volviéndolos

solubles, por lo cual se perdian en los lavados de las harinas.

Figura 23. Aguas de lavado de harina desmineralizada con acido acético al 8%(imagen izquierda) y con
EDTA 1M (imagen derecha)

Lo anterior debera corroborarse con el analisis bromatoldgico en el caso de que se llegara a
observar una gran disminucién en el contenido de grasa de las muestras, esperandose que
exista una menor concentracion de pigmentos carotenoides en las harinas desmineralizadas
con EDTA.

Dado que la astaxantina se encuentra de manera mono o diesterificada, la reaccién de

saponificacion es muy similar a la que sufren los triglicéridos y los acidos grasos tal y como

se aprecia en la Figura 24 (Yuan y Chen, 1999).
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Figura 24. Reaccién de hidrélisis de los esteres de astaxantina (Yuan y Chen, 1999)

4.4. Caracterizacion de las harinas de restos de jaiba

Los resultados obtenidos del analisis bromatolégico de las harinas entera asi como de las
harinas desmineralizadas con EDTA dibasico de sodio se presentan en la Tabla 10. Los
resultados del analisis bromatoldgicos de los caparazones y el residuo de las tenazas
obtenidos en esta investigacion fueron comparados con los datos obtenidos por Morillo y
colaboradores (2006).

Tabla 10. Analisis bromatolégico de las harinas de caparazén y tenazas de jaiba

Tipo de harina de jaiba Referencia
Componente Entera Desmineralizada Desmineralizada Morillo et al., 2006
(% m/m) con EDTA con acido acético " aApdomen Caparazén | Tenaza
Humedad 3.67° 31577 3.627°7 5.467° 57377 527752
Cenizas 42 747% 1.4707 36.770°° 29.27*"% 37.18"% | 53.55°"Y
Grasa 5.2°0% 0.3877% 3.637% 4.6470% 6.1870%° 0.047%°
Proteina* 20.45"% 7.09°7%7 22.68%% 4176 27.37°9% | 22.57°%%°
Fibra** 221504 82517 28.15* NR NR NR
ﬂﬁ?ﬁﬁi*ﬂf 5.86"%"° 5.48%07° 5.22"04 NR NR NR

NR:No reportado,*Factor de conversién de nitrégeno a proteina para residuos de crustaceos utilizado fue
9.11577 (Lim y Sessa, 1995)., **Incluye quitina, *** Calculado por diferencia

Como se aprecia en la Tabla 10, los resultados obtenidos para la harina entera de
caparazones Yy tenazas sin pulpa de jaiba fueron muy similares a los reportados por Morillo y
colaboradores (2006), quienes analizaron los residuos de jaiba para cada una de sus

fracciones, es decir abdomen, caparazon y tenazas. Cabe mencionarse que en la presente
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investigacion las harinas enteras fueron obtenidas de la molienda de la mezcla de los

residuos de caparazones y tenazas.

En cuanto al contenido de proteina de la harina entera el obtenido fue ligeramente menor al
reportado por Morillo y colaboradores (2006) ya que ellos reportaron en promedio un
contenido de proteina del 24.97%, mientras que en las muestras analizadas se determind un
20.45%. Esta diferencia se vio atribuida a que durante la preparacion de la muestra, tanto los
caparazones como tenazas fueron lavados perfectamente, desprendiendo cualquier resto de
tejido que pudiese quedar adherido. En el estudio de Morillo y colaboradores, emplearon
residuos obtenidos directamente de una planta procesadora de crustaceos, por lo que es
probable que tuviesen restos de tejido adheridos al caparazén y tenazas, lo cual podria

incrementar el contenido proteinico.

En cuanto al elevado contenido de cenizas, se procedio a realizar un analisis mas detallado
de los minerales principales que se encuentran en estos residuos. Los minerales analizados
fueron el calcio, el fosforo, el hierro y los cloruros. Los resultados de estas determinaciones

se aprecian en la Tabla 11.

Tabla 11. Composicion mineral de las harinas de jaiba

Mineral Tipo de harina de caparazén y residuos de tenazas Referencia
. . Desmineralizada Montiel (2012)
Desmineralizada con iy
Entera EDTA con &cido -

acético Caparazon Tenaza
Calcio 27.45"% 0.150%7%% 22519 25.52% 32.93%
Fésforo 1.22*0%%9, 0.064*9%%7%, 0.971*%% % 1.924% 1.138%
Hierro 95" ppm 168**'ppm 345.2%%ppm 306ppm 108ppm
Cloruros 0.44*1%0, 0.14*%%0 3.51*0%, 1.001% 1.065 %

De la mezcla de minerales el que se encontré en mayor abundancia fue el calcio, el cual
represento el 27.45% de estos residuos. Este mineral se encuentra en forma de carbonato de
calcio y es lo que brinda la rigidez al exoesqueleto de estos crustaceos. También se aprecia
que este resultado coincidié con lo reportado por Montiel (2012), quien indica un porcentaje
de calcio en un 25.52% para caparazon y un 32.93% para tenaza. Cabe resaltar que en esta

44




investigacion las harinas se obtuvieron de una mezcla de caparazones y tenazas de jaiba
adquiridas en la zona de pescados y mariscos de la central de abastos en la ciudad de
México. Para el resto de los minerales, se observaron diferencias con lo reportado por
Montiel (2012). Esto pudo deberse al empleo de metodologias diferentes. Montiel determiné
estos minerales por medio de absorcidn atomica, mientras que en la presente investigacion
se determinaron por colorimetria empleando curvas de calibracion (Anexos 3 y 4 para hierro
y fésforo) y por el metodo de Mohr (para cloruros). Es evidente que el proceso de
desmineralizacion cambio drasticamente la composicion de las harinas, por lo cual, para
clarificar estos resultados, en la Figura 25 se muestra la comparacion de la composicion de
las harinas de caparazones y residuos de tenazas enteras, las desmineralizadas con EDTA

dibasico y con acido acetico, respectivamente.

Figura 25. Comparacion de la composicion de las harinas de jaiba

Como se aprecia en la Figura 25, en primer lugar, se observé que la desmineralizaciéon

empleando EDTA dibasico de sodio 1M en wuna relacion 1:9 (harina:solucion
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desmineralizante) resulté ser muy efectiva y drastica, ya que el contenido de cenizas
disminuyo de un 42.74% a solamente 1.4%, lo cual era lo esperado. Por su parte, el uso del
acido acético no disminuyé de forma considerable el contenido de cenizas, siendo de 36.7%.
Al realizar el analisis de varianza (ANDEVA) correspondiente, se encontré que, puesto que el
valor de P fue menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media del % de cenizas entre cada uno de los tipos de harina. La Tabla ANDEVA para este

analisis se encuentra en el ANEXO 6 Tabla A.6.1.

Para saber entre qué grupos existié una diferencia estadisticamente significativa se realizo la
prueba de rangos multiples encontrandose que los tres tipos de harina fueron
estadisticamente diferentes en cuanto a su contenido de cenizas (los resultados estadisticos

de manera detallada se pueden consultar en el ANEXO 6 Tabla A6.2).

En cuanto al contenido de humedad no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas con un a=0.05 (ANEXO 6 Tabla A 6.3), siendo de un 3.60% para las harinas
enteras, de un 3.15% para la harina desmineralizada con EDTA y de un 3.62% para las
harinas desmineralizadas con acido acético, lo cual concuerda con lo esperado, ya que todas

las harinas fueron sometidas a procesos de secado similares.

