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Resumen

La captura de crustaceos en México, en especial del camardn, (Litopenaeus vannamei) ha
mostrado un constante crecimiento a traves de los afios debido a su demanda nacional e
internacional. Al separar los cefalotorax y exoesqueletos del resto del cuerpo del crustaceo
se generan subproductos que, cuando no son reaprovechados y no se disponen de manera
adecuada, ocasionan una fuente de contaminacion. Entre los subproductos de valor de estos
crustaceos sobresalen las proteinas, la quitina y los pigmentos carotenoides. En particular,
estos ultimos son de un gran interés debido a la tendencia mundial en el uso de pigmentos
naturales. En esta investigacion se extrajeron pigmentos carotenoides (astaxantinas),
provenientes del cefalotérax de camardn, para que tras las operaciones unitarias de lavado,
secado, molienda y tamizado se obtuviera harina entera. Esta harina después de un proceso
de desmineralizacion empleando acido acético al 8% v/v fue secada y puesta en frascos de
vidrio color &mbar, para su resguardo. El disefio experimental fue de tipo multifactorial,
teniéndose tres factores: a) el tipo de harina (entera y desmineralizada), b) las temperaturas
de extracciéon (temperatura ambiente, 60 y 80°C) y c) la relacion harina:aceite (1:10 y
1:30). Posteriormente, se identificaron los compuestos carotenoides presentes en las harinas
de camardn por medio de una cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés). Se
encontraron cinco pigmentos carotenoides distintos en las muestras de harina entera y
desmineralizada (luteina, astaxantina libre, cantaxantina, monoéster de astaxantina y [-
caroteno). Por otro lado, se evalud la degradacion lipidica del aceite de soya con y sin
pigmentos, almacenadndose ambas muestras bajo tres temperaturas diferentes (4, 25 y
35°C). Se determinaron cada semana, durante un mes, el indice de perdxidos y el contenido
de pigmentos carotenoides con el objetivo de evaluar el orden de reaccion (para la
oxidacion de lipidos y la degradacion de los pigmentos carotenoides) y, asi, obtener
informacidn a partir de sus cinéticas de reaccion: la energia de activacion, la velocidad de
oxidacion, el tiempo de vida media y el tiempo de oxidacion. Finalmente, empleando el
aceite se elaboraron dos muestras de salsa de chile de arbol con la finalidad de determinar
mediante una evaluacion sensorial empleando jueces no entrenados, la existencia de
diferencias sensoriales entre los dos tipos de salsas, usando el aceite con y sin pigmentos y,
evaluandose su nivel de aceptabilidad. De las 101 pruebas sensoriales realizadas, se
encontraron que, al evaluar los atributos de color, olor, textura y sabor, no existieron
diferencias significativas a una p=>o de 0.05 entre estos atributos. El nivel de agrado
promedio para estos atributos resulté practicamente el mismo en todas las muestras. Al
evaluar la probabilidad de compra, entre una salsa y otra, también resultd que no habia
alguna diferencia significativa, por lo que resulta factible la adicion de los pigmentos en
alimentos de este tipo para aumentar su valor nutracéutico, confiriéndoles opciones de
compra a los consumidores para mejorar su salud.

Palabras clave: Obtencion de pigmentos carotenoides (astaxantinas), caroteno-proteina,
cefalotorax y exoesqueleto de camaron, extraccion solido-liquido, oxidacion lipidica.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

De acuerdo con datos de la SAGARPA (2018), México se encuentra ubicado como el
séptimo pais a nivel de produccion de camaron, siendo Sinaloa, Sonora y Nayarit los
estados con una mayor produccion (CONAPESCA, 2017), alcanzando en el 2017, un
volumen de produccion de 228 mil toneladas (SAGARPA, 2018).

La fraccion no comestible del camaron (conocida una parte como cabeza o cefalotérax y la
otra como cascaras 0 exoesqueletos) no es aprovechada por los consumidores vy,
frecuentemente, es arrojada en altamar, puertos y tiraderos municipales, generando
problemas de contaminacion por la gran cantidad de materia organica depositada en esos
sitios. No obstante, el cefalotdrax de camardn es un subproducto aprovechable por su alto
contenido de proteinas, quitina y pigmentos carotenoides (Higuera-Ciapara y col., 2006).
Actualmente, existe un gran mercado en aquellos consumidores que prefieren evitar
productos con aditivos alimentarios sintéticos, prefiriendo en su lugar, alimentos elaborados
con aditivos naturales. Los alimentos, desde el inicio de su produccion hasta su consumo,
son expuestos a diversas condiciones que pueden generar cambios en sus propiedades.
Destacan entre ellas su olor, color y sabor, cambios nutrimentales y funcionales y/o
producir ciertas enfermedades debido a la acumulacion de compuestos dafinos.

Por ello, en este estudio, se propuso aprovechar los restos no comestibles del camarén, con
el objetivo de extraer pigmentos carotenoides (astaxantinas) empleando un aceite vegetal
comestible (aceite de soya) para proceder a su incorporacion en algun alimento de consumo
humano (salsa de chile de arbol con cacahuate) para que, de esta forma, sean aprovechadas
sus caracteristicas antioxidantes, permitiendo aumentar su valor nutrimental. De esta
manera, se plantearon los siguientes objetivos particulares enmarcados dentro de un

objetivo general.

1.2. Objetivo general
Obtener pigmentos carotenoides (astaxantinas) a partir de desechos de camarén mediante
una extraccién sélido-liquido con aceite de soya comestible como vehiculo para adicionarse

en un alimento.



1.3. Objetivos particulares

» Obtener harina a partir de subproductos de cefalotérax de camarédn de la especie
Litopenaeus vannamei, conocido como camardn patiblanco, tras realizar las
operaciones unitarias de lavado, secado, molienda y tamizado.

» Optimizar la extraccion de pigmentos carotenoides, a través de un proceso de
desmineralizacion de la harina de camardn con &cido acético glacial al 8% v/v en
una relacién harina-agente desmineralizante de 1 a 9.

» Evaluar los cambios en la composicion bromatoldgica de las muestras de harina de
camaron debido al proceso de desmineralizacion.

» Determinar el mejor método de extraccién empleando 3 variables: tipo de harina
(entera y desmineralizada), relacion harina:aceite (1:10 y 1:30) y temperatura de
extraccion (temperatura ambiente, 60 y 80°C).

» Obtener la cinética y orden de reaccion de la oxidacion de lipidos y la degradacion
de los pigmentos carotenoides.

» ldentificar algunos de los pigmentos carotenoides presentes mediante una
cromatografia en capa fina.

» Elaborar un alimento funcional con el aceite de soya pigmentado (salsa) y llevar a
cabo una evaluacion sensorial mediante jueces no entrenados para determinar su

aceptabilidad.

1.4. Hipotesis de trabajo
Partiendo del cefalotérax de camardn (Litopenaeus vannamei) se obtendran pigmentos
carotenoides (astaxantinas) empleando un aceite vegetal comestible para su incorporacion

en un alimento que mejoren las caracteristicas antioxidantes del aceite.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Importancia del tema

A pesar del éxito de la industria camaronera y su notable crecimiento alrededor del mundo,
la gran cantidad de subproductos generados se han convertido en un problema econémico y
ambiental. Es por ello, que la industria ha sido objeto de criticas por parte de ambientalistas
y cientificos (Espinosa y Bermudez, 2012). Los subproductos de crustaceos son generados
durante las operaciones de procesamiento, asi como en la obtencién o acondicionamiento
de las porciones comestibles de cangrejos, langostas, camarones, etc. Generalmente estos
subproductos contienen sales minerales (15-35%), proteinas (25-50%), quitina (25-35%),
lipidos y pigmentos.

La generacion de subproductos de camaron es enorme si se compara con el porcentaje que
se comercializa mundialmente. En la actualidad, son producidos alrededor de 6 millones
400 mil toneladas de camaro6n entero, mismas que equivalen a 4 millones 160 mil toneladas
de camardn sin cabeza (2 millones 240 mil toneladas corresponden a desechos de cabeza de
camaron gue pueden reutilizarse en otros subproductos, es decir, en un 35%) (FIRA, 2009).
Muchos de ellos son empleados para elaborar concentrados proteinicos y ser utilizados
como piensos. Sin embargo, la gran mayoria de las industrias desechan estos residuos sin
ningun tipo de uso tecnoldgico (Mendes y col., 2013).

Por ello, en esta investigacion se decidié emplear estos subproductos y darles un uso viable
al adicionarlos dentro de un alimento de gran aceptacion nacional e internacional (una salsa
mexicana) confiriéndole un valor adicional al alimento al agregarse pigmentos carotenoides
(astaxantinas) que sirven como antioxidantes y, que para su adquisicion, se parte de una
materia prima que es un subproducto de la industria acuicola, que posee un alto valor

agregado (Meléndez-Martinez y col., 2007).

2.2. Justificacion del tema

Actualmente existe muy poca investigacion en el desarrollo de tecnologias que permitan
aprovechar los subproductos generados por la industria alimentaria y, para el caso del
desarrollo de este trabajo, la industria camaronera (Mendes y col., 2013). Debido a esto, es

necesario crear nuevos productos alimenticios sustituyendo los aditivos quimicos

3



alimentarios, por aditivos naturales que aporten un beneficio nutracéutico, tanto al producto
como al consumidor que lo adquiera. Para realizar lo anterior, se partio de cefalotorax de
camardn, mejor conocida como ‘“cabeza de camaron”. Pueden aprovecharse de este
subproducto componentes como la quitina, las proteinas y los pigmentos carotenoides,
siendo estos ultimos, el objetivo de este estudio. El cefalotérax de camaron posee una gran
cantidad de pigmentos carotenoides (astaxantinas) con gran poder antioxidante, la cual
Ilega a ser mucho mayor al poder antioxidante de la vitamina E, y diez veces mayor a la de

otros carotenoides (Yang y col., 2015).

2.3.  Antecedentes

2.3.1. Generalidades del camaron blanco (Litopenaeus vannamei)

2.3.1.1. Clasificacion taxonémica

El camardn blanco L. vannamei es un invertebrado marino que se encuentra agrupado
dentro del Phylum Arthropoda (artropodos), Familia Penaeidae y perteneciente al género
Litopenaeus. Se caracteriza por poseer un exoesqueleto compuesto de quitina y un tronco

compuesto de catorce segmentos mas el telson (Magafa, 2018).

2.3.1.2. Distribucion geogréfica

La especie L. vannamei es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico; desde Sonora
(México) hasta Tumbes (Pert) (DOF, 2018). Principalmente, se presenta en casi todos los
paises con salida al Océano Pacifico, aunque en algunos paises la especie ha sido
introducida con el paso del tiempo, principalmente a paises asiaticos, mientras que en la

mayoria de los paises de América central la especie es nativa.

2.3.1.3. Morfologia y descripcion visual

De cuerpo alargado, dividido en cefalotérax (rostro, antena, anténulas y periépodos),
abdomen (seis segmentos abdominales y pledpodos) y cola (telson y urdpodos), de color
blanco transltcido con tonos gris-azulados. Tienen antenas, periopodos (patas delanteras) y
urépodos (cola) pigmentados de color rojizo; el cual se intensifica, por accion del calor, al
hidrolizar el complejo caroteno-proteina. Rostro moderadamente largo con siete a diez

dientes dorsales y de dos a cuatro dientes ventrales. Aunque pueden encontrarse variaciones
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en el color debido a deficiencias nutricionales. Las patas de L. vannamei pueden aparecer
frecuentemente blancas, de ahi su nombre comun en inglés white-legged shrimp
castellanizado a camaréon “patiblanco” o camaron blanco del Pacifico (DOF, 2018; Eldred y
Hutton, 1960).

En la Figura 1 se muestra la forma general del cuerpo del camardn y sus diferentes partes.
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Figura 1. Morfologia general del camaron (Pérez y Kensley, 1997)

2.3.1.4. Habitat

Los camarones son uno de los animales que mejor se adaptan a todo tipo de cambios en su
habitat, desde alteraciones drasticas en la salinidad, la temperatura o proporcion de
compuestos nitrogenados del agua (SAGARPA, 2018).

Normalmente se encuentran en sistemas marinos con temperatura media anual de 20°C,
pudiendo desarrollarse en aguas dulces o saladas. Pueden tolerar un intervalo de salinidad

entre 5-40 unidades préacticas de salinidad (ups), con un optimo de 35 ups. Los adultos
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viven en ambientes marinos tropicales y subtropicales con fondos arenosos, mientras que
las postlarvas pasan la etapa juvenil y pre-adulta en estuarios y lagunas costeras (DOF,
2018). En su estado adulto viven en mar abierto, donde se reproducen y alcanzan una talla
de entre 15y 20 cm de largo (Torres, 2007).

Las caracteristicas geograficas adecuadas para la pesca de camardn son: profundidades de 0
a 200 metros, pH de 7 a 9, temperaturas de 20 a 35°C, oxigeno disuelto 4 a 10 mg/L y
salinidad de 5 a 35 ups (SAGARPA, 2018).

2.3.1.5. Alimentacion

La alimentacion de los crustaceos, como lo es el camardn, se comprende principalmente de
fitoplancton: microalgas, cianobacterias y otros organismos autdtrofos; en el cual el
cloroplasto de manera autonoma es capaz de sintetizar carotenoides (Young y Britton,
1993), derivandose de ahi su caracteristico color que puede ir de tonalidades rojizas a

naranjas.

2.3.1.6. Composicion quimica
En las Tablas 1 y 2 se aprecia la composicién quimica (Puga-Lépez y col., 2013) y la
composicion mineral (Gunalan y col., 2013) de la carne fresca de camarén de la especie L.

vannamei.

