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Resumen 

La fermentación láctiea ha sido utilizada desde tiempos inmemoriales para aumentar la vida de 

anaquel de los alimentos, debido principalmente a la producción de ácidos orgánicos y 

compuestos con actividad antimicrobiana. En la presente tesis se estudió el uso de la 

fermentación ¡áctiea del desecho de camarón para la recuperación de productos de alto valor 

agregado, tales como qu itina, pigmentos y proteasas. 

En una primera etapa se establecieron las condiciones de la fermentación mediante la 

selección del iniciador, probando dos cultivos comerciales de Christian Hansen: Floracam SL 

(LaclObacillus pentosus y SlaphylococCllS cam osus) y LP-l (lActobacillus pemosus), asi 

como cepas aisladas de camarones tropicales identificadas como Lactobacil/lIs case; (A3) y 

Lactobacillus sp. (B2). La cepa 82 y Lactobacillus penlosus produjeron concentraciones mas 

altas de acido láctico, aunque en las fe rmentaciones con Lb. pemosus se detectaron bajas 

concentraciones de ácido acético, de ahí que la cepa B2 fuera elegida para la determinación de 

las concentraciones de la fuente de carbono (glucosa) y nivel de inoculación. 

Las concentraciones de glucosa e inóculo con las que se obtuvieron mejores resultados fueron 

10'10 (p/p base húmeda) y 5% (v/p base húmeda), respectivamente. Para la elección de las 

condiciones antes mencionadas se realizaron análisis estadístico de varianza así como 

superficies de respuesta. 

El uso de iniciador y la concentración inicial de glucosa fueron factores determinantes en la 

fermentación ¡áctica de desechos de camarón. En este sentido, altas concentraciones de 

glucosa e iniciador redujeron el tiempo de fermentación, e incrementaron la concentración del 

ácido ¡actico producido. La inoculación modificó el patrón fermentativo de hetera a 

homoláctico. 



La microflora mostró una reducción inicial de enterobacterias, sin embargo después de 8 horas 

la cuenta de coliformes aumentó, mientras que la de bacterias lácticas fue constante durante 

todo el tiempo de fermentación y solo hacia el final del cu lt ivo disminuyó. 

La segunda etapa consistió en el aislamiento de los productos: proteasas, quitina y pigmentos, 

a partir del ensi lado obtenido después de 48 horas. Se separaron dos fracciones una sólida y 

otra liquida, las cuales fueron de un 55 a 60% y de 40 a 45 % del peso original en base 

húmeda. respectivamente. El sólido o sedimento consistió principalmente de quitina, proteína. 

pigmentos y minerales, en un 2 1.23, 21. 73, 0.0123 Y 8.21 % (p/p base seca) respectivamente. 

La purificación parcial de las proteasas a partir del ensilado fue llevada a cabo mediante 

ultrafi ltración y cromatografia de permeación en gel (GPC). La fracción soluble de la 

fermentación fue filtrada y centrifugada, y el líquido liofilizado para su almacenamiento. 

Posterionnente el polvo fue resuspendido y ult rafiltrado, su concentración y fraccionamiento 

fueron hechos probando diferentes membranas de 300, 50, 10 y 2 kDa. Las concentraciones 

de proteína y actividad proteolítica en caseína pH 7 Y hemoglobina pH 2, fueron detenninadas 

en el permeado y retenido de cada ult rafi ltración realizada, observándose que había una 

mayor concentración de proteínas con actividad utilizando membranas de 2 y 10 kDa, no 

encontrándose diferencias significativas entre éstas. Si n embargo con la membrana de 2 kDa 

el proceso era muy lento, por lo que se eligió el retenido obtenido con la de 10 kDa. 

Las fracciones de la ultrafilt rac ión mostraron actividad en condiciones ácidas y alcalinas. El 

peso molecular de las fracciones con actividad fue determinado mediante GPC, 

correspondiendo a 13,26 Y 56 kDa; la actividad específica fue mayor a pH neutro que a ácido. 

El retenido que fue la fracció n que presentó mayor actividad fue aplicada en una etapa 

subsecuente para la desproteinización de quitina. 



Por via fermentativa se removió un 75 .7 % de proteína y 65.80 % de calcio de la quitina cruda 

(sedimento). Posteriormente, se realizaron tratamientos químicos para llevar a cabo 

despigmentación, desmineralización y desproteinización, para este ultimo tratamiento se 

probaron proteasas comerciales y proteasas aisladas del camarón (retenido). 

Para la desproteinización enzimática se procedió a determinar el tiempo de reacción con 

tri psi na bovina comercial durante 96 horas, encontránd?se un aumento en la proteína soluble 

durante las primeras 48 horas, y después de ese tiempo la concentración de proteína soluble se 

mantuvo estable. Por lo que se fijó un tiempo de 48 horas para estudios con las otras enzimas, 

proteasas de camarón, mezcla de enzimas: Savinasa, Neutrasa, Alcalasa y Esperasa (Novo, 

Copenhague, Dinamarca). 