Para las proteinas se esperaba que aumentase el contenido proteinico debido al efecto de
concentracion que se sufre al eliminar algun componente. Sin embargo, se observd una
disminucién pasando del 20.45% a solamente un 7.04% en las harinas desmineralizadas con
EDTA. Esto pudo deberse al valor de pH alcalino de la solucién desmineralizante, la cual se
encontraba a un pH cercano de 10. Recordando que las proteinas a pH alcalino sufren
reacciones de hidrolisis, dando como resultado la presencia de péptidos y aminoacidos, que
son solubles. Los productos resultantes de la hidrdlisis alcalina de las proteinas muy
probablemente se perdieron en las aguas de lavado durante la operacién unitaria de
desmineralizacion. Esto concuerda con lo reportado por No y colaboradores (1989) quienes
reportaron que alrededor de 2/3 partes de las proteinas son removidas al lavar los

exoesqueletos con agua caliente o con una solucion alcalina.
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Al realizar el analisis de varianza (ANEXO 6 Tabla A 6.4) se encontré la existencia de una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en el contenido proteinico de las harinas de
jaiba. Mediante una prueba de rangos multiples (ANEXO 6 Tabla A 6.5), se encontré que el
contenido de proteina en las harinas enteras y en las harinas desmineralizadas con acido
resultaron estadisticamente iguales. A su vez, estos dos tipos de harinas fueron
estadisticamente diferentes en cuanto a su contenido proteinico con respecto de las harinas
desmineralizadas con EDTA dibasico, lo cual, posiblemente se deba a los fendbmenos

anteriormente descritos.

Otra de las consecuencias del pH alcalino de la solucion de EDTA fue la posible reaccion de
saponificacion de la grasa presente en los residuos de jaiba, la cual se aprecia en la Figura
25, ya que se denota un marcado descenso en cuanto al contenido de grasa, pasando del

5.2% en las harinas enteras al 0.38% en las harinas desmineralizadas con EDTA.

Los resultados de las harinas desmineralizadas con acido acético confirmaron esta hipoétesis,
ya que se obtuvieron contenidos de grasa del 3.63%, valor mas cercano al de las harinas
enteras, con lo cual se confirmé que esta enorme pérdida fue debida al pH alcalino (pH=10)

de la solucion de EDTA dibasico de sodio.

El analisis estadistico ANDEVA (ANEXO 6 Tabla A 6.6) corroboré que si existieron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al contenido de grasa en los diversos
tipos de harinas de jaiba. Al igual que con las proteinas, la prueba de rangos multiples
(ANEXO 6 Tabla A 6.7) demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre las harinas enteras y las harinas desmineralizadas con acido acético, pero que estos
dos grupos si son estadisticamente diferentes con respecto a las harinas desmineralizadas
con EDTA. Esto quizas se deba a las reacciones de saponificaciéon que ocurrieron durante la

desmineralizacion con EDTA.

En cuanto al contenido de fibra en las harinas enteras éste fue de 22.15%, lo cual concuerda
con lo indicado por Garzén y colaboradores (1993), quienes reportaron que el contenido de

quitina en crustaceos oscila entre un 15 a un 30%.
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Generalmente, la rigidez de los exoesqueletos de los crustaceos se debe a la inclusién de
sales de calcio en los espacios existentes entre las fibras de quitina, a las que
ocasionalmente son adheridas las proteinas. Asi mismo se ha reportado que la quitina puede
estar asociada a pigmentos cetocarotenoides (cantaxantina y astaxantina) (Calvo-Carrillo et
al., 1995).

Como puede apreciarse, la quitina es la base estructural del exoesqueleto de los crustaceos
y, debido a esta resistencia, no sufre ningun cambio durante los tratamientos

desmineralizantes.

Consierando lo anterior, se aprecié un notable incremento de este componente en las
harinas desmineralizadas, llegando a ser de un 82.5% para las harinas desmineralizadas con
EDTA con respecto del 28.15% para las harinas desmineralizadas con acido acético. El
analisis de varianza correspondiente (ANEXO 6 Tabla A 6.8) indico la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al contenido de fibra entre los diferentes
tipos de harinas. Al realizar la prueba de rangos multiples (ANEXO 6 Tabla A 6.9), se
encontré que si existié una diferencia estadisticamente significativamente entre los tres tipos
de harinas de residuos de jaiba, es decir, los contenidos de fibra fueron totalmente diferentes

para los tres tipos de harinas.

Finalmente, los carbohidratos, por otra parte, no se vieron afectados por el proceso de
desmineralizacion, lo cual se aprecia en el ANDEVA correspondiente (ANEXO 6 Tabla A
6.10), el cual indicé que no hubieron diferencias estadisticamente significativas entre los
datos obtenidos, por lo que el contenido de carbohidratos quedd en cantidades muy similares
en los tres tipos de harinas (5.86% , 5.48% y 5.22%, para harina entera, desmineralizada con

EDTA y desmineralizada con acido acético, respectivamente).

El mineral preponderante en las harinas de jaiba fue el calcio, representando un
27.45%(m/m). Es por ello que la finalidad pretendida con la desmineralizacion fue la de
eliminar este componente para facilitar la extraccion de los pigmentos carotenoides. Como se

puede apreciar en la Figura 26, la desmineralizacion con EDTA 1M en una relacion
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harina:disolucién 1:9 resulté ser mas efectiva en la remocién de calcio que una disolucion de

acido acético al 8%(v/v) en la misma proporcion harina:disolucién desmineralizante (1:9).

La descalcificacién en el caso del EDTA fue cercana al 99% mientras que en el caso del

acido acético fue de aproximadamente el 20%.

30
25 22.5
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=
—
=
e 15
=
1]
[}
R 10
5
0.15
O — e
Harina entera Harina desmineralizada Harina desmineralizada
con EDTA con acido
% Calcio 27.45 0.15 22.5

Figura 26. Comparacion en el contenido de calcio de las diversas harinas de jaiba

Al realizar el analisis de varianza correspondiente ANDEVA (ANEXO 6 Tabla A 6.11) se
encontré la existencia de diferencias estadisticamente significativas para el contenido de
calcio en los tres tipos de harinas. Al realizar la prueba de rangos multiples (ANEXO 6 Tabla
A 6.12) se encontré que ninguno de los tipos de harinas fueron estadisticamente iguales en
lo que respecta al contenido de calcio.

Otro de los minerales que sufri6 una importante disminucién durante el proceso de

desmineralizacion fue el fésforo. Hay que recordar que el calcio se encuentra en forma de

49



carbonatos o fosfatos en el exoesqueleto de los crustaceos, por lo que al perderse el calcio,
se pierde el fosforo asociado a él. El analisis de varianza ANDEVA (ANEXO 6 Tabla A 6.13)
mostroé que, al igual que con el calcio, existe una diferencia estadisticamente significativa en
cuanto al contenido de fésforo en los diferentes tipos de harinas de jaiba. A su vez, la prueba
de rangos multiples (ANEXO 6 Tabla A 6.14) mostré que los tres grupos fueron

estadisticamente diferentes entre si.

Por su parte, el hierro mostrdé un incremento en la concentracion de las harinas
desmineralizadas pasando de 95mg/kg en las harinas enteras a 168mg/kg en las harinas
desmineralizadas. Esto se debe al exceso de calcio que ocasiona que todo el EDTA se
encuentre complejado de la forma CaY? por lo que no queda EDTA disponible para
complejar al hierro. El comportamiento del hierro en las harinas desmineralizadas con acido
fue también de un incremento, solamente que para estas harinas fue mucho mas marcado,

teniéndose concentraciones de hasta 345.2mg/kg.

El analisis de varianza ANDEVA (ANEXO 6 Tabla 6.15) indico que si existe una diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al contenido de hierrro, por lo que para saber si
alguno de estos grupos fueron estadisticamente similares respecto al contenido de hierro se
llevd a cabo una prueba de rango multiple (ANEXO 6 Tabla A 6.16) encontrandose que

ninguno de los grupos fueron estadisticamente similares.

Finalmente, para el contenido de cloruros (determinado como NaCl), el comportamiento
observado fue de un descenso para el caso de las harinas desmineralizadas pasando de un
0.44% a solo un 0.14%. Contrario a esto fue lo ocurrido con las harinas desmineralizdas con
acido aceético, en donde se aprecio un notable incremento, llegando estas harinas a contener
una media de 3.51% de NaCl.

El analisis estadistico ANDEVA (ANEXO 6 Tabla A 6.17) mostro la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Por su parte, la prueba de rangos multiples (ANEXO
6 Tabla A 6.18) indic6 que entre las harinas desmineralizadas con EDTA y las harinas

enteras no hubieron diferencias estadisticas respecto en cuanto al contenido de NaCl. Por su
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parte, las harinas desmineralizadas con acido acético presentaron un contenido de NaCl

estadisticamente diferente tanto para las harinas enteras como para las harinas

desmineralizadas con EDTA.