Tabla 1. Composicion quimica del camarén L. vannamei (fresco) (Puga-Lopez y col., 2013)

Componente Porcentaje (%)
Humedad 73.65+0.98
Proteina 20.01+0.72
Cenizas 221101
Grasa cruda 1.31+0.35

2.3.2. Panorama de la produccion mundial y nacional de camaron

Actualmente, los camarones y las gambas son productos ampliamente comercializados y
constituyen el segundo grupo principal de especies exportadas en términos de valor. El
porcentaje de produccién mas elevado se registra con diferencia en los paises de América

Latina, Asia oriental y sudoriental, pero gran parte del consumo tiene lugar en los mercados
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desarrollados. Aunque las capturas de camaron salvaje contribuyen con grandes volumenes
del suministro total, actualmente la mayor parte de los camarones son cultivados. Tal es el
caso de la especie L. vannamei (FAO, 2018).

Tabla 2. Composicion mineral del camarén L. vannamei (fresco) (Gunalan y col., 2013)

Minerales Contenido (mg/qg)
Calcio (Ca) 154.5
Magnesio (Mg) 13.41
Sodio (Na) 67.7
Potasio (K) 56.7
Fésforo (P) 6.98
Manganeso (Mn) 0.898
Hierro (Fe) 4,54
Cobre (Cu) En trazas
Cromo (Cr) En trazas

La demanda en los paises de desarrollo sigue creciendo debido a que las preferencias de los
consumidores han evolucionado como consecuencia del aumento de los ingresos y los
mercados nacionales y regionales absorben un porcentaje de la produccion cada vez mayor.
Los precios comerciales de los camarones y las gambas han aumentado a lo largo de los dos
ultimos afios en consonancia con la tendencia general (FAO, 2018).

La familia de los penaidos incluye las especies marinas comerciales mas valiosas de
camarodn y representa al menos el 95% de la produccion total de camardn de los paises con
salida al Océano Pacifico. La produccion de la acuicultura continental comprende algunas
especies de camarones marinos, como lo es el camaron patiblanco (L. vannamei), que
pueden crecer en agua dulce o en aguas continentales salino-alcalinas después de una fase
de aclimatacion.

Dentro del grupo de los crustaceos, la especie L. vannamei es la que se produce mas en la
acuicultura mundial, representando un 53% de la pesca de crustaceos. Del 2012 hasta el
2016, la especie L. vannamei ha mostrado un incremento del 35.32% en su produccion. En
el 2012, la produccion anual fue 2,688 toneladas, mientras que en el 2016 fue de 4,156
toneladas (FAO, 2018).



En el comercio mundial de pescados y productos pesqueros, los camarones y las gambas se
ubican en el tercer lugar del valor comercial de esta industria con un 16.1%, en cuanto al
porcentaje en cantidad, este grupo, ocupa el sexto lugar con un 6.2%. La produccion
mundial de camardn ha presentado un notable incremento del 71.43% en los ultimos 45
afios. En 1970 la produccion mundial reportada fue de aproximadamente 1 millon de
toneladas, mientras que en el 2016, fue de 3.5 millones de toneladas (FAO, 2018).
Actualmente China se ubica en el primer lugar de produccion de camaroén a nivel mundial,
aportando un 40% de la produccion mundial con 2.7 millones de toneladas anuales. En
México, el principal camaron cultivado es el camaron blanco L. vannamei, aunque otras
especies de camardn son también cultivadas, tales como es el camarén azul L. stylirostris y
el camaron café Farfantepenaeus californienses, pero en menor proporcion (Puga-Lopez y
col., 2013).

México es el séptimo productor de camaron a nivel mundial, reportando una produccién en
el 2017 de 228 mil toneladas (Figura 2), la cual representa aproximadamente un 5% de la
produccion mundial de camaron (SAGARPA, 2018).

Volumen de la produccidén nacional de camarén
2007-2017 (miles de toneladas)
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Figura 2. Produccion de camardn en México (SAGARPA, 2018)

Derivado de un aumento en la produccion nacional de camardn, desde el 2014, las
importaciones han presentado una notable disminucion, mientras que las exportaciones han
ido en incremento desde el 2012 (Figura 3). EI camaro6n se encuentra en el primer lugar de
las especies pesqueras, siendo Estados Unidos, Vietnam y Francia los principales destinos
de exportacion (SAGARPA, 2018).
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Figura 3. Exportaciones e importaciones de camardn en México (SAGARPA, 2018)

De acuerdo con la SAGARPA (2018), el camaron por su volumen se encuentra posicionado
en el segundo lugar de la produccion pesquera en México, con una participacion en la
produccion pesquera del 12.8%; sin embargo, por su valor, se encuentra en el primer lugar.
En México, la produccion de camaron ha aumentado del 2007 al 2017 en un 18.86%, con
una tasa de crecimiento anual del 1.67% (Figura 2). Esta produccion se ve concentrada en
tres estados (Tabla 3), siendo Sinaloa, Sonora y Nayarit los principales productores con un
37, 36.5 y un 9% de participacion en el mercado, respectivamente, representando, entre los
tres, un 82% de la produccion anual (CONAPESCA, 2017).

Tabla 3. Produccién de camardn en México (SAGARPA, 2018)

Lugar Entidad federativa  Produccion (toneladas)
1 Sinaloa 99,296
2 Sonora 67,084
3 Nayarit 17,661
4 Tamaulipas 14,185
5 Baja California Sur 10,816
6 Campeche 4,976
7 Colima 3,532




Lugar Entidad federativa  Produccion (toneladas)

8 Veracruz 3,365

9 Oaxaca 1,508

10 Chiapas 1,405
Resto 1,244
Total nacional 225,073

2.3.2.1. Subproductos del procesamiento del camaron y sus usos

La parte comestible del camardn representa aproximadamente el 50%, siendo la parte
restante correspondiente al cefalotérax (cabeza), la cual incluye el exoesqueleto, las patas,
las antenas, los ojos y la cola. Durante su procesamiento son eliminadas, conservandose
aproximadamente un 15% de la parte no comestible. La generacién de subproductos de
camaron es grande, si es comparado con el porcentaje que se comercializa. Se estima que
en el mundo se producen alrededor de 6.4 millones de toneladas de camar6n entero, mismas
que equivalen a 4.2 millones de toneladas de camaron sin cabeza; correspondiendo, 2.2
millones de toneladas de desechos de cabezas de camardn, lo cual representa un 35%
(FIRA, 2009).

Estos desechos generan desperdicios que contaminan (en el caso de las granjas camaroneras
y/o de los centros de distribucion que reciben camarones completos y los descabezan), lo
cual ocasiona contaminacion de materia organica y la proliferacion de fauna nociva. En
aguas internacionales, la preocupacion es mayor debido al aumento de materia organica en
suspension; lo cual a su vez ocasiona el aumento de la demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), limitando la cantidad de oxigeno disuelto en el medio y, a la larga, provocando la
muerte de especies marinas dandose el proceso de contaminacion conocido como
eutrofizacion (No y Meyers, 1992).

Los subproductos de los crustdceos y, en particular, de la industria camaronera son
aprovechables por sus altos contenidos de proteinas, lipidos, quitina y pigmentos, los cuales
resultan ser Utiles para las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética (Knorr, 1991;
Mandeville y col., 1991; Mathur y Narang, 1990; Seymour y col., 1996).

A partir de los subproductos de camaron, es posible procesarlos para la produccion de
harinas que contienen aproximadamente entre un 40 a 45% de proteina cruda y un 5% de

humedad después de pasar por las operaciones unitarias de coccién, secado y molienda. Por
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otra parte, la quitina y su derivado desacetilado (la quitosana) han sido extraidos de
cefalotérax de crustaceos a nivel comercial en América del Norte. Se ha sugerido que el
clorhidrato de glucosamina, puede derivarse de los caparazones de crustaceos, lo cual se

traduce en una fuente comercial de glucosamina (FAO, 2018).

2.3.3. Pigmentos carotenoides

Segun la FDA (Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos por Food
and Drug Administration en inglés), un aditivo alimentario, es un material que se afiade de
manera intencionada, por lo general, en cantidades pequefias a otra sustancia, para mejorar
su apariencia, sabor, color o estabilidad. De acuerdo con la misma agencia, un pigmento es
cualquier material que imparte color a otra sustancia obtenida por fuentes quimicas o
bioldgicas, ya sea 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 afiadida, o
aplicada a alimentos, medicamentos o cosméticos, es capaz de impartirle color por si
misma (Badui-Dergal, 2006).

La coloracion caracteristica de los crustaceos es gracias al fitoplancton (microalgas,
cianobacterias y organismos autotrofos) que consumen ya que los crustaceos (y
particularmente el camarén), al percibir de estos organismos su alimento base, adquieren
con el tiempo en su cubierta una coloracién rojiza-naranja después de asimilarla en su
estructura. En los crustaceos, el pigmento carotenoide encontrado en mayor proporcion es
la “astaxantina”, siendo la microalga Haematococcus pluvialis la fuente principal de este
pigmento. En el camardn, los pigmentos carotenoides se presentan en forma de lipocromos
solubles, unidos por medio de enlaces proteicos. De acuerdo con Hidalgo-Zambrano
(1997), la hidrdlisis de estos compuestos libera un pigmento rojo, al que se le llamé

zooeritrina y, que posteriormente, adquirio el nombre de astaxantina.

2.3.3.1 Clasificacion de los pigmentos: naturales y sintéticos
Entre la clasificacion mas comdn de los pigmentos se encuentra la de los colorantes
naturales y los sintéticos, aportando entre un 47% y un 53% respectivamente a las ventas

mundiales.
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a) Colorantes sinteticos. Los colorantes sintéticos requieren de una certificacion extra para
su comercializacion e incluyen sustancias quimicas sintetizadas con alto grado de pureza,
mientras que los colorantes naturales son generados por microorganismos, plantas,
minerales y animales. Entre la principal clasificacion de los colorantes se encuentran:
v Azoicos: su estructura quimica es mono, di o triazo. Producen casi toda la gama
de colores, caracterizandose por tener un grupo cromoforo Azo (—N=N-).
v Antraquinonas: su estructura es uno o mas grupos carboxilo y un sistema de
anillos conjugados, contando con al menos tres anillos conjugados.
Debido a la preocupacion por la seguridad en el uso de los pigmentos sintéticos, éstos han
sido estudiados exhaustivamente respecto con sus efectos hacia la salud. Aunque a la
mayoria se les han atribuido dafios en el comportamiento conductual de los nifios, este
hecho no se ha comprobado, pero ain queda duda sobre su posible participacion en otras
alteraciones hacia la salud (Badui-Dergal, 2006).
Por esto, se ha reducido cada vez més su uso en alimentos, aunque los aspectos de
legislacion varian ampliamente entre bloques comerciales y paises dentro de cada blogque
(Badui-Dergal, 2006).

b) Colorantes naturales. Los colorantes naturales difieren ampliamente en su estructura
quimica y en su origen. Aunque hay colorantes poco comunes, como el acido carminico,
los mas distribuidos en los alimentos pueden agruparse en seis categorias (Badui-Dergal,
2006):

Carotenoides

Clorofilas

Pigmentos fendlicos: flavonoides, antocianinas y taninos
Betalainas

Hemopigmentos

© o k~ w e

Otros pigmentos naturales

En este estudio solamente se hard mencion del grupo de los carotenos, debido a que son los

pigmentos de interés que forman parte del cefalotérax de camaron.
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2.3.3.1.1. Carotenoides: carotenos y xantofilas

De acuerdo con Badui-Dergal (2006), quimicamente, los carotenoides se dividen en dos
grandes grupos: los carotenos, que son hidrocarburos, y las xantofilas, los cuales son sus
derivados oxigenados. La mayoria de ellos son hidrocarburos de 40 4&tomos de carbono, los
cuales contienen dos sistemas de anillos terminales unidos a una cadena conjugada de
dobles enlaces o un sistema polieno. De manera general, los carotenos estan compuestos
unicamente de carbono e hidrogeno; y las xantofilas son derivados oxigenados de los
carotenoides. En los Gltimos, el oxigeno puede presentarse como grupos OH (zeaxantina), o
como oxi-grupos (cantaxantina); o como una combinacion de ambos (astaxantina)
(Higuera-Ciapara y col., 2006).

El sistema polieno le proporciona a los carotenoides su distintiva estructura molecular, sus
propiedades quimicas y sus caracteristicas de absorcién de la luz. Cada doble enlace del
sistema polieno puede existir en dos configuraciones distintas; como isomeros geometricos
cis o trans. Debido a que los isbmeros geométricos cis son termodindmicamente menos
estables, en la naturaleza, la gran mayoria de los carotenoides, se encuentran como
isbmeros geomeétricos trans (Young y Britton, 1993) (Figura 4).

Tanto los carotenoides como las xantofilas se encuentran unidas a otras moléculas a traves
de enlaces ésteres (Shahidi y Brown, 1998). Estos complejos (caroteno-proteina) cambian
de coloracion si se les proporciona calor debido a la desnaturalizacion de las proteinas,
liberando el pigmento asociado a ella y exponiendo su coloracion roja-anaranjada

caracteristica.

2.3.3.2. Fuentes de obtencién de los pigmentos carotenoides

a) Extraccion empleando disolventes organicos

La extraccion de pigmentos de crustaceos se puede llevar a cabo a través de disolventes
organicos (Muzarelli, 1977). Diversos autores han reportado maltiples condiciones para su
extraccion, las cuales se describen a continuacion.