Asimismo para comparar fueron obtenidas quitinas a partir del desecho sm fermentar y se 

analizaron productos comerciales. 

Análisis elemental y espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier fueron 

empleadas para caracterizar las quitinas obtenidas. Los resultados indicaron que los productos 

de la fermentación láctica fueron similares a los producidos por métodos tradicionales. 



ABSTRACT 

Ensi lation of prawn waste allows the recovery of added value products 5uch as chitin, pigments 

and proteins, which could be used for animal feed, and other applications. Ensilat ion is defined 

as a conservation process in which acids, added or produced, inhibit the growth of pathogen 

microorganisms. In a fermented silage acid is produced in si/u by lactie acid bacteria, usiog 

carbohydrate sources. 

In this study the fermentation conditions and selection of microorganism were detennined 

based on acid production, glucose concentration as carbohydrate saurce, and inoculum leve!. 

Afterwards the fermentation pattern was determined. 

, 
From the various [actie acid bacteria tested, Laclobaci/lus pel1l0SIIS and LactobacillllS sp. (B2) 

were the best acid-producing microorganisms. However small quantities of acetic acid were 

detected in samples inoculated with Lactobacillus pentoslIs, therefore B2 was chosen for the 

determination ofgJucose and inoculum leveJs; the best results were obtained al 10% (w/w w.b.) 

and 5% (v/w w.b.), respectiveJy. 

The use of starters and the ¡nitial glucose 'concentration were critical factors in prawn head 

fermentatio n. High init ial glucose and starter concentrations reduced fermentation time and 

increased the amount of lactic acid produced. lnoculation modified the fennentation from 

heterofermentative to homofermentative. 

There was an ¡nitial reduction of enterobacteria, but after 8 hours of ferrnentation colifonn 

counts increased whereas ¡actic acid bacteria counts were constant during most of the 

fermentation time, and decreased at the end. 



The aboye described conditions produced a stable silage, with two fractions : solid and liquid. 

The next stage was the recovery of products: partial purification of proteases was done from 

the liquid by means of ultrafiltration and gel permeation chromatography. Molecular weight 

proteases ranged at 13, 26 and 56 k.Da, specific activity was higher al pH 7 than 2. 

Finally the chitin and pigments were extracted from the soli d, 21 and 0.0 12 % (w/w wet basis), 

respectively. Chitin was isolated from the silage solid after demineralisation with hydrochloric 

acid and deproteination with alkali . Enzymatic deproteination was carried out using 

commercial proteases (A1calase, Pronase, Savinase and Esperase) and proteases from the 

fe rmented prawn waste. Chitin FT1R spectra and elemental analysis were comparable with 

commercial products. 

Keywords: prawn wastes, laelie acid fermentation, chitin, Laclobaci/lus, proteases, pigmems, 

prolein, silage. 



RESUMEN 

El ensilado de camarón permite la recuperación de productos con valor agregado tales como 

quitina, pigmentos y proteínas, los cuales pueden ser utilizados para alimentación y diversas 

areas de la industria. El ensilado se define como un proceso de conservación en el cual ácidos 

producidos o adicionados, inhiben el crecimiento de microorganismos patógenos. En un 

ensilado fermentado el ácido es producido in si/u por bacterias ¡ácticas, que utilizan 

carbohidratos. 

En este estudio las condiciones y selección de microorganismos fueron determinados con base a 

la producción de ácido, concentración de glucosa, y ni vel de inoculación. Posteriormente el 

patrón fermentativo fue determinado. 

Las diferentes bacterias ¡ácticas probadas, Lactobacillus pentosus y Laclobacill/ls sp. (82) 

fueron los microorganismos que mayor cantidad de ácido produjeron. Sin embargo pequeftas 

cantidades de ácido acético fueron detectadas en muestras inoculadas con Laclobacilllls 

peIlfOSUS, de ahí que la cepa 82 fue escogida para la determinación de la concentración de 

glucosa y niveles de inoculación; los mejores resultados fueron con 10% (p/p base húmeda) y 

5% (v/p base húmeda), respectivamente. 

El uso de iniciadores y la concentración inicial de glucosa fueron factores determinantes en la 

fermentación de desechos de camarón. Altas concentraciones ¡nidales de glucosa e iniciadores 

redujeron el tiempo de fermentación e incrementaron la cantidad de ácido láctico producido. La 

inoculación modificó la fermentación de un patrón heterofennentativo a homofennentativo. 

Reducción inicial de enterobacterias fue observada, sin embargo después de 8 horas de 



fermentación la cuenta aumento mientras que las cuentas de bacterias lácticas fueron 

constantes y descendieron hacia el final . 

Las condiciones anteriormente descritas, 10% (p/p base húmeda) de glucosa y 5% (v/p base 

húmeda) de Laclobacillus sp (82), produjeron un ensilado estable a temperatura ambiente, del 

cual se separaron dos fracciones :sólida y liquida. 