4.5. Cuantificaciéon de los pigmentos carotenoides (astaxantinas)

Para determinar la concentracién de los pigmentos extraidos de las harinas de jaiba (entera y
desmineralizadas), se utilizd una curva de calibracion de astaxantina comercial (ANEXO 5).

Los resultados de las extracciones se aprecian en la Tabla 12 y en la Figura 27.

De acuerdo con la Figura 27, la maxima concentracién de carotenoides (astaxantina) en el
extracto oleoso se obtuvo con las harinas enteras en una relacion harina:aceite de 1:10 y

mediante el calentamiento a 80°C durante 15 minutos.

Tabla 12. Concentraciéon de pigmentos carotenoides en diferentes tipos de harina de desechos
de jaiba

Tipo de harina

Harina entera Harina desmineralizada EDTA Harina desmineralizada acido
Relacidén harina: aceite de soya Relacién harina: aceite de soya Relacidén harina: aceite de soya
1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100
Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de Tipo de
extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion extraccion
El 5502 [ E1 [ 121™® | E1 | 177" | E1 | 0.013°" | E1 | 1.72*"® | E1 0.38%"2
E2 6.89°"" | E2 1.84°%7 | E2 | 251" | E2 0.24*% E2 | 6.813"% | E2 | 0.12*%
E3 608" | E3 | 129" | E3 | 159" | E3 | 055" | E3 | 3.95°"% | E3 | 0.44*%%

Los resultados reportados son el promedio de tres determinaciones y se encuentran en pg de astaxantina/mL de
aceite de soya. Donde: E1: 200rpm durante 24 horas a temperatura ambiente, E2: 200rpm durante 20 minutos a
80°C, E3: Sonicacion a 20 kHz 650W durante 6 minutos a 20°C

Al comparar la extraccion entre los tres tipos de harinas analizadas: a) harina entera, b)
harina desmineralizada con EDTA dibasico de sodio y c) harina desmineralizada con acido,
se observo que para los tres métodos de extraccion y las dos relaciones harina:aceite,
siempre se obtuvo una mayor concentracion de pigmentos carotenoides (astaxantinas) en las
harinas enteras. En el caso de las harinas desmineralizadas con EDTA, la astaxantina se
volvié mas polar y se perdi6é en las aguas de lavado debido al fendmeno de hidrdlisis de los

ésteres de astaxantina (saponificacion) (ver Figuras 23 y 24).
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Figura 27. Concentracion de pigmentos carotenoides (astaxantina)

Los datos de la concentracién de pigmentos carotenoides fueron analizados mediante un

analisis multivariable con un a=0.05, los resultados de dicho analisis se aprecian en la Tabla

13.

Tabla 13 Analisis de varianza realizado para la concentraciéon de pigmentos carotenoides

obtenidos de los diferentes tipos de harinas

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
A:Tipo de harina 21.91 1 21.91 19.18 0.0001
B:Relacion H:A 157.63 1 157.63 138.00 0.0000
C:Tipo de extraccion 2.74 1 2.74 2.40 0.1282
AB 1.68 1 1.68 1.47 0.2313
AC 0.96 1 0.96 0.84 0.3637
BC 0.92 1 0.93 0.81 0.3722
ABC 12.70 1 12.70 11.12 0.0017

Error total 51.40 45 1.14

Total (corr.) 293.57 53

Donde: GI= grados de libertad
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Dado que el valor de P de la prueba F fue menor que 0.05 para los factores: (A) tipo de
harina, (B) relacion harina aceite y de la interaccién (ABC) entre los tres factores, se concluye

que existe una diferencia estadisticamente significativa entre ellos.

En la Figura 28 se muestra el diagrama de Pareto estandarizado mostrando la contribucion
de cada uno de los factores, donde se observa que los factores que mas contribuyeron a la
diferencia estadistica, fueron la relacion harina:aceite y el tipo de harina. Por su parte el tipo

de extraccion no influyé en la diferencia estadistica.

Figura 28 Diagrama de Pareto estandarizado para concentracién de pigmentos carotenoides

Al realizar una comparacion entre los tres métodos de extraccién se observd que al parecer
el metodo mas eficiente para la extraccion de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) en
el aceite de soya fue el calentamiento a 80°C con una agitacion de 15 minutos, seguido de la
sonicacién y, por ultimo, de la agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. Sin
embargo, al analizar los resultados de la ANDEVA y del diagrama de Pareto se concluye que
resulta indiferente el tipo de extraccion que se empleé, siempre y cuando se mantenga
constante la misma relacion harina: aceite y el tipo de harina.

Yuan y Chen (1999) reportaron que el NaOH puede degradar en gran medida a la
astaxantina. Ya que a elevadas concentraciones de NaOH (>0.05M) se presentan una gran

cantidad de reacciones de degradacion que, si bien aun no se tiene claro cuales son los
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mecanismos de degradacion, si se sabe que a partir de un pH = 8 se sigue una cinética de
orden cero, tal y como se aprecia en la Figura 29.

-]
:

Astaxanthin content (mg/L)
>

T — T T T — 0.0 r
o 1 2 3 4 5 8 7 8 0.00 0.01
Time (h)

002 003 004 005 006 007
NaOH concentration (M}

Figuras 29. a) Disminucion de la concentracion de astaxantina a diversas concentraciones de NaOH

0.01M (O), 0.02M (A), 00.04M (o) y 0.06M( A ). b) Incremento de la constante de degradacion conforme se
aumento la concentracion de NaOH (Yuan y Chen, 1999)

Por su parte, Herrera-Andrade y colaboradores (2011), estudiaron la estabilidad de la
astaxantina después de la saponificacion, encontrando que el pH 6ptimo obtenido fue de 5
(ver Figura 30) y que, a partir de un pH=8, las reacciones de degradacion afectan
severamente el contenido de astaxantina, por lo cual, es recomendable tener la astaxantina

en medios acidos para de esta manera evitar su degradacion.

Figura 30 .Concentracién de astaxantina (ng/g) en funcién del ajuste de pH (Herrera-Andrade et al., 2011)

En el caso de saber cual de las dos relaciones de harina:aceite empleadas fue la mas
eficiente, fue necesario hacer una transformacion de los datos y presentarlos como pg de
astaxantina/g de harina, es decir, determinar cuanto pigmento se obtuvo por cada gramo
empleado. Para ello, se construy6 la Figura 31 en donde se aprecia que la mayor cantidad de
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pigmentos por gramo de harina fue obtenida al emplearse una relacién 1:100 de
harina:aceite de soya. De igual manera, se obtuvieron mayores concentraciones de
pigmentos carotenoides en la harina entera al ser extraida mediante calentamiento a 80°C/15

min que en las harinas desmineralizadas.

Figura 31. Cantidad de pigmentos (astaxantina) obtenidos por cada gramo de harina

Por ello, si bien es verdad que se obtuvo un mayor rendimiento al emplear una relacion 1:100
(Figura 31), la mayor concentracién (pigmentacion) del extracto oleoso (Figura 27) se logro
obtener bajo una relacién 1:10, por lo que en futuras investigaciones seria necesario
experimentar con mas relaciones de harina:aceite de soya, para encontrar las condiciones
optimas donde se gaste la menor cantidad posible de harina y se logre obtener una

pigmentacién adecuada del extracto oleoso.
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En la Tabla 14 se muestra una comparacion del contenido de astaxantinas presentes en las
harinas de jaiba con respecto a lo reportado en la literatura, cabe mencionar que el contenido
de pigmentos carotenoides (astaxantinas) fueron comparados con otras especies de
crustaceos y con otros métodos de extraccion debido al limitado numero de investigaciones

que han trabajado con jaiba.