Muzarelli (1977) menciona que es posible recuperar estos pigmentos a partir del material
quitinoso de crustaceos utilizando disolventes y/o agentes desnaturalizantes de proteinas,
después de un proceso de descalcificacion (desmineralizado). El &cido citrico acuoso, las

sales del &cido etilendiamino tetracético (EDTA) y el acido clorhidrico disuelven el
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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. Por otro lado, Takeungwongtrakul y col. (2013), emplearon isopropanol,
acetona y hexano, ademas de mezclas con diferentes proporciones para la extraccion de

pigmentos a partir del hepatopancreas de L. vannamei.

b) p-caroteno

0 d) Cantaxantina

Figura 4. Estructura quimica de los principales carotenoides (Higuera-Ciapara y col., 2006)
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b) Extraccion empleando aceites vegetales comestibles

Otros procesos de extraccion incluyen el uso de aceites de soya, girasol, canola, algodén,
etc. El uso de estos aceites permite mejorar la estabilidad de los pigmentos extraidos,
debido a que resultan ser una buena barrera contra el oxigeno, ademas de que pueden
emplearse posteriormente en la elaboracién de algin alimento. Por ello, resultan una
alternativa prometedora, ofreciendo ventajas atractivas en comparacién con los métodos
convencionales, debido a la solubilidad que presenta la astaxantina en los aceites
comestibles (Sachindra y Mahendrakar, 2005).

Por otro lado, ademéas de ser un proceso amigable con el ambiente y un método de
extraccion sostenible, el aceite ocupa un papel como protector contra el oxigeno v,
consecuentemente, retrasa el tiempo de oxidacion y la velocidad de degradacion del
extracto de astaxantina (Pu y Sathivel, 2010).

Sachindra y Mahendrakar (2005) han reportado que el aceite de girasol resulta ser una
opcion en la sustitucion con los disolventes orgéanicos para la extraccion de pigmentos
carotenoides. Sin embargo, encontraron que su alta viscosidad representa un problema
obteniéndose bajos rendimientos de extraccion, inclusive a altas temperaturas.

Por otro lado, Chen y Meyers (1982) reportaron el uso de aceite de soya como disolvente
para la extraccion de astaxantina en cangrejos de rio; durante su extraccién y cuantificacion
se empled el antioxidante ‘“etoxiquin” con el objetivo de inhibir la degradacién de los

pigmentos.

c) Extraccion empleando métodos microbioldgicos y enzimaticos

Gildberg y Stenberg (2001), reportaron, un método de extraccion integral de desechos de
camaroén utilizando una proteasa. Este método permite extraer quitina, pigmentos y proteina
hidrolizada maés eficientemente que los métodos tradicionales en relacion con la proporcion
de proteina recuperada y quitosana de alta calidad. Por su parte, Armenta y col. (2002)
reportaron, el empleo de indculos de la bacteria Lactobacillus spp., para llevar a cabo una
biodegradacion lactica, con la finalidad de desproteinizar los residuos de camardn asi como
estabilizar los pigmentos. Posteriormente, la extraccion de los pigmentos carotenoides fue
efectuada empleando diversas mezclas de disolventes como agua:cloroformo:metanol, éter

de petroleo:acetona:agua y aceite de soya. Los extractos resultantes fueron sometidos a una
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desproteinizacion empleando una mezcla de enzimas comerciales asi como proteasas
aisladas en el camardn. Una vez hidrolizadas las muestras, procedieron a la cuantificacion
de astaxantina mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, en inglés). Se
encontré una mayor concentracion de astaxantina en los residuos biodegradados con

enzimas que en aquellos que no las emplearon.

2.3.3.3 Astaxantina

La astaxantina o 3,3’-dihidroxi-p, p-caroteno-4, 4’-diona es un pigmento, que pertenece a la
familia de las xantofilas (Higuera-Ciapara, y col., 2006; Yang, y col., 2015). Estos, a su
vez, pueden clasificarse en dos categorias, los incluidos como provitamina A (precursores
de la vitamina A), como lo es el licopeno y el B-caroteno, y los que no pueden hacerlo.
Algunos de los carotenoides que no son provitamina A son las xantofilas, en donde se
incluyen a la astaxantina, luteina y zeaxantina (todos encontrados como pigmentos en los
crustaceos) (Torres, 2007).

La astaxantina se compone por dos anillos terminales unidos por una cadena de polieno.
Esta molécula tiene dos carbonos asimétricos localizados en las posiciones 3, 3’ del anillo
B-ionona. En el caso uno, el grupo hidroxilo reacciona con un &cido graso y luego forma un
monoéster, mientras que cuando ambos grupos hidroxilo reaccionan con acidos grasos, el
resultado se denomina un diéster (Rao y col., 2014).

La astaxantina existe en estereoisomeros, isémeros geométricos, formas libres y
esterificadas. Todas estas formas se encuentran en fuentes naturales. Los estereoisomeros
(3S, 3'S) y (3R, 3'R) son los mas abundantes en la naturaleza. Haematococcus biosintetiza
el isdbmero (3S, 3'S) mientras que la levadura Xanthophyllomyces dendrorhous produce el
isomero (3R, 3'R).

La astaxantina sintética comprende isémeros de (3S, 3'S), (3R, 3'S) y (3R, 3'R). El
estereoisémero primario de astaxantina encontrado en el krill antartico Euphausia superba
es (3R, 3'R) que contiene principalmente la forma esterificada, mientras que en el salmon
silvestre del Atlantico es (3S, 3'S) que se presenta en forma libre (Figura 5). La astaxantina
tiene la formula molecular C4oHs,0, siendo su masa molecular de 596.84g/mol (Rao y col.,
2014). En los crustaceos, la astaxantina, se presenta en casi todas las clases como pigmento

caracteristico, ya sea en forma libre o de forma esterificada (monoesteres y/o diésteres de
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astaxantina), o bien como caroteno-proteina. El principal sitio de acumulacion es el
exoesqueleto (cefalotdrax y caparazdn) de los crustaceos, el cual puede llegar a contener el
90% de la astaxantina en forma libre (Figura 6) (Torres, 2007).

3S.3°S Astaxantina

x
35

d) 15 cis-Astaxantina

/]

H

Figura 5. Estereoisomeros de la astaxantina (Higuera-Ciapara y col., 2006)

2.3.3.3.1 Funciones bioquimicas de la astaxantina
El estres, estilo de vida sedentario, dieta desbalanceada y el tabaco son factores que

contribuyen a la generacion de radicales libres, los cuales ocasionan la oxidacién celular.
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Paulatinamente, causan el envejecimiento de manera general. A este proceso se le conoce

de manera coloquial como “estrés oxidativo”.
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antartico marinos de mar de cangrejo roja

Fuentes de astaxantina
Figura 6. Clases de astaxantina y fuentes de obtencion (Rao y col., 2014)

Entre los padecimientos y enfermedades que ocasionan el proceso de oxidacion celular se

encuentran: la degeneracién macular, retinopatia, carcinogénesis, envejecimiento de la piel,

enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis), etc.

(Oryza Qil y Fat Chemical Co. LTD, 2006; Higuera-Ciapara y col., 2006).

La astaxantina, ademas de su funcionalidad como pigmento colorante, debido a su especial

estructura quimica, posee una gran capacidad antioxidante. Esta llega ser mucho mayor que

la de la vitamina E, siendo 10 veces mayor a la de otros carotenoides, incluyendo la

zeaxantina, luteina, el B-caroteno, y la cantaxantina (Yang y col., 2015).

Oryza Oil & Fat Chemical Co., LTD (2006) e Higuera-Ciapara y col., (2006) han reportado

diferentes funciones bioldgicas de la astaxantina y los beneficios que significan para la

salud humana, entre los que destacan los siguientes:

v" Proteccion contra enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, trombosis
cerebral e infarto cerebral)

v’ Prevencién contra la degeneracién macular

v Mejoramiento de funciones inmunoldgicas

v" Prevencion contra enfermedades cardiovasculares como ateroesclerosis: disminucion de

los efectos perjudiciales del colesterol LDL (Low Density Lipoprotein, en inglés)
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v Enfermedades cardiacas: favorece la reparacion del dafio ocasionado por la falta de
oxigeno en el tejido cardiaco
v’ Efecto antibacteriano contra infecciones de H. pylori

v’ Efecto anticancerigeno

Para controlar y reducir la oxidacion, el cuerpo humano produce sus propias enzimas
antioxidantes, tales como la super-oxido-dismutasa, la catalasa y la peroxidasa, asi como
otras moléculas con poder antioxidante, sin embargo, en muchos casos, estos compuestos
no son suficientes como para proveer una proteccion adecuada en contra del estrés
oxidativo (Higuera-Ciapara y col., 2006).

Lo anterior explica el creciente interés por parte de la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética, por introducir un nimero cada vez mayor de productos con astaxantina en el

mercado.

2.3.4 Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula que tiene la capacidad de remover radicales libres del
sistema, ya sea al reaccionar con ellos para producir otros compuestos inocuos o bien al
interrumpir las reacciones de oxidacién (Higuera-Ciapara y col., 2006).

Los antioxidantes son ampliamente usados en la industria de los alimentos para prevenir o
retrasar la oxidacion de grasas y aceites, principalmente. Existen sustancias provenientes de
fuentes naturales que en cierta medida actGan como antioxidantes, tal es el caso de la
lecitina, los tocotrienoles y los tocoferoles (vitamina E). Su poder antioxidante es inverso al
de su funcién bioldgica y se encuentran en concentraciones de 1150, 1000, 950, 600 y 100
ppm en los aceites crudos de soya, palma, algoddn, maiz y oliva, respectivamente (Badui-
Dergal, 2006).

Los derivados fenolicos, como las isoflavonas, genisteina, daidzeina y gliciteina y los
acidos cafeico, clorogénico, feralico y cumarico presentan estas propiedades. Estos acidos
son escasos en los aceites, excepto en el de oliva virgen (80 ppm), cuya presencia se supone
es la razén de su alta estabilidad. Por otro lado, los extractos de especias como clavo,
romero, salvia, orégano y pimienta gorda presentan esta actividad, pero no se usan como tal

por su intenso aroma y color (Badui-Dergal, 2006).
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Debido a las bajas concentraciones de estas sustancias dentro de las grasas y aceites y a su
baja actividad antioxidante, las industrias optan por utilizar antioxidantes sintéticos. Los
antioxidantes sintéticos son propiamente donadores de protones, como el butilhidroxianisol
(BHA), el butilhidroxitolueno (BHT), la 2,4,5-trihidroxibutirofenona (THBP), el 4-
hidroximetil-2,6-ditertbutilfenol, la tertbutilhidroquinona (TBHQ) y los galatos. No
detienen la formacion de radicales, sino que reaccionan con ellos, los estabilizan y
producen radicales del antioxidante menos activo. Es decir, se consumen en la reaccion vy,
por lo tanto, la estabilidad del lipido siempre va a depender de la cantidad residual. Los
antioxidantes contienen una o mas funciones hidroxilo y actdan en la iniciacién y
propagacion de la oxidacion al ceder un atomo de hidrogeno a los radicales &cido graso
(R*) y a los hidroperoxidos (ROO¢), restaurando el acido (RH) y el hidroper6xido (ROOH)
(Badui-Dergal, 2006).

2.3.4.1 Efecto antioxidante de la astaxantina

La presencia del grupo hidroxilo (OH) y del grupo cetona (C=0), en ambos lados del anillo
ionona, junto con la presencia de un estructura de carbonos con dobles enlaces, explican su
gran capacidad antioxidante en comparacién con la del B-caroteno y la vitamina E. Los dos
tipos de actividad antioxidante de la astaxantina son el secuestrar el oxigeno singulete y la
inhibicion de la peroxidacion lipidica (Oryza Oil & Fat Chemical Co., LTD, 2006).

2.3.5. Oxidacion lipidica

Las altas temperaturas, y la presencia de oxigeno actlan como catalizadores que aceleran
las reacciones de oxidacién lipidica, lo cual resulta en la formacién de sabores extrafios y
aceites menos apetecibles.

La velocidad de oxidacion lipidica depende fuertemente del grado de insaturacion de la
grasa o aceite, el cual a su vez estd determinado por el nimero de dobles enlaces que
contienen los acidos grasos que conforman a la grasa o al aceite.

Una elevada concentracién de acidos grasos poliinsaturados (AGP) hace mas susceptible a
la oxidacion a los aceites, resultando en una pérdida de AGP debido a la formacion de
compuestos volatiles y no volatiles de tempranas y avanzadas etapas. Debido a que los altos

niveles de AGP en los aceites son considerados benéficos en términos del mantenimiento
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de la salud, el control de la estabilidad oxidativa de los aceites que contienen altos niveles
de AGP, como el caso del aceite de soya, se vuelve esencial. Esto es importante, no
solamente por la evaluacion de la calidad sensorial del aceite, sino también para la
determinacion de su valor nutricional.

La autoxidacion de lipidos se debe a una reaccion en cadena causada por radicales libres,
empezando por una reaccion de tipo endotérmico (energia libre de Gibbs positiva, es decir,
requiere energia) ocasionada por la pérdida de un atomo de hidrogeno bajo la presencia de
iniciadores de la oxidacion, tales como trazas de metales, luz, calor y/u oxigeno (Pignitter y
Somoza, 2012).

La reaccion requiere de una energia de activacion (E) de 20-30 kcal/mol, indicando, que, a
bajas temperaturas como, por ejemplo a 20°C, la autoxidacion es mas importante. Aunque
la E, es baja, necesita de catalizadores, ya que el O, en estado normal de triplete (electrones
externos con spin igual) es poco electrofilo y no actta en los dobles enlaces. Sin embargo,
cuando los spines o giros son diferentes hay una repulsion, ya que el oxigeno se excita y se
vuelve electrofilo con una configuracion de singulete que se une a los acidos insaturados
que se encuentran en estado singulete, duplicandose la velocidad por cada 15 °C (Tabla 4)
(Badui-Dergal, 2006).