También se aprecia que el maximo contenido de pigmentos carotenoides (astaxantinas) en la
presente investigacion fue superior a lo reportado por De-Dios (2002) y por Félix-Valenzuela
y colaboradores (2001), mostrando que fue mas eficiente la extraccidon de pigmentos
carotenoides con aceite de soya respecto a la extraccion con una mezcla de solventes

organicos e incluso mayor a la extraccion mediante fluidos supercriticos.

En lo que respecta a la especie, se observa que para la jaiba (C. sapidus) la concentracion
de pigmentos carotenoides (184ug/g) fue mayor a la obtenida por algunos investigadores

empleando otras especies como lo fueron el camarén, el cangrejo de la nieve o la langosta.

Tabla 14. Comparacioén del contenido de astaxantinas obtenidas en la presente investigacion
contra lo reportado por la literatura

Contenido de Fuente Método de extraccion Referencia

pigmentos (ng/qg)

184 C. sapidus Calentamiento en aceite de soya Presente

investigacion

30.5 C. sapidus Extraccién con fluidos supercriticos CO,/ Félix-Valenzuela
Metanol et al., 2001
62.2 C. sapidus Extraccién con mezcla de éter de De-Dios, C., 2002

petréleo:acetona:agua

147.7 P. borealis Calentamiento en aceite de higado de Shahidi y
(Camarén) bacalao Synowiecki, 1991
97.69 (Camarén café) Calentamiento en aceite de girasol Tenorio, E., 2013
119.6 Ch. opilio Calentamiento en aceite de higado de Shahidi y
(cangrejo de la nieve) bacalao Synowiecki, 1991
153 P. clarkii Extraccion con mezcla de éter de Meyers y Bligh,
(Langosta) petréleo:acetona:agua 1981
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4.6. Porcentaje de recuperaciéon de los pigmentos carotenoides para cada tipo de
extraccion

Como control del proceso de extraccion se adiciond un patron empleando una solucién de
astaxantina comercial con una concentracion inicial conocida de 0.0125 mg/mL de
astaxantina las cuales se procesaron de igual manera que las muestras de harina. Los
resultados del % de recuperacidén obtenido de cada uno de los tres métodos de extraccién
empleados (agitacion a 200 rpm a temperatura ambiente por 24 horas, calentamiento a 80°C
durante 15 minutos y sonicacion a 20kHz por 6 minutos) se aprecian en la Figura 32, siendo
el porcentaje de recuperacion de 96% para la agitacion a temperatura ambiente, de 94%

para el calentamiento a 80°C y de 90% para la sonicacion a 20kHz por 6 minutos.

Figura 32. Porcentaje de recuperacién de astaxantina para cada tipo de extracciéon

La pérdida de pigmentos en el proceso de agitacién es probable que se deba al constante
contacto del oxigeno con el pigmento, por su parte la perdida durante la extraccion a 80°C se
debe a las altas temperaturas, ya que éste es uno de los principales factores que aceleran
las reacciones de degradacion de lipidos. La extraccion asistida por ultrasonido fue la que
mayor dafio ocasiond a los pigmentos carotenoides, lo cual concuerda con lo reportado con
Zhao y col. (2006), quienes encontraron en su investigacion que el someter durante 6
minutos a la astaxantina a 600W se ocasionaba una pérdida del 14% de este pigmento
degradandose en compuestos no coloridos. Esto puede deberse al fendmeno de cavitacion,

que involucra la formacion, crecimiento y rapido colapso de burbujas microscépicas. La
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cavitacién genera elevadas temperaturas en puntos locales de la solucién, asi como a la

accion mecanica entre las interfaces solido-liquido, lo cual ocasiona la degradacion de la

astaxantina. Por ello se debe ser muy cuidadoso con las condiciones de ultrasonido

empleadas al realizar cualquier tipo de extraccion para evitar dafar la molécula de interés

(Zhao, et al., 2006).

Tabla 15. Analisis de varianza para el porcentaje de recuperaciéon de cada uno de los métodos
de extraccion

Fuente Suma de G/ Cuadrado medio Razén-F Valor-P
cuadrados

Entre grupos 447.077 2 223.54 20.52 0.0021

Intra grupos 65.3645 6 10.89

Total (Corr.) 512.442 8

Donde: GI= grados de libertad

El analisis de varianza se aprecia en la Tabla 15, donde se observa que a pesar de lo

descrito previamente, no existio diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de

recuperacion entre los tres tipos de extracciones estudiados en la presente investigacion.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Con base en el objetivo general que fue: Obtener pigmentos carotenoides (astaxantinas) a
partir de residuos de jaiba empleando una extraccién solido-liquido con aceite de soya como

disolvente, se tienen las siguientes conclusiones:

» La mayor pigmentacion del extracto oleoso se obtuvo con la harina entera, empleando
una relacion harina: aceite 1:10 y calentando a 80°C con una agitacion durante 15

minutos, alcanzando concentraciones de 6.89ug/mL

» La mayor cantidad de astaxantina obtenida por gramo de harina, se obtuvo con la
harina entera, en una relacién harina:aceite 1:100 y un calentamiento de 80°C durante

15 minutos, lograndose obtener 184.3ug/g harina

Las conclusiones derivadas de los objetivos especificos fueron las siguientes:

» Las condiciones adecuadas para el secado de los desechos de jaiba sin dafar al
pigmento y lograr una disminucién de la humedad y la desnaturalizacion de la
crustacianina fueron de 80°C durante 3 horas

> El 60% de las harinas obtenidas presentaron un tamafo de particula menor a los
420um

» La humedad de los desechos de jaiba fueron de 33.1% y después del secado fue de
4.61%

» La cantidad de cenizas inicial en los desechos de jaiba fue de 42.7% coincidiendo con
lo reportado por Morillo y colaboradores (2006)

» El mayor porcentaje de desmineralizacion se logré al usar una solucion de EDTA 1M
con una relaciéon 1:9 de harina:disolucion desmineralizante, lograndose obtener
harinas desmineralizadas con solamente 1.41% de cenizas

» Resulté mas efectivo aumentar la concentracién de EDTA que aumentar la relacion
harina:disolucion para llevar a cabo la desmineralizacion de la misma
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Los andlisis bromatoldgicos de los restos de jaiba concuerdan con lo reportado en la
literatura, a excepcion de algunos minerales como son el fosforo, el hierro y los
cloruros, debido a las diferencias en las técnicas analiticas empleadas para su
determinacion

La desmineralizacion con EDTA dibasico 1M, afecté severamente la composicién de
las harinas, por lo que si bien fue posible demineralizar en un 99%, se dafa
severamente a las proteinas y los lipidos ocasionando una disminucion de éstos
Respecto del contenido de humedad, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tres tipos de harinas

Se encontrd la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en
cuanto al contenido de proteina en las harinas enteras y desmineralizadas

La prueba de rangos multiples indicé que el contenido proteinico fue igual para las
harinas enteras y las desmineralizadas con acido acético, no asi con las harinas
desmineralizdas con EDTA

El pH alcalino ocasion6 que las harinas enteras y desmineralizadas presentaran
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al contenido de grasa, siendo
menores en las harinas desmineralizdas con EDTA

Se encontré diferencia estadisticamente significativa una P(<0.05) respecto del
contenido de fibra (quitina). No se encontré la existencia de grupos homogéneos,
repecto del contenido de fibra

En cuanto al contenido de carbohidratos no se encontré diferencia estadisticamente
significativa, lo cual concuerda con lo esperado ya que ninguna de las reacciones de
desmineralizacion deberia afectarlos

La composicion mineral resultd ser diferente en cada una de los tipos de harina de
jaiba, encontrandose diferencia estadisticamente significativa en cada uno de los
minerales analizados: calcio, fésforo, hierro y cloruros

El pH alcalino de la solucion desmineralizadora ocasioné pérdida de los carotenoides
(astaxantinas) ademas de su degradacién

Mediante el analisis de varianza multifactorial realizado con un nivel de significancia
del 0.05 se encontrd la existencia de diferencias estadisticamente significativas para

dos de los factores analizados (tipo de harina y relacion harina:aceite), asi como la
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interaccién de los tres factores: tipo de harina, relaciéon harina: aceite y tipo de
extraccion

> El pH jugd un papel primordial en la estabilidad de la astaxantina

5.2.

Recomendaciones

De acuerdo con la ultima conclusion, seria recomendable para investigaciones
futuras realizar estudios acerca de la degradacion de astaxantina a diversos
valores de pH por ejemplo, de 5, 7y 10

En futuras investigaciones se deberan probar otros agentes desmineralizantes
como lo son el acido lactico, el acido propionico y el acido clorhidrico diluido

Se deberan encontrar las condiciones 6ptimas del tiempo de proceso para cada
tipo de extraccion

Se sugiere emplear otros aceites comestibles, para la extraccién de los
pigmentos, como el de girasol , canola o pescado para verificar su eficiencia en la
extraccion de pigmentos carotenoides (astaxantinas) asi como realizar un estudio
de la cinética de degradacion de la astaxantina tomando en consideracion el pH
Por ultimo, se propone estudiar la extraccion de los pigmentos carotenoides

empleando nuevas relaciones de aceite harina de jaiba
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ANEXO 1
DESCRIPCION DETALLADA DE LOS ANALISIS BROMATOLOGICOS

A.1.1. DETERMINACION DE HUMEDAD POR SECADO EN ESTUFA (DOF, 1986)

Fundamento

Este método se basa en las mediciones de la pérdida de masa debida a la evaporacion de
agua a una temperatura cercana a la de ebullicion. La porcion de agua libre perdida aumenta
al elevar la temperatura, por lo que es importante comparar unicamente los resultados

obtenidos bajos las mismas condiciones de secado.
Procedimiento

1. Pesar de 2 a 3 gramos de muestra en un pesafiltros con tapa (previamente colocado a
masa constante 2h a 130°C)

2. Secar las muestras 2 horas en estufa a 100-110°C

3. Retirar de la estufa, tapar, dejar enfriar en el desecador y pesar tan pronto como se
equilibre con la temperatura ambiente

4. Repetir hasta masa constante

5. Calcular el porcentaje de humedad

Calculos

tphumedad = x100

s

donde
A: Masa del pesafiltros + muestra humeda
B: Masa del pesafiltros + muestra seca

m: Masa de la muestra en gramos
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A.1.2. DETERMINACION DE CENIZAS (DOF, 1978)

Fundamento

Las cenizas son el producto que permanece después de la calcinacién del material organico
o inorganico a altas temperaturas (500-600°C). Este residuo contiene éxidos y sales.
Procedimiento

En un crisol a masa constante, poner de 3 a 5 g de muestra por analizar; colocar el crisol con
muestra en una parrilla y quemar lentamente el material hasta que ya no desprenda humos,
evitando que se proyecte fuera del crisol.

Llevar el crisol a una mufla y efectuar la calcinacién completa a 550-600°C.

Dejar enfriar en la mufla, transferirlo al desecador para su completo enfriamiento y determinar

la masa del crisol con cenizas.

Calculos

U4 cenizas = x 100

T
donde:
A: Masa del crisol + cenizas
B: Masa del crisol vacio

m: Masa de la muestra en gramos
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A.1.3. DETERMINACION DE PROTEINA (DOF, 1980)

Fundamento

Este método se basa en la descomposicion de los compuestos de nitrdogeno organico por

ebulliciéon con acido sulfurico. El hidrégeno y el carbono de la materia organica se oxidan

para formar agua y bioxido de carbono. El acido sulfurico se transforma en SO,, el cual

reduce el material nitrogenado a sulfato de amonio.

El amoniaco se libera después de la adicion de hidroxido de sodio y se destila recibiéndose

en una disolucion al 2% de acido borico. Se titula el nitrdgeno amoniacal con una disolucion

valorada de acido, cuya normalidad depende de la cantidad de nitrégeno que contenga la

muestra. En este método, de Kjeldahl-Gunning, se usa el sulfato de cobre como catalizador y

el sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la digestion.

Procedimiento

1.

Determinar la masa, en la balanza analitica, de aproximadamente un gramo de
muestra y pasarla cuantitativamente a un matraz Kjeldahl, afiadirle 2g de sulfato de
cobre, 10g de sulfato de sodio anhidro, 25mL de &cido sulfurico y unas perlas de

vidrio.

Colocar el matraz en el digestor y calentar cuidadosamente a baja temperatura hasta
que todo el material esté carbonizado, aumentar gradualmente la temperatura hasta
que la disolucién esté completamente clara y dejar por 30 minutos mas a esa

temperatura.

Enfriar y anadir de 400 a 450cm?® de agua para disolver completamente la muestra,
agregar 3 6 4 granulos de zinc, un poco de parafina cuando sea necesario y 50mL de
hidroxido de sodio 6N.

Inmediatamente conectar el matraz a un sistema de destilacién, el cual previamente se
le ha colocado en la salida del refrigerante un matraz Erlenmeyer de 500mL que
contenga 50mL de acido bérico y unas gotas del reactivo Shiro Tashiro como
indicador.

Destilar hasta que haya pasado todo el amoniaco, que unas gotas de destilado no den
alcalinidad con el papel tornasol, aproximadamente 300mL.
64



6. Retirar el matraz recibidor y titular el destilado con HCI 0.1N.

Calculos

VxNx0.014x100

m

% de nitréogeno =

donde:
V: Volumen de acido empleado en la titulaciéon, en mL
N: Normalidad del HCI

m: Masa de la muestra en gramos

El porcentaje de proteinas se obtiene multiplicando el por ciento de nitrégeno obtenido por el

factor correspondiente.
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A.1.4. DETERMINACION DE GRASA BRUTA POR EL METODO SOXHLET (Nielsen,
2003)

Fundamento

Es una extraccion semicontinua con un disolvente organico. En este método el disolvente se
calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra la cual queda sumergida en el
disolvente. Posteriormente, éste es retornado al matraz de calentamiento por efecto sifon
para empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa se cuantifica por diferencia de

masa entre el matraz con el extracto lipidico y el matraz a masa constante.
Procedimiento

1. Colocar a masa constante un matraz bola de fondo plano con perlas de ebullicion

2. Pesar 4 a 5 gramos de muestra sobre papel filtro, enrollarlo y colocarlo en un cartucho
de celulosa, tapar con algodén u colocar el cartucho en el extractor

3. Conectar el matraz al extractor y posteriormente este al refrigerante. Agregar dos
cargas del disolvente (éter etilico) por el refrigerante y calentar el matraz con parrilla a
ebullicién suave

4. Verificar que se ha extraido toda la grasa dejando caer una gota de la descarga sobre
papel filtro, al evaporarse el disolvente no debe dejar residuo de grasa

5. Una vez extraida toda la grasa, quitar el cartucho con la muestra desengrasada, seguir
calentando hasta casi la total eliminacién del disolvente, recuperandolo antes de que
se descargue

6. Quitar el matraz y secar el extracto en la estufa a 100°C por una hora, enfriar y pesar

Calculos

B
x100

Yograsa =

Donde:
A: Masa del matraz con grasa
B: Masa del matraz a masa constante

m: Masa de la muestra
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A.1.5. DETERMINACION DE FIBRA DIETETICA TOTAL (Manual Sigma, 2002)
Fundamento

La fibra dietética es una mezcla de sustancias organicas complejas e inicialmente fue
definida como los polisacaridos presentes en las paredes celulares de las plantas y que
resisten la hidrélisis causada por las enzimas del hombre. Actualmente se considera que es
la suma de los componentes no digestibles de un comestible o producto alimentario.
(Nielsen, 2003). Esta definicion ahora incluye a las hemicelulosas, celulosas, ligninas,

pectinas, gomas, oligosacaridos no digeribles y ceras.

Este método esta basado en el que esta publicado en la 162 edicién de los métodos oficiales
de analisis de la Association of Official Analytical Chemists (AOAC) de los EEUU.