Tabla 4. Promotores e inhibidores de la oxidacion lipidica (Badui-Dergal, 2006)

Promotores Inhibidores
Temperaturas altas Refrigeracion
Metales, Cu, Fe, etc. Secuestradores
Perdxidos de grasas oxidadas Antioxidantes
Lipoxidasa Escaldado
Presién de oxigeno Gas inerte o0 vacio
Luz UV Empaque opaco
Poliinsaturacion Hidrogenacion de acidos grasos insaturados

El mecanismo de propagacion de la autoxidacion se lleva a cabo mediante radicales libres,
considerandose que procede en tres etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. En el
proceso descrito por Badui-Dergal (2006), el metileno C11 del grupo 1,4-pentadieno tiene

sus dos hidrdgenos activados por la influencia de dobles enlaces adyacentes; haciendo que
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un foton produzca un radical acido graso (Re) al actuar sobre uno de los hidrogenos (Figura
7).
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Figura 7. Mecanismo general de la autoxidacion lipidica (Badui-Dergal, 2006)

Por su distribucion electronica inestable, (1) se transforma en dos hibridos de resonancia
conjugados mas estables (I1) y (I11) en equilibrio que, en presencia de oxigeno, generando
los correspondientes radicales hidroperdxidos (ROOe; IV y V). Estos, a su vez, interactdan
con un &cido insaturado (RH) y producen dos hidroperéxidos (ROOH; V1 y VII), ademas
de regenerar un radical libre (R¢) que vuelve a entrar a la reaccion (Badui-Dergal, 2006).

Los hidroperoxidos son reactivos, producen nuevos radicales que alimentan la reaccion,

interaccionan con otras moléculas, se polimerizan e incrementan la viscosidad; se oxidan,
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sintetizan epdxidos, su ruptura genera aldehidos, cetonas, &cidos y otros compuestos de
baja masa molecular que confieren olores, se deshidratan y sintetizan cetoglicéridos, se
ciclan, etcétera (Badui-Dergal, 2006).

El indice de perdxidos puede ir declinando, sin embargo, la viscosidad aumenta, asi como
la degradacion y la generacion de compuestos olorificos. Por esta razén, el indice de
peroxidos no necesariamente refleja el grado de oxidacion de una grasa ya que depende del
momento en que se determina (Badui-Dergal, 2006).

Con base al marco teorico y en los objetivos propuestos, a continuacion se presenta la

metodologia seguida.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

La Figura 8 presenta el diagrama de bloques de la metodologia empleada.
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Revelacién de cromatograma
(luz UV y camara de yodo)

Aplicacion: Salsa de Determinacion de oxidacion de lipidos y
chile de arbol degradacién de los pigmentos carotenoides
Evaluacion sensorial: \1/ \l/
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Figura 8. Diagrama general para la obtencion, cuantificacion, caracterizacion y aplicacion de

pigmentos carotenoides (astaxantinas)

3.2. Primera etapa: Obtencion y acondicionamiento de la muestra

Los cefalotérax de camardn (Litopenaeus vannamei) fueron obtenidos en el mercado de la
central de Abastos “La Nueva Viga” de la Ciudad de México. Posteriormente, fueron
transportados congelados a los Laboratorios 301, 302 y 303 del Conjunto E de la Facultad
de Quimica de la UNAM en bolsas de plastico obscuras para evitar la degradacion
prematura de los pigmentos.

Una vez en los laboratorios, fueron lavadas superficialmente con agua potable para
colocarse en charolas de aluminio y secarse empleando una estufa marca Felisa modelo F-
293D, a 60£5°C/24 horas hasta su secado completo.

Una vez secas, se molieron en una licuadora casera marca Hamilton Beach modelo
50242R-MX a su maxima potencia (1500 rpm) hasta obtener harina, la cual se tamizo6 con
tamices de malla 40 y 80 (0.420 y 0.177 mm, respectivamente) con el objetivo de

homogeneizar el tamafio de particula.
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3.3. Segunda etapa: Desmineralizacion y analisis bromatolédgico

Parte de las harinas obtenidas previamente fueron sometidas a un proceso de
desmineralizado empleando acido acético glacial (agente desmineralizante) (Ameh vy col.,
2014) al 8% v/v en una relacion harina-agente desmineralizante 1:9 (m/v), manteniendo la
muestra en agitacion constante durante 1 hora. Posteriormente, fueron lavadas con agua
destilada hasta obtener un pH neutro y filtradas con papel filtro Whatman No.1, para
proceder a su secado a 60+5°C durante 3-4 horas hasta lograr una humedad del 4-7%. El

analisis bromatoldgico fue realizado empleando las siguientes metodologias establecidas:

Proteina cruda (Kjeldahl) (AOAC, 2001)

Grasa cruda (Soxhlet) (James, 1995)

Cenizas totales (calcinacién) (Kirk y col., 1996)
Humedad (termobalanza) (Kirk y col., 1996)
Fibra dietética total (Sigma, 2002)

I N NN R

Carbohidratos digeribles (Obtenidos por diferencia)

En el Anexo 1 se describen las metodologias empleadas para la realizacion del analisis

bromatoldgico de las harinas entera y desmineralizada del cefalotérax de camaron.

3.4. Tercera etapa: Obtencion de la curva patrén de astaxantina y cuantificacion e
identificacion de pigmentos carotenoides

La curva patron de astaxantina se realizd6 empleando un espectrofotometro UV-Visible
marca GBC (Scientific Equipment) modelo Cintra 5 y, a partir de un estandar de
astaxantina (Sigma), se realiz6 una curva patréon, tomando seis puntos en un rango de
concentraciones de 10 a 60 pg/mL. De ambas lecturas, tanto para la elaboracién de la curva
patron como para la extraccion de pigmentos, se eligieron la absorbancias correspondientes
a los 488nm de longitud de onda (A) debido a que presentaba el valor mayor de absorbancia
de los pigmentos carotenoides (astaxantina).

Debido al caracter lipofilico de los pigmentos carotenoides, se decidié realizar su
extraccion empleando aceite de soya comestible (marca Nutrioli) tanto para las harinas

enteras como las desmineralizadas, a través de tres temperaturas de agitacion constante
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durante 20 minutos (Luna-Rodriguez, 2003): a) temperatura ambiente, b) calentamiento a
60°C y c) calentamiento a 80°C. Se utilizaron dos relaciones de harina:aceite: a)1:10 y
b)1:30. Posteriormente, cada muestra fue centrifugada a 4,000 rpm en una centrifuga de la
marca Eppendorf modelo 5810-R durante 15 minutos a una temperatura de 4°C,
recuperando el extracto oleoso. Finalmente, se realizo la cuantificacion de los pigmentos
carotenoides en un espectrofotdmetro UV-Visible (Amax=488 nm), tras la realizacion
previa de la curva de calibracién como fue mencionado en el parrafo anterior. Para asegurar
la conservacion de los pigmentos carotenoides durante los procesos de extraccion para cada
método, se afiadieron 500 ppm de Etoxiquin (antioxidante) y se elaboré un blanco (sin la
adicion de pigmentos) con la misma concentracion. La metodologia seguida fue la
establecida por Tenorio (2013) y por Chen y Meyers (1982).

El disefio experimental para el andlisis de varianza fue de tipo multifactorial involucrando
tres factores: a) tipo de harina, b) relacion harina-aceite de soya y c) temperatura de
calentamiento, con tres réplicas por cada combinacion de factores. El factor tipo de harina,
se manejé con dos niveles: harina entera y harina desmineralizada; el factor relacion
harina:aceite de soya con dos niveles: una relacion 1:10 y una relacion 1:30 y, finalmente,
el factor temperatura de calentamiento conté con tres niveles: T;: fue la extraccién con
agitacion constante a temperatura ambiente durante 20 minutos, T,: fue la extraccidn con
agitacion constante a 60°C durante 20 minutos y Ts: fue la extraccion con agitacion
constante a 80°C durante 20 minutos. La variable de respuesta fue la cantidad de pigmentos
carotenoides extraidos (leidos como astaxantina) medidos como mg de pigmentos
carotenoides/100mL de aceite de soya. El andlisis de varianza utilizado fue realizado

mediante Excel con un nivel de significancia de a=0.05 (nivel de confianza del 95%).

Para identificar los pigmentos carotenoides presentes en las harinas de residuos de camaron
(entera y desmineralizada), se sigui6 la metodologia establecida por Grung y col. (1992),
utilizando un vortex (a 3000 rpm), se disolvieron de 10-15 mg (aprox.) de las muestras con
aproximadamente 7mL de acetona. Posteriormente, el excedente de acetona se secd y se re-
suspendio la muestra con 0.2mL (aprox.) de éter etilico. Lo anterior se repitié para el
estandar de astaxantina. De la parte superior de la suspension, se colocaron los puntos de

cada muestra en una cromatoplaca con gel de silice de 10x5cm. Inmediatamente después se
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colocaron en cada punto en la cromatoplaca. Se introdujo en una disolucion eluyente de
acetona al 25% en hexano, previamente preparada. Por Gltimo, al término de la elucién, se

identificaron cada uno de los puntos con ayuda de luz UV y una cdmara de yodo.

3.5. Cuarta etapa: Estudios de cinética de reaccion del deterioro de lipidos
(degradacion de pigmentos carotenoides y oxidacion lipidica)

Para evaluar el grado del deterioro de los lipidos, se prepararon dos muestras de aceite de
soya, uno que contenia pigmentos carotenoides (extraidos de la harina de camardn
desmineralizada en una relacion 1:10m/v mediante agitacion constante a temperatura
ambiente durante 20 minutos) y otra sin pigmentos carotenoides (aceite de soya de la marca
Nutrioli). Ambas muestras fueron almacenadas bajo tres temperaturas diferentes (4, 25 y
35°C) y durante cada semana (por un mes) se les determind el indice de perdxidos y el
contenido de pigmentos carotenoides por triplicado. Finalmente, se realizaron los
tratamientos matematicos necesarios para obtener el orden de reaccion (para la oxidacion
de lipidos y la degradacion de los pigmentos carotenoides) y obtener diferentes datos de sus
cinéticas de reaccion, tales como la energia de activacion (E,), la velocidad de oxidacion

(k), el tiempo de vida media (t12) y el tiempo de oxidacion (t,).

3.6. Quinta etapa: Elaboracion de un alimento y su evaluacion sensorial

Para evaluar la aceptabilidad de los pigmentos carotenoides obtenidos de cefalotorax de
camarén en un alimento, se prepararon dos muestras de salsa de chile de arbol con
cacahuate, empleando para ello, los siguientes ingredientes: Para la muestra 1 se adiciond el
aceite de soya con pigmentos carotenoides (astaxantinas), cacahuate, chile de arbol, chile
morita, vinagre, jugo de limén, orégano y sal. La muestra 2 se realiz6 con los mismos
ingredientes pero sin la adicién de los pigmentos carotenoides, Unicamente se empleé el
aceite de soya como base. Las evaluaciones sensoriales se realizaron a través de pruebas
escalares (escala hedonica verbal y de nivel de preferencia). Para ello, se realizd una
evaluacion sensorial preliminar con personal de los Laboratorios 301, 302 y 303 del
Conjunto E, de la Facultad de Quimica de la UNAM vy, con base en estos resultados, se
ajustaron las formulaciones para proceder a realizar una evaluacion sensorial final con

jueces no entrenados. Para determinar el nivel de aceptacion, se utilizo una escala heddnica
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verbal escogiéndose cuatro atributos sensoriales (olor, color, textura y sabor), solicitandoles
a los evaluadores seleccionaran la muestra de su mayor agrado y/o preferencia. Para reducir
el sesgo estadistico, se elaboraron codigos con tres digitos para cada una de las muestras.

A partir de los datos obtenidos de las evaluaciones sensoriales (101), se realizaron analisis
de varianza (ANOVA, en inglés) de un factor para cada uno de los atributos sensoriales y
para la probabilidad de compra entre las muestras mediante Excel (con un nivel de
confianza del 95%). De esta manera se determind la existencia de diferencias significativas

entre las dos muestras de salsa elaboradas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Primera etapa: Granulometria y porcentaje de cenizas por tamafio de particula
de la harina entera de residuos de camarén

Los resultados de la Tabla 5 muestran que la distribucion por tamafio de particula de las
harinas de cefalotérax de camardn fueron uniformes una respecto de la otra, ya que existié
practicamente el mismo porcentaje de tamafio de particula entre las mallas 40, 80 y la
“base” (lo cual, es lo no retenido por la tltima malla No. 80). En cuanto a la determinacién
del contenido de cenizas (Tabla 5), se realiz6 con la finalidad de conocer si habria alguna
variacion entre los tamafios de particula, determinando cual fraccion de la harina de
camaron seria la méas adecuada para desmineralizar. Sin embargo, los datos mostraron una
variacion minima entre ellos y, por ello, se decidio juntar todas las fracciones y realizar la

desmineralizacion a la parte correspondiente del conjunto de ellas.