Este método determina el contenido de fibra dietética total en alimentos usando una
combinacion de métodos enzimaticos y gravimétricos. Las muestras secas y libres de grasa
son gelatinizadas con una a-amilasa estable al calor y luego son enzimaticamente digeridas
con proteasa y amiloglucosidasa para remover las proteinas y el almidén de las muestras. Se
afade etanol para precipitar la fibra dietética soluble. El residuo es filtrado después y lavado
con etanol y acetona. El residuo se pesa después de ser secado. La mitad de las muestras
se analiza para proteinas y la otra mitad para cenizas. La fibra dietética total es la masa del

residuo menos la masa de las proteinas y cenizas.
Procedimiento

1. Lavar los crisoles y secar a 525°C durante 1 hora.

2. Anadir 0.5g de celita a cada uno de los crisoles y secar a 130°C hasta obtener
masa constante. Registrar esta masa como “Celita+tMasa de crisol” o W1.
Almacenar en el desecador hasta su uso

3. Pesar 1 gramo de muestra en vasos de precipitados de 250mL Las muestras no
deben diferir en sus masas mas de 20mg. Registrar la masa de cada una de las
muestras

4. Anadir 50mL de solucién amortiguadora (buffer, en inglés) de fosfatos a pH de 6 a
cada vaso de precipitados

5. Adicionar 0.1mL de a-amilasa a cada vaso y mezclar
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6. Cubrir cada vaso de precipitados con aluminio y colocarlo en un bafo de agua
hirviendo. Agitar los vasos suavemente cada 5 minutos. Incubar por 15 minutos
después de que la temperatura en los vasos alcance los 95°C

7. Retirar los vasos del bafio de agua y esperar a que alcancen la temperatura
ambiente

8. Ajustar el pH de las soluciones a 7.5+ 0.2 afadiendo 10mL de NaOH 0.275N.
Verificar el pH y, de ser necesario, ajustar con NaOH o HCI

9. Inmediatamente antes de su uso, preparar una solucidon de proteasa cuya
concentracion sea 50mg/mL, empleando solucion amortiguadora (buffer, en inglés)
de fosfatos como disolvente. Afadir 0.1mL de esta solucion a cada uno de los
vasos de precipitados

10. Cubrir cada vaso de precipitados con papel aluminio y colocar en un bafio de agua
a 65°C. Incubar con agitacion continua durante 30 minutos después que la
temperatura interna haya alcanzado los 60°C

11.Retirar los vasos del bafio de agua y esperar a que alcancen la temperatura
ambiente

12.Ajustar el pH de la solucion a un valor de pH 4.0-4.6, para esto anadir 10mL de HCI
0.375 a cada vaso. Verificar el pH, de ser necesario ajustar con NaOH o HCI.

13.A cada uno de los vasos afadir 0.1mL de amiloglucosidasa

14.Cubrir cada vaso de precipitados con papel de aluminio y colocar en un bafo de
agua a 65°C. Incubar con agitacion continua durante 30 minutos después que la
temperatura interna haya alcanzado los 60°C

15. Afdadir 100mL de etanol al 95% a cada uno de los vasos de precipitado

16.Humedecer y redistribuir la cama de celita en cada uno de los crisoles usando
etanol al 78%. Aplicar suavemente succion para secar la celita. Mantener la
succion suave y cuantitativamente transferir el precipitado y la suspension de cada
vaso de precipitados a su respectivo crisol

17.Lavar el residuo con tres porciones de 20mL de etanol al 78%, dos porciones de
10mL de etanol al 95% y dos porciones de 10mL de acetona
Una goma puede formarse en algunas muestras atrapando el liquido. De
presentarse esta situacion romper la superficie de la pelicula con una espatula,

asegurar que ninguna particula de material quede adherido a la espatula o el crisol.
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El tiempo de filtracion y lavados es muy variable de muestra a muestra, siendo de
0.1 hasta 6 horas

18.Secar los crisoles que contienen el residuo durante 12 horas a 105°C en una
estufa convencional o a 70°C en una estufa de vacio

19.Enfriar los «crisoles en un desecador y registrar esta masa como
“‘Residuo+Celita+Masa de crisol” o W2

20.Analizar el residuo de dos muestras y dos blancos para proteinas usando el
meétodo Kjeldahl

21.Calcinar el residuo de dos muestras y dos de los blancos por 5 horas a 525°C.
Enfriar en un desecador hasta masa constante, registrar esta masa como
“cenizas+ Celita+ Masa de crisol” o W3

Calculos:
Masa del residuo = W2-\W1

Masa de cenizas= W3-W1

B= Rbianco=P blanco = Ablanco

—P —A

muestra

SW

%FDT — (Rmuﬂﬂ'f?"ﬂ musstra - B) x 1':":'

donde:

FDT: Fibra dietética total

R: promedio de la masa del residuo (mg)

P: Promedio de la masa de proteinas (mg)
A: Promedio de la masa de las cenizas (mg)

SW: Promedio de la masa de las muestras
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A.1.6. DETERMINACION DE CALCIO POR VALORACION CON EDTA (Nielsen, 2003)

Fundamento

El ligando hexadentado etilenodiaminotetracetato (EDTA) forma complejos muy estables 1:1
con numerosos iones inorganicos. Los complejos son fuertemente dependientes del pH ya
que a valores de pH bajos, las posiciones quelantes se protonan, disminuyendo de esta
forma su concentracion efectiva. Los puntos finales se detectan utilizando quelantes que
presenten colores diferentes en cada uno de sus estados, acomplejado y libre. En el caso del

calcio se emplea la calmagita o la murexida, ver Glosario (Nielsen, 2003).
Procedimiento

Reactivos

e Acido clorhidrico 6N

e EDTANa; 0.01M

e |ndicador murexida

e NaOH 4N

e Solucién estandar de CaCl, o CaCO3 0.1N
e Trietanolamina 30% V/V

Preparacion de reactivos:

Indicador murexida: Mezclar 0.25g de murexida (purpurato de amonio) con 25g de NacCl.

Almacenar en un recipiente.

Solucion estandar de carbonato de calcio: Secar 0.1g de carbonato de calcio a 100°C por
3 horas. Pesar 0.04g de este carbonato y transferir a un matraz aforado de 50mL usando no
mas de 10mL de agua desionizada. Agregar gota a gota acido clorhidrico 1M hasta que la

solucion sea clara y no se observe efervescencia a. Aforar el matraz.

Soluciéon de CaCl; 0.01N: Disolver 0.11g de CaCl, secado a 100°C. Durante 2 horas y

disolverlo en 10mL de HCI 3N. Aforarlo a 100mL con agua destilada.
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Solucion de EDTA 0.01M: Pesar en un vidrio de reloj la cantidad necesaria de la sal
dibasica de sodio del EDTA para preparar 250mL de la solucién 0.01M. En un matraz
aforado de 250mL, colocar 50mL de agua destilada, transferir el EDTA al balén con la ayuda
de un embudo y de un frasco lavador, agitar hasta que el EDTA se haya disuelto (el EDTA se

disuelve lentamente), una vez disuelto completar el volumen con agua destilada.

Normalizacion

Colocar 5mL de muestra de la solucion de CaCl, 0.01N en un matraz Erlenmeyer de 125mL,
afnadirle 5 gotas de NaOH 4N, enseguida agregarle 50 mg de murexida y finalmente titular

con EDTA (sal dibasica de sodio) hasta un cambio de vire de rosa a purpura.
Determinacion

a) Pesar 2 g de muestra en un crisol y calcinar a 600°C por 2 h

b) Enfriar y pasar las cenizas a un vaso de precipitados de 100 cm?®

c) Agregar 25 cm®de acido clorhidrico 6 N

d) Digerir hasta mitad del volumen aproximadamente

e) Dejar enfriar y transferir al matraz volumétrico de 100 cm?® con ayuda de un embudo y

papel filtro
f) Aforar al volumen con agua destilada y agitar
g) Tomar una alicuota de 20 cm®y llevar a un matraz o vaso de precipitados
h) Agregar 4 mL de NaOH 4N o el volumen suficiente para obtener pH 12-13
i) Agregar 2-3 gotas de la solucion de trietanolamina al 30%
j) Adicionar aproximadamente 0.1g del indicador murexida

k) Titular gota a gota con la solucién de EDTA hasta que el color de la solucion cambie

de rojo a violeta

*Repetir la operacion por triplicado.
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Calculos

amL(N) V, 40g

x————x100
Vy m  1mol Ca

0l =

donde:

X : mililitros gastados en la titulacion

N : normalidad de la solucion de EDTA
m: Masa de la muestra

Va: Volumen de la alicuota

Va: Volumen del aforo
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A.1.7. DETERMINACION DE FOSFORO TOTAL (Nielsen, 2003)
Fundamento

El método se basa en la formacion de fosfomolibdato que en presencia de acido ascorbico se

reduce a azul de molibdeno y cuya absorbancia se lee a 660 nm.
Reactivos

Solucion 1: Solucién amortiguadora de pH=4: Pesar 34g de acetato de sodio trihidratado,

disolver en agua y mezclar con 57mL de acido acético glacial, aforar a 1L con agua destilada

Solucién 2: Acido ascérbico: preparar al 1% en solucién de acido oxalico al 0.5% recién

preparado

Solucion 3: Molibdato de amonio sulfurico: Preparar diluyendo 75mL de acido sulfurico con
200mL de agua destilada, que son agregados a una disolucion que contiene 25g de

molibdato de amonio disueltos en 300mL de agua destilada.
Procedimiento

1. Pesar 1g de muestra previamente homogeneizada

2. Precalcinar y luego calcinar a 550°C por 8 horas hasta cenizas blancas

3. Tratar las cenizas en el crisol a temperatura ambiente con 5mL de agua y 5mL de
acido clorhidrico. Cubrir con vidrio de reloj y hervir cuidadosamente 5 min en placa
calefactora, evitando que se seque. Transferir cuantitativamente a matraz aforado de
100mL con agua destilada y aforar

4. Medir SmL de la solucion muestra, agregar 10mL de la solucion 1, luego 1mL de la
solucion 2 y finalmente 5mL de la solucion 3. Mezclar después de cada adicion y
aforar a 100mL con agua

5. Leer la absorbancia a 660nm durante 30 minutos exactos desde que se adiciona la
solucién 3

6. Realizar una curva patron de fésforo con fosfato monobasico de potasio, KH,POg4, de
10 a 50pug/mL

7. Interpolar las absorbancias obtenidas con los valores de la curva patrén.
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A.1.8. CUANTIFICACION DE HIERRO (DOF, 2011)
Fundamento

La ortofenantrolina reacciona con el Fe?*, originando un complejo de color rojo caracteristico
(ferroina) que absorbe notablemente en las regiones del espectro visible de alrededor de
505nm. El Fe** no presenta absorcion a esa longitud de onda y debe ser reducido a Fe?
mediante un agente reductor apropiado, como la hidroxilamina o el acido ascorbico para su

determinacion.
Procedimiento

1. Incinerar 5 g de producto en una capsula o crisol a 600°C en una mufla por 1 hora a 2
horas. Disolver las cenizas con 2mL de acido clorhidrico concentrado. Aiadir10 mL de
agua y colocar la mezcla en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos. Transferir

la solucién a un matraz aforado a 50mL y aforar con agua. Mezclar cuidadosamente

2. Reduccién de iones férricos a iones ferrosos. Valorar 25mL de la solucion de la
muestra con acetato de sodio 2 M para llevar el pH a 1.5. Aiadir TmL de la solucién
de acido ascérbico y 1mL de solucion de 1,10-fenantrolina. Mezclar y dejar reposar

durante 5 minutos.

3. Desarrollo del color. Valorar la solucion de la muestra con acetato de sodio 0.2 M para
llevar el pH a 3.5. Transferir la muestra a un matraz aforado de 50mL aforar y mezclar.
Dejar reposar la muestra por 20 minutos. Leer la absorbancia a 490nm en celdas de 1

cm de ancho junto con un blanco de reactivos.

4. Calcular el contenido de hierro en la muestra, interpolando las absorbancias con los

valores obtenidos en la curva patron.
Elaboraciéon de la curva patréon:

De la disolucion estandar de hierro (bisulfato de amonio férrico NH4Fe(SO4),:12H,0 diluida,
tomar alicuotas de 0, 1, 2, 3, 4, 5y 10mL (correspondientes a 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 100ug
de hierro, respectivamente), transferirlas a matraces aforados de 50mL; agregar a cada
matraz 20mL de agua y 1mL de solucion 1.0N de acido clorhidrico. Valorar con solucion de
acetato de sodio 2M, para llevar el pH a 1.5. Anadir 1mL de la solucién de acido ascorbico y
1mL de soluciéon de 1,10-fenantrolina. Mezclar y dejar reposar durante 5 minutos. Luego
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valorar con la solucion de acetato de sodio 0.2M para llevar el pH a 3.5; aforar y mezclar.
Dejar las soluciones en reposo por 20 minutos. Colocar las soluciones en celdas de 1cm de
ancho y medir la absorbancia en el espectrofotometro a 490nm. Registrar los resultados en

un grafico y emplearlo para determinar la cantidad de hierro en las muestras.
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A.1.9. CUANTIFICACION DE CLORUROS (METODO DE MOHR) (Nielsen, 2003)
Fundamento
El método se basa en la formacion de un precipitado color rojo ladrillo proveniente del

cromato de plata formado a partir del precipitado de cloruro de plata, una vez que todo el CI°

haya reaccionado con el nitrato de plata, como se muestra en las siguientes reacciones:
CI'+ Ag"™— AgCI (Precipitado blanco)
2 Ag* +CrO4>— Ag,CrO, (Precipitado rojo ladrillo)

La solucidn debe tener un pH neutro o cercano a la neutralidad. Un pH de 8.3 es adecuado

para la determinacion.
Procedimiento

Obtener por calcinacion a 500-550°C las cenizas. Transferir cuantitativamente las cenizas a
un matraz Erlenmeyer de 250mL y agregar 100mL de agua destilada. Lavar las cenizas que
queden adheridas en el crisol con un minimo de agua y transferirlas al matraz Erlenmeyer.
Agregar 1mL de solucion de cromato de potasio al 5% y titular con solucién 0.1M de nitrato

de plata hasta que aparezca un color naranja.

Calculos
N
Vy¥x-———x58.5
%Nacl = — 1000 100
mt
Donde:

V: mL de AgNO3; empleados en la titulacion
N: Normalidad de la solucion de AgNO3

m: Masa de la muestra
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ANEXO 2

ACERVO FOTOGRAFICO

Figura A.2.1. Muestra de jaiba fresca Figura A.2.2. Eviscerado de la jaiba

Figura A.2.3. Acomodamiento de los restos de
jaiba Figura A.2.4. Molienda de los restos de jaiba secos

Figura A.2.5. Tamizado de las harinas de jaiba Figura A.2.6. Harina tamizada de jaiba
malla 40 y 80 (420pum y 177um
respectivamente)
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Figura A.2.7. Desmineralizado de las harinas
con EDTA dibasico de sodio

Figura A.2.9. Secado de harinas
desmineralizadas

Figura A.2.11. Calcinado de las harinas para
determinacion de cenizas

Figura A.2.8. Filtrado de la harina desmineralizada
empleando tela de poro pequeiio y que no suelta
pelusa

Figura A.2.10. Comparacion de harinas de jaiba

Figura A.2.12. Determinacion de calcio mediante
titulacion con EDTA
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Figura A.2.13. Determinacion de cloruros por  Figura A.2.14. Determinacion de proteina por el método
el método de Mohr de Kjeldahl

Figura A.2.16. Determinacion de fibra dietética total

Figura A.2.15. Cuantificacion de grasa mediante el método gravimétrico enzimatico

mediante el método de Soxhlet

Figura A.2.17. Elaboracién de solucién patréon Figura A.2.18. Extracciéon de los pigmentos
de astaxantina para la curva estandar carotenoides (astaxantinas) mediante calentamiento a
80°C
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Figura A.2.19. Extraccion de los pigmentos
mediante agitacion/24 horas

Figura A.2.21. Centrifugado de las muestras

Figura A.2.20. Extraccion de los pigmentos mediante
sonicacion

Figura A.2.22. Cuantificacién de los pigmentos
carotenoides
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ANEXO 3

CURVA PATRON DE FOSFORO

Curva de calibracion utilizada en el calculo de la concentracidon de fosforo total en las

muestras de harinas de jaiba.
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Figura A3 Curva patrén de fésforo total a 660nm
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ANEXO 4

CURVA PATRON DE HIERRO

Curva de calibracion utilizada en el calculo de la concentraciéon de hierro en las

muestras de harina de jaiba.