Tabla 5. Granulometria y porcentaje de cenizas de la harina de camarén

No. de Tamarnio de Cantidad retenida Porcentaje (%) Cenizas (%)
malla particula (mm) (9)
40 >0.420 165.2 31.9 13.7750%
80 0.420-0.177 191.4 37.0 16.22+004
Base <0.177 161.3 31.1 14.48*003
Sumatoria 517.9 100.0
Promedlo 14.8210.02

*Los resultados mostrados son el promedio de 2 determinaciones

4.2. Segunda etapa: Analisis bromatoldgico de las harinas de residuos de camarédn
entera y desmineralizada

Los resultados de la Tabla 6 muestran que los componentes de la harina de residuos
camardn que presentaron una menor diferencia con respecto de lo reportado en la literatura
fueron el contenido de humedad, de proteina y de carbohidratos totales (carbohidratos
digeribles y fibra). Por otro lado, el contenido de cenizas y de grasa fueron los
macronutrientes mas variables. La grasa fue el componente que mayor diferencia mostré
(en el presente trabajo las harinas de residuos de camaro6n tienen un valor de grasa del
14.50%. Sin embargo, los datos reportados por Mendes y col. (2013) mostraron la

existencia de un 8% de grasa en la harina de residuos camardn de la misma especie).
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Tabla 6. Andlisis bromatologico de la harina de residuos de camarén

Harina entera Harina Harina entera Harina entera
Componente (Litopenaeus desmineralizada (Litopenaeus Simpson y Haard
(%) vannamei) (Litopenaeus vannamei) (1985)****
vannamei) Mendes y col., (2013)
Humedad 7.42°1% 6.507"* 577707 4.40
Cenizas 14,753 6.32%00° 1977 26.00
Grasa 14.50%0%° 28.67+053 8.00%1% 12.27
Proteina* 45.26%0%7 44.24*0%8 48.24**81 43.13
Carbohidratos 0.2740% 1.50%0%8 1.79%06 -
digeribles**
Carbohidratos 18.07*0% 14.27*040 18.28*01 14.20
totales
Fibra*** 17.80%0% 12,7701 16.50*3* -

Los resultados reportados son el promedio de 3 mediciones experimentales *Factor de conversion nitrdgeno proteinico
(para_ crustaceos) de 5.4 (Lim y Sessa, 1995), ** Calculado por diferencia, ***Incluye quitina, ****No especifica la
especie

Por otro lado, los datos reportados por Simpson y Haard (1985), mostraron un porcentaje
de grasa mas cercano al que se obtuvo en este trabajo, aunque la especie de camaréon no fue
especificada. De acuerdo con Ameh y col. (2014), durante la desmineralizacién &cida del
exoesqueleto del camaron, el calcio presente en forma de sal (carbonato de calcio) es
disuelto por el acido. En este trabajo, el proceso de desmineralizacion de la harina de
camarén fue llevado a cabo con acido acético glacial al 8% v/v, en una relacion
harina:agente desmineralizante de 1:9 m/v, por lo que se observd que el tratamiento
cumplio con su proposito; el cual consistié en disminuir considerablemente el contenido de
minerales, para asi, poder concentrar la grasa dentro de la muestra. De lo anterior, se puede
suponer que la gran mayoria de las cenizas del camardn presentes en él, corresponden al
calcio, ya que después de la desmineralizacion el contenido de cenizas disminuyd mas del
doble; mientras que la grasa presente en la muestra desmineralizada fue del doble con
respecto de la muestra inicial. Otro componente que se vio disminuido después del proceso
de desmineralizacién, fue el contenido de fibra con un 5% menor que el de la harina entera
(Figura 9).

31



50.00

45.26 4 94

45.00 - m Harina sin desmineralizar(harina entera)

40.00 —— M Harina desmineralizada

35.00

Porcentaje (%)
N N w
o ol o
o o o
o o o

17.76
15.00
10.00
5.00 -
0.271.51
0.00 - |
Humedad Cenizas Grasa Proteina Carbohidratos Carbohidratos Fibra
totales digeribles

Figura 9. Comparacion de la composicién quimica de las harinas de cefalotérax de camaron entera

y desmineralizada de esta investigacién

4.3. Tercera etapa

4.3.1. Cuantificacion de pigmentos carotenoides

Para la determinacién de los pigmentos carotenoides (astaxantinas), fue necesario realizar
una curva de calibracion (Fig. 10), empleando seis puntos y un estandar de astaxantina
(Sigma). De esta manera fue posible la obtencién de un coeficiente de correlacion de 0.991.
Los resultados de las extracciones se muestran en la Tabla 7 y en la Figura 11.

0.1700

0.1500 y=0.0021x+0.0294 /
R2=0.9913

Absorbancia (488nm)
(=]
=
(=]

0.0700
0.0500 / . . . . .
10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0
Concentracion (ug de astaxantina/mL de aceite)

Figura 10. Curva de calibracion de astaxantina
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Tabla 7. Concentracion de los pigmentos carotenoides (mg/100 mL de aceite) en las muestras de

harina de camaron bajo diferentes tratamientos

Tipo de harina

Harina entera Harina desmineralizada
Relacion harina:aceite Relacién harina:aceite
1:10 1:30 1:10 1:30
Tipo de extraccién Tipo de extraccién Tipo de extraccion Tipo de extraccién
T, 45.475 > T, 21.541*77 T, 50.41747 T, 31.923*%%
T, 58.481*2148 T, 39.182*2%1 T, 78.532+2%%4 T, 63.048+2141
T, 67.913*2°% T, 51.833*267 T, 83.724*24%2 T, 70.446%% 74

Los resultados reportados son el promedio de 3 mediciones experimentales donde: T,;=Agitacién constante a temperatura
ambiente durante 20 minutos, T,= Agitacion constante a 60°C durante 20 minutos y T,= Agitacién constante a 80°C

durante 20 minutos

100.000

90.000 —

80.000 —

m Harina entera

M Harina desmineralizada

78.532

70.000

60.000

50.000

40.000
30.000

20.000

Concentracion de pigmentos carotenoides
(mg/100 mL de aceite)

10.000

0.000

Relacion 1:10

Extraccion a Tamb/20 min

Relacion 1:30

Relacion 1:10

Relacion 1:30

Extraccion a 60 °C/20 min

Relacion 1:10

Relacion 1:30

Extraccion a 80 °C/20 min

Figura 11. Concentracion de pigmentos carotenoides (mg/100 mL de aceite)

De acuerdo con la Figura 11, la maxima concentracion de pigmentos carotenoides, dentro

del aceite de soya, se obtuvo con las harinas desmineralizadas en una relacion harina:aceite
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1:10 y mediante el calentamiento a 80°C durante 20 minutos. Al comparar la extraccion
entre los dos tipos de harinas analizadas (harina entera y harina desmineralizada) se
observé que, para las tres temperaturas de extraccion (T amb, 60 y 80°C) y las dos
relaciones harina:aceite (1:10 y 1:30), siempre se obtuvo una mayor concentracion de
pigmentos carotenoides en las harinas desmineralizadas, debido a que, como ya fue
mencionado, este proceso concentra la grasa en la muestra. Por otra parte, el aumento de la
temperatura mejora la extraccion de los pigmentos carotenoides.

Sin embargo, se ha reportado que las altas temperaturas pueden generar oxidacion lipidica y
rancidez oxidativa en los aceites (Badui-Dergal, 2006); lo cual podria reducir la actividad
antioxidante de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) dentro del aceite. Esto se vera
mas adelante.

En cuanto a la relacidon harina:aceite se obtuvo que siempre que se emplee una relacion
cada vez mayor, la cantidad de pigmentos carotenoides dentro del aceite disminuira pero,
por otro lado, la cantidad obtenida de la muestra siempre sera mayor (ver Figuras 11y 12).
Los datos mostrados en la Tabla 8, fueron analizados mediante un andlisis multivariable de
tres factores (tipo de harina, relacion harina:aceite y temperatura de extraccion) con

interaccion con un 0=0.05. Los resultados de dicho analisis se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Andlisis de varianza de 3 factores con interaccion para la concentracion de pigmentos

carotenoides en diferentes muestras de harina de camarén

Fuente Suma de GL Cuadrado Fc Ft Conclusién
cuadrados medio
A: Tipo de harina 19.02 1.00 19.02 9.45 4.26 H,
B: Relacion harina: aceite 27.77 1.00 27.77 13.80 4.26 H,
C: Temperatura de extraccion 6.82 2.00 7.26 4.61 3.40 H,
AB 10.43 1.00 10.43 5.18 4.26 H;
AC 20.93 2.00 10.47 5.20 3.40 H;
BC 23.47 2.00 11.74 5.83 3.40 H;
ABC 17.14 2.00 8.57 4.26 3.40 H;
Error total 48.31 24.00 2.01
Total (correccion) 276.94 35.00

Donde: GL= Grados de libertad y H,= Diferencia significativa
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Los resultados de la Tabla 8 muestran que entre las tres variables (A: tipo de harina, B:
relacion harina:aceite y C: temperatura de extraccion) y entre sus interacciones (AC, BC y
ABC) hubieron diferencias significativas en cuanto a la concentracion de los pigmentos

carotenoides dado que para cada una de ellas el valor de Fc fue mayor que el de Ft.

20.000

®m Harina entera
18.000 — 16.647

B Harina desmineralizada

16.000 |—
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Concentracion de pigmentos carotenoides (g/kg
muestra)

0.000
Relacion 1:10 Relacion 1:30 | Relacion 1:10 Relacion 1:30 | Relacion 1:10 Relacion 1:30

Extraccion a Tamb/20 min Extraccion a 60 °C/20 min Extraccion a 80 °C/20 min

Figura 12. Rendimiento obtenido de pigmentos carotenoides (g/kg muestra)

Para saber cual de las dos relaciones de harina:aceite empleadas fue la més eficiente, fue
necesario determinar el rendimiento expresado en gramos de pigmentos carotenoides
(astaxantinas)/kg de harina, es decir, la cantidad de pigmento, obtenido, por cada kg de
harina. Para ello, se construyé la Figura 12, donde se aprecia que, al aumentarse la
temperatura de calentamiento, la mayor cantidad de pigmentos carotenoides (astaxantinas)
por kilogramo de harina se obtuvo al emplear harina desmineralizada, en una relacion
harina:aceite de 1:30.

A pesar de que la relacion 1:30 permiti0 obtener una mayor cantidad de pigmentos
carotenoides (astaxantinas) por cada kilogramo de muestra, en la Figura 11 (concentracion
de pigmentos carotenoides por cada 100mL de aceite) se aprecia que, al emplearse dicha
relacién, la concentracion de pigmentos carotenoides en aceite fue menor que si se emplea

la relacion 1:10. Esto fue debido a que se encuentra més diluida la muestra en la relacion
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1:30 que en la 1:10. Por ello, es recomendable que en futuras investigaciones se emplee un
mayor numero de tratamientos, para encontrar las condiciones Optimas que permitan
utilizar la menor cantidad posible de harina y, a su vez, obtener una concentracion adecuada

en el aceite.

4.3.2. Efecto del calentamiento en la oxidacion del aceite de soya

A pesar de que el calentamiento del aceite de soya a las temperaturas de 60 y 80°C durante
la extraccion mecanica de los pigmentos carotenoides, por 20 minutos, permitié obtener
una mayor concentracion de los mismos, existe la posibilidad de que el aceite se oxide, y
que, por ende se generen compuestos que aceleren su oxidacion. Para estudiar esto, se
decidio determinar el indice de perdxidos al aceite soya después de calentarse a esas
temperaturas y durante ese tiempo de 20 min. Los resultados presentados mostraron que no
es conveniente el calentamiento del aceite soya para la extraccion de los pigmentos
carotenoides debido a que, como se muestra en la Tabla 9, el grado de oxidacion es lo
suficientemente alto (para ambas temperaturas) como para afectar el efecto antioxidante de

los pigmentos carotenoides.

Tabla 9. Indice de per6xidos del aceite de soya inicial y posterior al calentamiento a 60 y 80°C

durante 20 minutos

indice de peroxidos del aceite de soya *Deterioro por calentamiento
(miliequivalentes de tiosulfato de sodio/ kg de muestra) (%)
Muestra Inicial Después de calentamiento

60 °C/20 min 80 °C/20 min 60 °C/20 min 80 °C/20 min

1 0.20110.005 0.37510'027 082010.150 18.73ﬂ'35 41.0017'49

2 0.206t0'005 0.42910'027 0]9410.150 21_44t1.35 396817.49

3 0.21210.005 0.40410'027 1.06510'150 20.18ﬂ'35 532617.49

Promedio  0.206*%%® 0.402+0%4 0.893*01% 20.12*% 44,654

Los resultados reportados son el promedio de tres mediciones experimentales. *El porcentaje de deterioro esta
determinado por el limite maximo permisible establecido por la NMX-F-252-1985 para el indice de peroxidos en aceite
comestible de soya (2 meq/kg)

El indice de perdxidos (IP) mostré el grado de peroxidacion (compuestos oxidados con
enlace oxigeno-oxigeno) midiendo la cantidad total de perdxidos en la sustancia. Esta es
una de las principales causas de la generacion de rancidez, deterioro y produccion de

toxinas, asi como de radicales libres, los cuales degradan acidos grasos y otros compuestos
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lipidicos (Dermis y col., 2012). Se tomd como referencia el limite maximo permisible
(LMP) para el IP, establecido por la norma mexicana NMX-F-252-1985 (DOF, 1985), el
cual es de 2.0 meq de tiosulfato de sodio/kg de muestra. Pudo determinarse el grado de
oxidacion de las muestras, obteniéndose que después del calentamiento a 60 y 80°C durante
20 minutos, no se super6 el LMP, obteniéndose un IP de 0.402+0.027 y de
0.893+0.150meq/kg muestra, respectivamente y un porcentaje de deterioro de lipidos de
20.12 + 1.35 y 44.65 = 7.49%, respectivamente, considerando que el 100% del deterioro

correspondio al LMP.

4.3.3. ldentificacion de los pigmentos carotenoides en las harinas de residuos de
camaron

La identificacion de los pigmentos carotenoides presentes en la harina de residuos de
camardn (entera y desmineralizada) fue llevada a cabo a través de una cromatografia en
capa fina, CCF, siguiendo la metodologia establecida por Grung y col. (1992), en la cual, se
calculd el factor de retardo (Rf) de cada pigmento y se compar6 con respecto del estandar
de astaxantina comercial de la marca SIGMA. En la Tabla 10 se aprecian los valores de Rf
tipicos de diversos pigmentos carotenoides, para la metodologia realizada por Grung y col.
(1992).

Tabla 10. Factores de retencion (Rf) de carotenoides por cromatografia en capa fina, CCF

Carotenoide *Valor tipico de Rf
jB-caroteno 0.99
Equinenona 0.87
Diésteres de astaxantina 0.75
Monoésteres de astaxantina 0.50
Cantaxantina 0.40
Astaxantina libre 0.33
Luteina/Zeaxantina 0.25

* Siguiendo la metodologia establecida por Grung, et al. (1992)

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos al realizar la CCF, tanto de la muestra
de harina de residuos de camardn entera como de la desmineralizada. En ella se lograron
identificar los siguientes compuestos: luteina, astaxantina libre, cantaxantina, monoésteres
de astaxantina y p-caroteno. Al colocar la cromatoplaca bajo la luz UV (Fig. 13)
unicamente se pudieron apreciar 3 pigmentos carotenoides para ambas muestras de harina
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de camardén (puntos B y C), mientras que para el estandar de astaxantina (punto A)

Unicamente se aprecio la banda correspondiente a la astaxantina libre. Posteriormente, se

introdujo la misma cromatoplaca a una

camara de yodo y fue posible identificar 2

pigmentos carotenoides adicionales para los puntos B y C, los cuales correspondian a la

luteina y al B-caroteno; mientras que para el punto A, se identificé al B-caroteno (véase Fig.

14.). En los estudios llevados a cabo por Takeungwongtrakul y col. (2013) y por Gulzar y

Benjakul (2018), se identificaron a traves de una CCF los mismos carotenoides (con

excepcion de la luteina) a partir de muestras de cefalotorax de camaron de la misma especie

(Litopenaeus vannamei).

Tabla 11. Identificacion de pigmentos carotenoides por cromatografia en capa fina, CCF

A B C
Rf Carotenoide Rf Carotenoide Rf Carotenoide
identificado identificado identificado
0.23 *Luteina/Zeaxantina 0.23 *_uteina/Zeaxantina

0.32 Astaxantina 0.32 Astaxantina libre 0.32 Astaxantina libre
libre 0.39 Cantaxantina 0.39 Cantaxantina

0.49 Monoésteres de 0.47 Monoésteres de
0.97 *B-caroteno ' astaxantina ' astaxantina
0.95 *B-caroteno 0.95 *B-caroteno

A: Estandar de astaxantina, B: Harina desmineralizada de camarén, C: Harina entera de camarén
*Tanto el -caroteno como la luteina fueron revelados utilizando una cdmara de yodo

Figura 13. Cromatoplaca obtenida bajo luz
UV. A) Estandar de astaxantina Sigma.

B) Pigmentos obtenidos de la harina de
cefalotérax de camaron previamente
desmineralizado.

C) Pigmentos obtenidos de la harina entera de
cefalotorax de camaron

Figura 14. Cromatoplaca obtenida al
revelarse con una camara de yodo.
A) Estandar de astaxantina Sigma.

B) Pigmentos obtenidos de la harina de
cefalotérax de camarén previamente
desmineralizado. C) Pigmentos obtenidos de
la harina entera de cefalotérax de camaron
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4.4, Cuarta etapa

4.4.1 Degradacion de los pigmentos carotenoides

Como se comentd en la etapa anterior, los pigmentos carotenoides (pc) y, en particular, la
astaxantina son susceptibles a la oxidacion debido a sus estructuras con alto grado de
insaturacion (Takeungwongtrakul y col., 2013). En este trabajo se observé una degradacion
de los pigmentos carotenoides, la cual fue variable a diferentes temperaturas, como se

muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Degradacion de los pigmentos carotenoides en el aceite de soya a diferentes
temperaturas y al contacto con el oxigeno

Concentracion (mg/100mL)

Temperatura de Semana
almacenamiento
(°C) 0 1 2 3 4
4 27.857%%% 24.325"°7 21,5057 19,987 18.530*%
25 27.857+0068 23.206007 20.207007° 18.432%0:080 16.914%0:092
35 27.857+0068 21.1350064 17.215%0-080 15.234%0:087 13.874%00%

Los resultados reportados son el promedio de tres mediciones experimentales

La concentracion inicial fue de 27.86+0.07 mg/100mL de aceite. En la Figura 15 se puede
apreciar que a medida que la temperatura aumento el nivel de degradacion de los pigmentos
carotenoides era cada vez mayor; mientras que la menor degradacion se obtuvo a los 4°C,
observandose después de cuatro semanas, un porcentaje de degradacion del 33.48% (Tabla
13). Por otro lado, a las temperaturas de almacenamiento de 25 y 35°C, la degradacién de
los pigmentos carotenoides (astaxantinas) y, después de cuatro semanas, fue de 39.28 y del
50.20%, respectivamente.
La degradacion térmica de la astaxantina ha sido estudiada en diversos sistemas-modelo,
siendo descrita por Takeungwongtrakul y col., (2013), como una reaccion con cinética de
primer orden, es decir, que la velocidad de la reaccion es independiente de la concentracion
de los reactivos. Lo anterior se cumpli6 al elaborar los tratamientos necesarios de los datos
obtenidos. EI comportamiento cinético de primer orden de la reaccién de degradacion de
los pigmentos carotenoides se demostro por la linealidad del grafico realizado entre el
In(C/Ci) de los pigmentos y el tiempo (semanas) (Fig. 15).
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Figura 15. Graficos cinéticos de primer orden de la degradacion de los pigmentos carotenoides

en aceite de soya a diferentes temperaturas

Tabla 13. Cinéticas de degradacién de los pigmentos carotenoides en el aceite de soya bajo

diferentes temperaturas y al contacto con el oxigeno

Temperatura  k (semanas™) R’ tu, Degradacion de los pigmentos carotenoides
(°C) (dias) (%)
4 0.101 0.9790 48 33.48
25 0.123 0.9724 40 39.28
35 0.172 0.9531 28 50.20
Ea (kJ/mol) 11.14

Constante de velocidad de degradacion (k), Tiempo de vida media (t,), Energia de activacion (Ea)

La constante de degradacion (k) de los pigmentos carotenoides fue determinada por la

regresion lineal del In(C/Ci) contra el tiempo. La cinética de primer orden demostré que la

k de la degradacion de los pc se incrementd con el aumento de temperatura (Tabla 13),

indicando que los pc fueron degradados a una mayor velocidad conforme se increment6 la

temperatura. Los valores de k para los aceites almacenados a 4, 25 y 35°C fueron de 0.101,

0.123 y 0.172, respectivamente (Tabla 13). Los coeficientes de correlacién (R?) del modelo

cinético de primer orden fueron 0.979, 0.972 y 0.953, para las muestras de aceite

almacenadas a 4, 25 y 35°C, respectivamente. Los resultados indicaron que el modelo

cinético de primer orden puede ser empleado para describir el comportamiento de la
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degradacion de la astaxantina, en las muestras almacenadas entre los 4 y 35°C. Pu y
Sathivel (2011), reportaron que la degradacion de la astaxantina, proveniente de cangrejo
de rio en aceite de lino, fue descrita por una reaccion con cinética de primer orden. Por otro
lado, Rao y col. (2007), reportaron también una reduccién dréstica de la concentracion de
astaxantina a elevadas temperaturas.

El gréfico de Arrhenius del In(k) contra el 1/T para la degradacion de los pigmentos

carotenoides se aprecia en la Figura 16.
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Figura 16. Grafico de Arrhenius para la degradacion de los pigmentos carotenoides en el aceite

de soya

La pendiente corresponde a la energia de activacion (E,) dividida por la constante molar de
los gases. Los valores de k fueron descritos por la ecuacion de Arrhenius, en la cual se
obtuvo una R? de 0.86 (por lo que para obtener un mejor coeficiente de correlacién R? se
recomendaria realizar un mayor namero de tratamientos, es decir, mas de tres temperaturas
de almacenamiento). De acuerdo con Farhoosh y Hoseini-Yazdi (2014), la energia de
activacion es la energia minima requerida para que una reaccion quimica ocurra. La energia
de activacion (E,) obtenida de la degradacion de los pc fue de 11.14 kJ/mol, la cual fue
menor que la reportada en otros estudios; en los cuales las energias de activacion fueron de
52.01 kJ/mol (Takeungwongtrakul y col., 2013) y de 88.44 kJ/mol (Pu y col., 2010).
En este trabajo se obtuvo una menor energia de activacion debido a que las muestras de
aceite con pigmentos carotenoides no fueron tratadas bajo las condiciones de
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almacenamiento ideal en las que un aceite es almacenado. En este caso estuvieron en
contacto permanentemente con el oxigeno con el objetivo de acelerar la oxidacion lipidica
y de esta manera demostrar que el oxigeno es el oxidante que juega un papel mayor que la
temperatura en cuanto a la degradacion de los pigmentos carotenoides. Para evaluar la
estabilidad de los pigmentos carotenoides en el aceite de soya, se determind la vida media
aparente, siendo para las temperaturas de 4, 25 y 35°C de 48, 40 y 28 dias, respectivamente.
Los resultados demostraron, que, bajo estas condiciones de almacenamiento, la vida media

de los pigmentos carotenoides (astaxantinas) estuvo determinada por la temperatura.

4.4.2. Oxidacion lipidica
Los cambios en los indices de peroxidos (IP) del aceite sin y con pigmentos carotenoides,
se presentan en las Figuras 17 y 18.
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Figura 17. Gréaficos cinéticos de orden cero de la oxidacion lipidica en el aceite de soya sin

pigmentos carotenoides a diferentes temperaturas

Los hidroperoxidos son los productos primarios de la oxidacion lipidica, y un indicador
para cuantificarlos, es la rancidez oxidativa (Badui-Dergal, 2006). Los resultados indicaron
que el IP se incrementé con el paso del tiempo y con el aumento de las temperaturas;
observandose un incremento continuo en ambas muestras de aceite, bajo las temperaturas
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manejadas durante el periodo evaluado de 1 mes. Para ambas muestras de aceites, se

cumplio que el grado de oxidacion fue mayor a temperaturas cada vez mayores;

mostrandose un menor grado en las muestras almacenadas a 4 y 25°C, y a la temperatura de

35°C uno mucho mayor, por lo cual, la determinacion del IP para ambas muestras de aceite

permitié conocer la actividad antioxidante de los pigmentos carotenoides obtenidos del

cefalotérax de camarén.
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Figura 18. Gréficos cinéticos de orden cero de la oxidacion lipidica en el aceite de soya con

pigmentos carotenoides a diferentes temperaturas

Los resultados mostrados en las Tablas 14 y 15, muestran que la presencia de los pigmentos

carotenoides en el aceite de soya disminuye la velocidad del proceso de oxidacion.

Tabla 14. Oxidacion lipidica del aceite de soya sin pigmentos carotenoides a diferentes temperaturas

Indice de perdxidos (meq de tiosulfato de sodio/kg de aceite)

Temperatura de Semana
almacenamiento
(°C) 0 1 2 3 4
4 0.200t0.025 0.492t0.028 0.859t0.037 1.33710.048 1.70110'047
25 0.200t0.025 0.759t0.031 1.453t0.029 1.98010'044 2.49710'039
35 0.200t0.025 1.33510.030 2.445t0.033 3.73910'044 4.81510,041
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Tabla 15. Oxidacidn lipidica del aceite de soya con pigmentos carotenoides a diferentes

temperaturas
indice de perdxidos (meg. de tiosulfato de sodio/kg de aceite)
Temperatura de Semana
almacenamiento
(°C) 0 1 2 3 4

4 0.200t0.025 0.303t0.026 0.578t0.029 0.78610.034 0.99310.033

25 0.200t0.025 0.463t0.023 0.790t0.032 1.19110.030 1.50110.038

35 0.200t0.025 0.776t0.025 1.732t0.032 2.82110.039 3.71510.031

En cuanto al comportamiento cinético de la reaccion de oxidacion, éste se ajustd a uno de
orden cero, es decir, que la velocidad de la reaccion fue directamente proporcional a la
concentracion de un dnico reactivo (en este caso, los compuestos oxidados), de la misma

manera que los autores Gomez-Alonso y col. (2004) lo establecieron.

Debe aclararse que, la velocidad de oxidacion puede depender de diversos factores como
son la temperatura, la presencia de inhibidores o catalizadores, la naturaleza del medio de
reaccion, etc. (Badui-Dergal, 2006). La velocidad de la oxidacion lipidica (k) en la muestra
de aceite sin pigmentos carotenoides presentd un aumento de 0.385 a 1.163 cuando la

temperatura se incrementd de 4 hasta 35°C (Tabla 16).

Tabla 16. Cinéticas de oxidacion lipidica del aceite de soya sin pigmentos carotenoides a

diferentes temperaturas y al contacto con el oxigeno

Temperatura (°C) k (semanas™) R’ *t (dias)
4 0.385 0.9939 34
25 0.582 0.9972 21
35 1.163 0.9993 11
Ea (kJ/mol) 23.25

* Tiempo en el que alcanza el limite maximo permisible establecido por la NMX-F-252-1985, (DOF, 1985) para el indice
de perdxidos en aceite comestible de soya (2 meg/kg).Constante de velocidad de degradacién (k), Energia de activacién (E,)

Por otro lado, la k obtenida en el aceite con los pigmentos carotenoides (astaxantinas)
presentd un aumento de 0.207 a 0.908 bajo el mismo incremento de temperatura y en el
mismo periodo de un mes (Tabla 17). A pesar de que la muestra de aceite con pc presentd
un incremento conforme transcurrio el tiempo, las velocidades de oxidacion k fueron
menores para las tres temperaturas (4, 25 y 35°C); observandose en la Figura 18 valores de
las pendientes menores que las de la Figura 17.
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Tabla 17. Cinéticas de oxidacion lipidica del aceite de soya con pigmentos carotenoides a diferentes

temperaturas y al contacto con el oxigeno

Temperatura (°C) k (semanas™) R’ *t (dias)
4 0.207 0.9868 62
25 0.333 0.9956 39
35 0.908 0.9909 15
Ea (kJ/mol) 30.62

* Tiempo en el que alcanza el limite maximo permisible establecido por la NMX-F-252-1985, (DOF, 1985) para el indice
de perdxidos en aceite comestible de soya (2 meg/kg).Constante de velocidad de degradacién (k), Energia de activacién (E,)

Evidentemente al presentar una mayor velocidad de oxidacion las muestras de aceite sin
pigmentos carotenoides fueron aquellas que superaron con mayor rapidez el LMP (limite
maximo permisible) establecida por la normativa mexicana. Para el aceite sin pc se obtuvo
que el LMP fue superado después de 34, 21 y 11 dias, a las temperaturas de 4, 25y 35°C
respectivamente; mientras que para el aceite con pigmentos carotenoides después de 62, 39
y 15 dias se superd este limite para las temperaturas de 4, 25 y 35°C, respectivamente.