0.4 y =0.0872x-0.0139
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[Fe] ug/mL

Figura A4. Curva patrén de hierro
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ANEXO 5

CURVA PATRON DE ASTAXANTINA

Curva de calibracion utilizada en el calculo de la concentracidon de astaxantina en las

muestras de harinas de jaiba utilizando aceite de soya.

Figura A5. Curva patrén de astaxantina
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ANEXO 6

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS BROMATOLOGICOS

Tabla A 6.1. ANDEVA para % cenizas por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados| Gl | Cuadrado medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 2990.08 2 1495.04 7250.05 0.0000
Intra grupos 1.24 6 0.27
Total (Corr.) 2991.32 8

Tabla A 6.2. Pruebas de multiple rangos para % cenizas por tipo de harina

Tipo de Harina Casos |Media Grupos homogéneos
Desmineralizacion con EDTA 3 1.4 X

Desmineralizada con acido acético 3 36.68 X

Entera 3 42.74 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.3. ANDEVA para humedad por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados Gl| Cuadrado medio Razoén-F | Valor-P
Entre grupos 0.777689 2 0.39 1.78 0.2465
Intra grupos 1.30747 6 0.22
Total (Corr.) 2.08516 8

Tabla A 6.4. ANDEVA para % proteina por tipo de harina
Fuente Suma de cuadrados|Gl! |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos 447.077 2 (22354 20.52 0.0021
Intra grupos 65.3645 6 10.89
Total (Corr.) 512.442 8

Tabla A 6.5. Pruebas de multiple rangos para % proteina por tipo de harina

Tipo de harina Casos |Media Grupos homogéneos
Harina desmineralizada con EDTA 3 71 X

Harina entera 3 21.05 X

Harina desmineralizada con acido 3 22.8833 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.6. ANDEVA para % grasa por tipo de harina

Fuente Suma de G!/ |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados

Entre grupos 31.6068 2 |15.8034 19.11 0.0025

Intra grupos 4.96078 6 |0.826796

Total (Corr.) 36.5676 8
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Tabla A 6.7. Pruebas de multiple rangos para % grasa por tipo de harina

Tipo de Harina Casos [Media Grupos homogéneos
Harina desmineralizada con EDTA (3 0.384667 X

Harina desmineralizada con acido (3 3.62667 X

Harina entera 3 4.82 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.8. ANDEVA para % fibra por tipo de harina

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [5934.83 2 2967.41 4662.89 0.0000
Intra grupos  |3.81833 6 0.636389

Total (Corr.) [5938.65 8

Tabla A 6.9. Pruebas de multiple rangos para % fibra por tipo de harina

Tipo de harina Casos|Media Grupos homogéneos
Harina entera 3 22.1667 X

Harina desmineralizada con acido |3 36.7 X

Harina desmineralizada con EDTA |3 82.4333 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.10. ANDEVA para % carbohidratos por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados |Gl |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos |0.751072 2 0.375536 2.24 0.1880
Intra grupos  [1.00712 6 0.167853
Total (Corr.) |1.75819 8

Tabla A 6.11. ANDEVA para % calcio por tipo de harina
Fuente Suma de cuadrados |Gl |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [1248.82 2 624.41 1488.33 0.0000
Intra grupos  |2.51722 6 0.419537
Total (Corr.) [1251.34 8

Tabla A 6.12 Pruebas de multiple rangos para % calcio por tipo de harina

Tipo de harina Casos|Media Grupos homogéneos
Harina desmineralizada con EDTA |3 0.1506 X

Harina desmineralizada con acido 3 22.5 X

Harina entera 3 27.13 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.13. ANDEVA para % fésforo por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados |Gl |Cuadrado MEDIO |Razén-F Valor-P
Entre grupos |2.21678 2 1.10839 120.04 0.0000
Intra grupos  |0.0554032 6 0.00923387

Total (Corr.) |2.27218 8
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Tabla A 6.14. Pruebas de multiple rangos para % fésforo

por tipo de harina

Tipo de harina Casos |Media Grupos homogéneos
Harina desmineralizada con EDTA (3 0.0627533 X

Harina desmineralizada con acido (3 0.971 X

Harina entera 3 1.21667 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A 6.15. ADEVA para contenido de Fe por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados |Gl |Cuadrado medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos [99145.7 2 49572.9 79.67 0.0000
Intra grupos  [3733.35 6 622.225

Total (Corr.) |102879. 8

Tabla A 6.16. Pruebas de multiple rangos para contenido de Fe por tipo de harina

Tipo de harina Casos |Media Grupos homogéneos
Harina entera 3 95.26 X

Harina desmineralizada con EDTA (3 167.937 X

Harina desmineralizada con acido (3 345.167 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X

Tabla A. 6.17. ANDEVA para % NaCl por tipo de harina

Fuente Suma de cuadrados |Gl |Cuadrado medio |Razéon-F Valor-P
Entre grupos |19.999 2 9.99949 306.51 0.0000
Intra grupos  |0.19574 6 0.0326233

Total (Corr.) [20.1947 8

Tabla A. 6.18. Pruebas de multiple rangos para % NaCl por tipo de harina

Tipo de Harina Casos |Media Grupos homogéneos
H desmineralizada con EDTA 3 0.137367 X

Harina entera 3 0.44 X

Harina desmineralizada con acido |3 3.44 X

No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X
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ANEXO 7

DIAGRAMA ECOLOGICO

Muestras de jaiba (Callinectes sapidus)

Aceite de soya
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2

v ! v

200rpm24haT 200 rpm 80°C, Sonicacién y extraccién
ambiente 15 minutos 20 kHz/ 650W 6 minutos
' ~
v
Centrifugado 4000 rpm R12
/15 minutos

|

Cuantificacion espectrofotométrica A,,,,=485nm

R13

R1, R12 y R13: Residuos organicos no peligrosos. Se envian a disposicion para
producir composta o se desechan de forma adecuada en la basura organica.

R2: H,SO4, CuS04.5H,0O, Na,SO4, NaOH, muestra de jaiba. Se almacena en un
recipiente adecuado se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la Unidad
de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R3: H3BO3, HCI, rojo de metilo, azul de metileno y muestras de jaiba. Se almacena en
un recipiente adecuado , se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la
Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R4: Eter de petrdleo, grasa. Se recupera el éter de petrdleo a través de un
rotoevaporador.

R5:Solucién amortiguadora de fosfatos, NaOH, HCI, etanol, acetona. Se almacena en
un recipiente adecuado, se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la
Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R6: NaOH, trietanolamina, murexida y restos de jaiba. Se almacena en un recipiente
adecuado , se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la Unidad de
Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R7: HySO4, (NH4)sM07024.4H,0, acido oxalico, acido ascorbico, CH3COONa.3H,0 y
CH3COOH. Se almacena en un recipiente adecuado, se etiqueta con todos los datos

requeridos y se envia a la Unidad de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la
UNAM (UGA).

R8:Acido ascérbico, 1,10-fenantrolina y NH4Fe(SO4)2.12H,0. Se almacena en un
recipiente adecuado , se etiqueta con todos los datos requeridos y se envia a la Unidad
de Gestion Ambiental de la Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R9: Ag,CrO4 y muestra de jaiba. Se almacena en un recipiente adecuado , se etiqueta
con todos los datos requeridos y se envia a la Unidad de Gestion Ambiental de la
Facultad de Quimica de la UNAM (UGA).

R10 y R11: EDTA, NaOH vy residuos organicos, acido acético y residuos. Se neutraliza
la disolucion y se desecha en la tarja con otros residuos no peligrosos.
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