El gréafico de Arrhenius para la oxidacion lipidica en el aceite sin pc y con pc se muestra en
la Figura 19, obteniéndose coeficientes de correlacion (R%) de 0.868 y 0.826,
respectivamente. Posiblemente se requiriera emplear un mayor nimero de tratamientos para
mejorar la linealidad de los graficos. A partir de este grafico fueron obtenidas las energias
de activacion (E,), encontrando, que la energia minima requerida para que las reacciones de
oxidacion ocurrieran en el aceite con pigmentos carotenoides fue mayor que la requerida en
el aceite sin pc, 30.62 y 23.25 kJ/mol, respectivamente (Ver Tablas 16 y 17). Lo anterior
indica que los pigmentos carotenoides estan cumpliendo un efecto inhibidor de la
oxidacion, es decir, actian como un agente antioxidante.

Las E, obtenidas fueron muy similares a las reportadas por Takeungwongtrakul (2013) y
Sathivel y col. (2008), 21.59 kJ/mol y 33.20 kJ/mol, respectivamente. En los estudios
realizados por Pu y col. (2010), en aceite de lino adicionado con astaxantina, se requirié de
una mayor E, que en el aceite que no lo contenia, siendo de 93.37 y 68.97 kJ/mol,

respectivamente.
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Figura 19. Gréafico de Arrhenius para la oxidacion lipidica del aceite con y sin pigmentos
carotenoides

4.5. Quinta etapa: Evaluacion sensorial
En la Tabla 18 se aprecia la formulacion final empleada para la elaboracion de dos

muestras de salsas de chile de arbol.

Tabla 18. Formulacion de la salsa

Ingrediente Cantidad (g) Porcentaje (%)

*Aceite de soya 200.00 65.60
Cacahuate 50.00 16.40
Chile de arbol 15.32 5.02
Chile morita 8.40 2.76
Vinagre 9.22 3.02
Jugo de limén 7.00 2.30
Orégano 1.56 0.51
Sal 13.40 4.39

Total 304.90 100.00

*M;: Aceite de soya sin pigmentos carotenoides, M,: Aceite de soya con pigmentos carotenoides

La muestra 1 (M;) fue elaborada con aceite de soya normal (sin adicién de pigmentos
carotenoides), mientras que la muestra 2 (M,), fue elaborada con aceite de soya en el cual

se extrajeron los pigmentos carotenoides del camarédn. Para ello se empled harina de
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camaron previamente desmineralizada en una relacion (1:10) a temperatura ambiente y con
20 minutos de agitacion.

Para homogeneizar el grado de acidez de ambas salsas se ajusto el pH de ambas muestras
utilizando vinagre y jugo de limén, hasta un pH de 5.4 + 0.9; ya que se ha encontrado que
la astaxantina presenta buena estabilidad en intervalos de pH de 5-7 (Herrera-Andrade y
col., 2011).

Los resultados obtenidos de las pruebas afectivas siempre permiten conocer la aceptacion,
rechazo, preferencia o nivel de agrado de uno o varios productos. Especificamente, las
pruebas escalares de tipo afectivo son las que se utilizan con el propésito de conocer el
nivel de agrado o desagrado de un producto. Estas pruebas tienen gran aplicacion préctica,
son faciles de interpretar y los resultados que de ellas se obtienen, permiten tomar acciones
importante con base en la venta del producto, posibles cambios en su formulacion, etc.
(Manfugaés, 2007).

En el Anexo 2 (Apéndice 3), se muestran los resultados obtenidos de los andlisis de
varianza, andeva (ANOVA en inglés) para cada atributo sensorial y para la probabilidad de

compra, donde:

- Hi: Existe diferencia significativa (Fcaiculada™>Feritica)

- Ho: No existe diferencia significativa (Fcaiculaga<Feritica)

Para cada uno de los cuatro atributos sensoriales evaluados no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras. Esto indica que la aplicacion del aceite de soya
pigmentado en la salsa no resulté diferente del aceite de soya sin pigmentos; ya que como
se muestra en la Tabla 18 la formulacion para cada salsa fue exactamente la misma,

modificandose Unicamente el tipo de aceite.

La puntuacion promedio obtenida en las muestras para cada atributo resultd muy similar;
observandose un nivel de agrado promedio de 7 (“me gusta moderadamente”) en todos los
atributos sensoriales. Se observo que la probabilidad de compra promedio para la muestra 2

(salsa con pigmentos carotenoides), fue ligeramente superior a la de la muestra 1 (salsa sin
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pigmentos carotenoides); observandose una probabilidad de compra promedio de 2
(“probablemente lo compraria”). Sin embargo, el andlisis de varianza mostr6 que no hubo
diferencia significativa en la probabilidad de compra; esto significa que el consumidor
compraria indistintamente entre una muestra y otra (Ver Anexo 2, Apéndice 2).

De acuerdo con estos resultados, a continuacion se presentan las conclusiones derivadas de

ellos y lo que seria pertinente realizar en futuras investigaciones.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

- La mayor concentracién de pigmentos carotenoides en el aceite de soya (extracto
oleoso), se consiguio al utilizar harina desmineralizada en una relacion 1:10 mediante
calentamiento a 80°C; obteniéndose una concentracion de 83.724 mg/100 mL.

- La mayor concentracion de pigmentos carotenoides por kilogramo de harina, se
consiguié al utilizar la harina desmineralizada en una relacién 1:30 mediante
calentamiento a 80°C; obteniéndose una concentracion de 16.647 g/kg.

- Mediante el andlisis de varianza de tres factores (tipo de harina, relacion harina:aceite y
temperatura de extraccion) con un nivel de significancia del 0.05 se obtuvo la
existencia de diferencias significativas en la concentracion de pigmentos carotenoides
para cada factor y entre sus interacciones.

- El proceso de desmineralizacion acida de la harina de camaron logro una considerable
disminucion del contenido de cenizas, permitiendo concentrar la grasa y facilitando asi
la extraccion de los pigmentos carotenoides.

- Se determino que el calentamiento del aceite de soya a 80 y 60°C durante 20 minutos
genera una oxidacion del 44.65 y 20.12%, respectivamente, con respecto del limite
establecido por la NMX-F-252-1985, (DOF, 1985).

- Debido a lo anterior y de acuerdo con la aplicacion que se le da al aceite, el método de
extraccion mas viable de los pigmentos carotenoides fue a través de la agitacion
mecanica a temperatura ambiente.

- Fue posible la identificacion de cinco pigmentos carotenoides en las muestras de harina
de camardn (luteina, astaxantina libre, cantaxantina, monoésteres de astaxantina y -
caroteno) empleando cromatografia en capa fina.

- Se determind que el orden de reaccién de la oxidacion lipidica se ajusta a uno de orden
cero (la velocidad de oxidacion es directamente proporcional a la concentracion de los
reactivos) y el de la degradacion de los pigmentos carotenoides a uno de primer orden
(la velocidad de degradacion es independiente de la concentracion de los reactivos).

- Se determiné que el grado de oxidacion de los lipidos y el nivel de degradacion de los

pigmentos carotenoides, aumentd conforme se incrementd la temperatura.
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Se observo que la velocidad de oxidacion (k) fue mayor en el aceite sin pigmentos
carotenoides que en el aceite pigmentado, y que, la energia de activacion (E;) necesaria
para oxidar al aceite fue mayor en el aceite que contiene pigmentos carotenoides que en
el aceite que no los contiene, lo cual demostro su efecto antioxidante.

Se encontro que las muestras de salsa elaboradas presentaron un buen nivel de agrado y
que la probabilidad de compra de ambas muestras fue alta.

Se determind que para los cuatro atributos sensoriales evaluados (color, olor, textura y
sabor) no hubo diferencias significativas, al igual que en la probabilidad de compra;
por lo tanto, se establece que el consumidor podria elegir indistintamente cualquiera de

las dos muestras.

5.2. Recomendaciones

Utilizar el tiempo como variable durante la extraccion (a temperatura ambiente) y
cuantificacion de los pigmentos carotenoides, para evaluar la eficiencia en la extraccion
a diferentes tiempos.

Secar las cabezas de camarén empleando una estufa de vacio disminuyendo lo mas
posible las altas temperaturas, para asi evitar la degradacion de los pigmentos
carotenoides.

Analizar y comparar las muestras de aceite de soya y aceite de soya pigmentado a
través de una cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Para obtener valores méas confiables de los pardmetros cinéticos de velocidad de
oxidacion (k), tiempo de vida media (i), tiempo de oxidacion (t,) y energia de
activacion (E,), se recomienda realizar un mayor nimero de tratamientos con méas de

tres temperaturas de almacenamiento.
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ANEXO 1
Analisis bromatoldgico (metodologias)
A.1.1. Determinacion de humedad por secado en termobalanza (Kirk y col., 1996)
Fundamento

Este método se basa en evaporar, de manera continua, la humedad de la muestra y el
registro continuo de la pérdida de masa, hasta que la muestra se sitle a masa constante. El
error de pesado en este método se minimiza cuando la muestra no se expone

constantemente al ambiente.
Procedimiento

Colocar la charola en espacio destinado para ello en la termobalanza y encender el equipo.
Pesar de 8 a 10 g de muestra en la charola de aluminio formando una capa lo més
homogénea posible. Registrar la pérdida de masa o, en su caso, el porcentaje de humedad
(segun el equipo) después de 10-15 minutos, o bien cuando ya no haya variacion en la

lectura.
A.1.2. Determinacién de cenizas (Kirk y col., 1996)
Fundamento

Las cenizas son el producto que permanece después de la calcinacion del material organico

0 inorganico a altas temperaturas (500-600°C). Este residuo contiene 0xidos 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, transferirlo al desecador para su completo enfriamiento y

determinar la masa del crisol con cenizas.

o1



Calculos

B
% cenizas = x100

donde:

A: Masa del crisol + cenizas (g)

B: Masa del crisol vacio a masa constante (g)

M: Masa de la muestra (g)

A.1.3. Determinacién de proteina (AOAC, 2001)
Fundamento

Este método se basa en la descomposicion de los compuestos de nitrégeno organico por
ebullicion con acido sulfurico. El hidrégeno y el carbono de la materia organica se oxidan
para formar agua y dioxido de carbono. El &cido sulfurico se transforma en didxido de

azufre, el cual reduce el material nitrogenado a sulfato de amonio.

El amoniaco se libera después de la adicion de hidréxido de sodio y se destila recibiéndose
en una disolucion al 2% de &cido borico. Se titula el nitrbgeno amoniacal con una
disolucion valorada de &cido, cuya normalidad depende de la cantidad de nitr6geno 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.
El método de Kjeldahl consta de las siguientes etapas y reacciones quimicas:
a) Digestion

Proteina + H,50, - C0O, + (NH,),50, + SO,

b) Destilacién

(NH,),S0, + 2NaOH — Na,S0, + NH; T + H,0
recibiendo en H;B0O5 ; NH; + H;BO; - NH,H,B04
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c)

Titulacion
NH,H,BO; + HCl - H;BO; + NH,CI

Procedimiento

a)

b)

Digestion

Pesar de 0.1-0.2 g de muestra e introducir en un tubo Kjeldahl, agregar 0.15 g de
sulfato de cobre pentahidratado, 2.5 g de sulfato de potasio o sulfato de sodio y
10mL de acido sulfurico concentrado.

Encender el aparato y precalentar a la temperatura de 360°C. Colocar los tubos en el
portatubos del equipo Kjeldahl y colocarlo en el bloque de calentamiento.

Ajustar la unidad de evacuacion de gases con las juntas colocadas sobre los tubos de
digestion.

Accionar la trampa de succion de gases antes de que se produzcan éstos. Calentar
hasta la total destruccién de la materia orgéanica, es decir, hasta que el liquido quede
transparente, con una coloracion azul verdosa.

Una vez finalizada la digestion, sin retirar la unidad de evacuacion de gases, colgar
el portatubos para enfriar.

Después del enfriamiento, desconectar la trampa.

Destilacién

En un matraz Erlenmeyer de 250mL adicionar (segun se indique) 50 mL de HCI 0.1
N y unas gotas de indicador rojo de metilo 0.1%, o bien 50 mL de acido bérico al
4% con indicadores.

Conectar el equipo de destilacion y esperar unos instantes para que se genere vapor.
Colocar el tubo de digestion con la muestra diluida y las sales disueltas en un
volumen no mayor de 10 mL de agua destilada, en el aparato de destilacion

cuidando de introducir la alargadera hasta el fondo de la solucion.

53



4. Adicionar hidroxido de sodio al 36% (hasta 40 mL aproximadamente). Encender el
equipo de destilacion hasta alcanzar un volumen de destilado en el matraz
Erlenmeyer de 100-150 mL, lavar la alargadera con agua destilada, recoger el agua
de lavado sobre el destilado. Una vez finalizada la destilacion, regresar la palanca

de vapor a la posicién original.

c) Titulacion

1. Titular el exceso nitrégeno amoniacal con una disolucion de HCI 0.1 N.
Calculos

VxNX0.014xFx100

m

% de proteina =

donde:

V: Volumen real de &cido empleado en la titulacion, es decir, restando error con blanco
(mL).

N: Normalidad del HCI

M: Masa de la muestra (g)

F: Factor de conversion de nitrégeno proteinico

A.1.4. Determinacion de grasa bruta por el método Soxhlet (James, 1995)
Fundamento

Es una extraccion semi-continua 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.
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Procedimiento

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

2. Pesar 4 a5 g de muestra sobre papel filtro, enrollando y colocarlo en un cartucho de
celulosa, tapar con algodon 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 ebullicion 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 eliminacion 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.

Célculos

x100

% grasa =
m

donde:

A: Masa del matraz + grasa (Q)

B: Masa del matraz vacio a masa constante (g)

M: Masa de la muestra (g)

A.1.5. Determinacion de fibra dietética total (Sigma, 2002)
Fundamento

La fibra dietética es una mezcla compleja de sustancias organicas e inicialmente se define

como restos de células de plantas resistentes a la hidrélisis por las enzimas de hombre. Esta
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definicion fue modificada para incluir las hemicelulosas, celulosas, ligninas, pectinas,
gomas, oligosacaridos no digeribles y ceras.

Este ensayo determina el contenido total de fibra dietética de los alimentos mediante una
combinacion de métodos enzimaticos y gravimétricos. Las muestras secas y libres de grasa
son digeridas enzimaticamente con la proteasa para eliminar la proteina presente en la
muestra (no se emplean las enzimas amiloglucosidasa y alfa amilasa debido a que la
muestra contiene menos del 2% de almidon). Se afiade etanol para precipitar la fibra
dietética soluble. El residuo se filtra y se lava con etanol y acetona. Después del secado, se
pesa el residuo. La mitad de las muestras son analizadas para las proteinas y la otra mitad
son incineradas. La fibra dietética total es la masa de los residuos, menos la masa de la

proteina y cenizas.

Procedimiento

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

2. Afadir 0.5 g de celita a cada uno de los crisoles y secar a 130°C hasta obtener masa
constante. Registrar esta masa como “Celita + Masa de crisol” o P1. Almacenar en
el desecador hasta su uso.

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

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

5. Inmediatamente antes de su uso, preparar una solucion de proteasa cuya
concentracion sea 50 mg/mL, empleando solucién amortiguadora de fosfatos como
disolvente. Afiadir 0.1 mL de esta solucion a cada uno de los vasos de precipitados.

6. 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 de que la
temperatura interna haya alcanzado los 60 °C.

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

8. Anfadir 100 mL de etanol al 95% a cada uno de los vasos de precipitado.
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9. 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 succién suave

y cuantitativamente transferir el precipitado y la suspension de cada vaso de

precipitados a su respectivo crisol.

10. Lavar el residuo con tres porciones de 20 mL de etanol al 78%, dos porciones de 10
mL de etanol al 95% y dos porciones de 10 mL de acetona.

11. Secar los crisoles que contienen el residuo durante 12 horas a 105°C en una estufa

convencional o a 70°C en estufa de vacio.

12. Enfriar los crisoles en un desecador y registrar esta masa como “Residuo + Celita +

Masa de crisol” o P2.

13. Analizar el residuo de dos muestras y dos blancos para proteinas usando el método

de Kjeldahl.

14. Analizar el contenido de cenizas de dos muestras y de dos blancos, registrar esta

masa como “Cenizas + Celita + Masa de crisol” o P3.

Calculos
Masa del residuo= P2-P1

Masa de cenizas= P3-P1

B= Rbpianco = Pblanco — Ablanco

- Amuest?‘a —

Of'f] FDT = (Rmuesn‘a _ Pmue;‘t[:';

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

B
)xlU[)
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ANEXO 2. EVALUACION SENSORIAL
Apéndice 1. Cuestionario de evaluacion sensorial

Edad: Sexo: F/ M

¢Con qué frecuencia consume salsas?
a) 1vezaldia b) 3 05 veces a la semana c) 1vez alasemana
d) 1 vez cada quince dias e) 1 vez al mes

¢Las salsas que consume son caseras 0 provienen de tiendas de autoservicio?

¢Acostumbra consumir salsas base aceite (ejemplo: salsa macha)?
a) Si b) No

A continuacion se le presentan 2 muestras de salsas, marque en la hoja el cédigo correspondiente a
la muestra y proceda con la evaluacion de cada atributo en el orden que se presentan en la tabla.

Seleccione con una X el nivel de agrado para cada atributo sensorial.

Puntuacion Nivel de agrado

Cadigo de muestra:

Color Olor Textura Sabor

Me gusta
muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta
moderadamente

Me gusta poco

Ni me gusta ni me
disgusta

Me disgusta poco

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta
mucho

Me disgusta
muchisimo
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Con base a lo percibido sensorialmente, seleccione la muestra que mas haya sido de su
agrado

Codigo de muestra:

De manera general y segln su preferencia, ¢Qué tan seguro estaria de comprar las muestras
que se le presentaron?

Cddigo de Cddigo de
muestra: muestra:
Puntuacion | Posibilidad de compra

Definitivamente lo
1 compraria

Probablemente lo
2 compraria

3 No estoy seguro

Probablemente no lo
4 compraria

Definitivamente no lo
5 compraria

¢Cambiaria su probabilidad de compra, si supiera que las salsas contienen pigmentos
carotenoides naturales (antioxidantes)?

a) Si b) No

Por altimo ¢Tiene alguna observacion y/o recomendacion sobre las muestras de salsa
elaboradas?

Cédigo de muestra:

Codigo de muestra:

iGRACIAS!
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Apéndice 2. Resultados de evaluacion sensorial

Tabla A2.2.1. Escala heddnica (verbal) de 9 puntos empleada en las evaluaciones sensoriales

Puntuacion Nivel de agrado

Me gusta muchisimo
Me gusta mucho
Me gusta moderadamente
Me gusta poco
Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco
Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho
Me disgusta muchisimo

P N W s OO N 00O

Tabla A2.2.2. Escala de 5 puntos empleada para determinar la probabilidad de compra

Puntuacion Posibilidad de compra
1 Definitivamente lo compraria
2 Probablemente lo compraria
3 No estoy seguro
4 Probablemente no lo compraria
5 Definitivamente no lo compraria

Tabla A2.2.3. Niveles de agrado promedio obtenidos para cada atributo sensorial en las dos

muestras de salsa elaboradas

Muestra 1 2
Atributo sensorial Color Olor Textura Sabor Color Olor Textura Sabor
Puntuacion promedio 7.01 7.45 6.70 6.92 731 752 6.94 7.07

*My: Salsa sin pigmentos carotenoides, M,: Salsa con pigmentos carotenoides

Tabla A2.2.4. Probabilidad de compra promedio para cada muestra de salsa

Muestra Probabilidad de
compra promedio

1 2.24

2 245
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Color

@ Me gusta muchisimo

@ Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

@ Me gusta poco

@ Ni me gusta ni me disgusta

Figura A2.2.1. Evaluacion de color en la salsa con pigmentos carotenoides

Color

35.6%

@® Me gusta muchisimo

@® Me gusta mucho

Me gusta moderadamente

@ Me gusta poco

@ Me disgusta poco

Ni me gusta ni me disgusta

Figura A2.2.2. Evaluacion de color en la salsa sin pigmentos carotenoides
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Olor

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

Figura A2.2.3. Evaluacion de olor en la salsa con pigmentos carotenoides

Olor

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

Figura A2.2.4. Evaluacion de olor en la salsa sin pigmentos carotenoides
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Textura

41.6%

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Figura A2.2.5. Evaluacion de textura en la salsa con pigmentos carotenoides

Textura

45.5%

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Figura A2.2.6. Evaluacion de textura en la salsa sin pigmentos carotenoides
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Sabor

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Figura A2.2.7. Evaluacion de sabor en la salsa con pigmentos carotenoides

Sabor

45.5%

Me gusta muchisimo

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Me gusta poco

Ni me gusta ni me disgusta
Me disgusta poco

Me disgusta moderadamente

Figura A2.2.8. Evaluacion de sabor en la salsa sin pigmentos carotenoides
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Probabilidad de compra

No estoy seguro
@ Probablemente lo compraria

@ Definitivamente lo compraria

@ Definitivamente no lo compraria

@ Probablemente no lo compraria

Figura A2.2.9. Probabilidad de compra de la salsa con pigmentos carotenoides

Probabilidad de compra

No estoy seguro
@ Probablemente lo compraria

@ Definitivamente lo compraria

@ Definitivamente no lo compraria

@ Probablemente no lo compraria

Figura A2.2.10. Probabilidad de compra de la salsa sin pigmentos carotenoides
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Apeéndice 3. Andlisis de varianza de evaluacion sensorial

Tabla A2.3.1. Andlisis de varianza (ANOVA en inglés) para el color de las salsas

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilida Valor Conclusion
las cuadrados de de los d critico para

variaciones libertad cuadrados F
Entre 4.805 1 4.81 3.75 0.0541 3.89 Ho
grupos

Dentro de 253.39 198 1.28

los grupos

Total 258.195 199

Tabla A2.3.2. Anélisis de varianza (ANOVA en inglés) para el olor de las salsas

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor  Conclusion
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0.605 1 0.605 0.4882 0.4855 3.89 Ho
grupos

Dentro de 245.39 198 1.24

los grupos

Total 245,995 199

Tabla A2.3.3. Analisis de varianza (ANOVA en inglés) para la textura de las salsas

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor  Conclusion
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 2.88 1 2.88 2.4438 0.1196 3.89 Ho
grupos

Dentro de 233.34 198 1.18

los grupos
Total 236.22 199

Tabla A2.3.4. Andlisis de varianza (ANOVA en inglés) para el sabor de las salsas

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor Conclusioén
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0.72 1 0.72 0.4997 0.4804 3.89 Ho
grupos

Dentro de 285.26 198 1.44

los grupos
Total 285.98 199
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Tabla A2.3.5. Anélisis de varianza (ANOVA en inglés) para la probabilidad de compra

Origen de Suma de Grados  Promedio F Probabilidad Valor Conclusién
las cuadrados de de los critico

variaciones libertad cuadrados para F
Entre 2 1 2 2.4924 0.1160 3.89 Ho
grupos

Dentro de 158.88 198 0.802

los grupos

Total 160.88 199
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ANEXO 3. ACERVO FOTOGRAFICO

(B 28 4% '. i
Figura A3.3. Molienda de la cabeza de Figura A3.4. Harina de camardén entera seca

camaron seca

Figura A3.6. Determinacion de humedad por
termobalanza

N~

SO TN L e
Figura A3.7. Determinacion de cenizas Figura A3.8. Cenizas de muestra de camarén
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Figura A3.9. Desmineralizacion de harinas Figura A3.10. Lavado y filtrado de harina de
con acido acético glacial camarén desmineralizada

\

Mg =

Figura A3.11. Harina desmineralizada de Figura A3.12. Determinacion de grasa por el
camaron lavada seca_ método de Soxhlet

Figura A3.13. Determinacion de proteina por
el método de Kjeldahl

.”‘/'
/

Figura A3.15. Estandar de Astaxantina™® Figura A3.16. Solucién-paén de astaxantina
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Figura A3.17. Extraccién de pigmentos
carotenoides

_ iy
L= Ly ——
-

Figura A3.19. Muestra de aceite de soyacon  Figura A3.20. Muestras de aceite de soya con
pigmentos carotenoides . y sin pigmentos carotenoides

Figura A3.21. Determinacion de fibra dietética Figura A3.22. Cuestionario y muestras
total evaluadas
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Figura A3.23. Evaluacion sensorial preliminar

Figura A3.24. Evaluacion sensorial final
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ANEXO 4. TRATAMIENTO DE RESIDUOS PRODUCIDOS EN ESTA
INVESTIGACION

Residuos de cabeza de camarén

Limpieza y semilavado R1

v

Secado
(60 £ 5 °C/24 h)

\;

R2 R3 . Granulometria
Molienda (malla 40 y 80)

R6 Anélisis Desmineralizacion (&cido acético glacial
bromatoldgico 8% v/v, relacion 1:9 m/v)

\Z

R5 R4 Filtracion

\Z

Lavado con agua destilada
(pH cercano a la neutralidad)

\Z

Secado (6045 °C/ 3-4 h)

Extraccidn e identificacion
de pigmentos carotenoides

__| Aceite de soya Harina d i Harina de camaroén
Extraccidn sélido-liquido f(;"l]: € camaron desmineralizada
(10-15 mg aprox.) (10-15 mg aprox.)
Harinas de camaron

entera y desmineralizada

Centrifugacion
(4000 rpm/14 min/ 4 °C) Agitacion de muestra con
acetona en vortex (7 mL aprox.)

R9 | 7
Centrifugacion
Sedimento Sobrenadante: Aceite (3000 rpm/5 min/ 4 °C)

de soya pigmentado \l/

Eter etilico N Concentracion del extracto
(0.5 mL aprox.)
Cuantificacion de pigmentos \l,
carotenoides (A=488nm) R10 Elucién de muestras en mezcla de 25%
de acetona en hexano (100 mL aprox.)

R11 \l/
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Revelacién de cromatograma
(luz UV y camara de yodo)

Aplicacion: Salsa de Determinacion de oxidacion de lipidos y
chile de arbol degradacion de los pigmentos carotenoides

Evaluacién sensorial:
Pruebas afectivas | 4°C | | 25°C | | 35°C |

\4

Residuos de muestra

Cuantificacion de pigmentos
R12 carotenoides (A=488 nm) 0.01 N)

Cuantificacion de hidroperéxidos
(Titulacion con sulfato de sodio,

RI3 R14

R1, R9,R11, 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: El residuo de cenizas (residuo inorganico no peligroso) se desecha de forma adecuada

en la basura.

R3: Una vez titulado con HCI y neutralizado el residuo de nitrégeno amoniacal, se vierte
en la tarja.

R4: H,SO,4 CuSO4.5H,0, Na,SO4, NaOH, muestra de camardn. 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).

R5: Eter etilico, grasa. Se recupera el éter de petrdleo a través de un evaporador rotatorio al

vacio.
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R6: Solucion 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)

R7 y R8: Una vez neutralizado el residuo de acido acético, se vierte en la tarja.
R10 y R14: Se acondicionaron para su envio a través de la colecta de residuos de la UGA
(Unidad de Gestion Ambiental de la FQ-UNAM). El acondicionamiento de estos residuos

consistié en el envasado de los mismos y el etiquetado en el cual se especificé la naturaleza

quimica del compuesto asi como el nombre de la persona que lo generd entre otros.
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