La siguiente etapa fue la recuperación de productos a panir de estas fracciones: 

Del li cor obtenido se purificaron parcialmente proteasas mediante ultrafiltración y 

cromatografia de permeación en gel. El intervalo de pesos moleculares de proteasas se 

encontraron a 13 , 26 Y 56 kDa, la actividad especifica más alta fue a pH neutro (7) que a acido 

(2). 

Finalmente quitina y pigmentos fueron extraidos a panir del sólido, 21 y 0.0 12 % (p/p base 

húmeda), respectivamente. La quitina aislada del ensilado después de la desmineralización con 

ácido clorhídrico y desproteinización con alcalí . La desproteinización enzimatica fue llevada a 

cabo utilizando proteasas comerciales (Alcalasa, Pronasa, Savinasa y Esperasa) y proteasas del 

ensilado (retenido de la ultrafilt ración) . Los espectros de infrarojo y analisis elemental fueron 

comparables con productos comerciales. 

Palabras claves: desechos de camarón, jermemación ócido lóctica, quitina, LaclObacillllS, 

proteasas, pigmemos, proteínas, ensilado. 



1. Revisión Bibliográfica 

La primera parte de este capitulo de revisión bibliográfica presenta la situación general del 

camarón, sistemas de producción, lugares de captura, especies de camarón en México, su 

manejos post captura, así como la microflora de mayor ocurrencia en estos alimentos. La 

intención fue mostrar al lector, la importancia de la uti lización de los desechos de camarón, por 

ser México productor y exportador de este alimento. 

La segunda parte revisa algunos de los productos que pueden ser obtenidos, a partir de los 

desechos de camarón. Así pues se definen como compuestos recuperables qu itina, quitosano, 

proteasas y pigmentos; revisandose las fuentes, estructura, propiedades y aplicaciones 

1.1 . Visión general del cultivo y captura de camarón en México 

El cultivo de camarón a nivel mundial se ha incrementado en forma constante desde la mitad 

de los sesentas. Así , en 1972 se alcanzó un total de 1,2 millones de tons en peso vivo; en 1981 

esta cifra se encontraba alrededor de 1.7 mi ll ones de tons. Para 1992, la captura mundial de 

camarón se vio incrementada por encima de 3 millones de tons (De Silva., 1998). 

La captura y cultivo de camarón de los 20 principales países productores se muestra en la 

Tabla 1.1 . México ocupa el doceavo lugar, con un 2 a 3 % de la producción global de los países 

enlistados (INFOFISH,199J). 
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1.1 .1. Sistemas de producción de camarón 

Captura 

México fue el primer país Latinoamericano en iniciar ~a pe$c,a de camarón en forma comercial . 

La captura continúa siendo la más alta en Latinoamérica y está en segundo lugar en América 

después de Estados Unidos. 

La producción de camarón en México alcanzó 85,90 1 tons en 1996, después de un período de 

declinación a inicios de los noventas (Figura 1.1 .). Las causas de este descenso no estan bien 

definidas, pero posiblemente se debió principalmente a factores como temperatura, descenso 

de las precipitaciones pluviales, incremento en el uso de pesticidas y las pérdidas de cieno. 
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Otros hechos negativos fueron las condiciones precarias en las que se encontraba la flota 

pesquera, la mala administ ración en las cooperativas y la captura ilegal por parte de pescadores 

furtivos (Departamento de Comercio, Servicios Oceánicos y Atmósfeticos. 1992. Estados 

Unidos de Amética). 
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Figura 1.1 . Producción de camarón en México 1952·1997 {hasta Septiembre}. 
Fuente: SEMARNAP. Dirección General de Política y Fomento Pesquero. 

Dirección de Estadistica y Registro Pesquero. 
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Acuicultura 

El gobierno de México inició un gran proyecto de desarrollo para la acuicultura desde los 

inicios de 1970. Se hicieron inversiones importantes de fondos públicos para la expansión de 

esta nueva indust ria, con el objetivo inicial de incrementar la producción de especies para la 

alimentación humana. Dentro de las políticas del gobierno para impulsar la acuicultura 

estuvieron la inauguración de instituciones de investigación, el patrocinio de proyectos en un 

gran número de universidades y el entrenamiento de técnicos en el área. 

El camarón ha adq ui rido durante los últimos años un papel importante. siendo la segunda 

especie en términos de cantidad, pero la primera en cuanto al valor económico. El análisis del 

mercado nacional es dificil por carecerse de estadísticas confiables, en gran parte debido al 

cont rabando por parte de pescadores furtivos, el cual se calcula que es alrededor de un 25 a 

50% de la cantidad reportada oficialmente. 

El mercado de camarón se expandió durante los ochenta a Europa, sin embargo Estados 

Unidos y Japón siguen siendo los principales clientes . 

1.1 .2. Captura de camarón 

La captura de camarón en México es llevada a cabo en estuarios, cerca de las costas y en 

aguas costeras superficiales. Los pescadores mexicanos rara vez pescan a más de 40 km de la 

playa con la excepción de algunos lugares en el Atlántico, en los estados de Campeche y 

Yucatán. 

Costa del Pacifico 

La más importante zona de pesca de camarón es la costa norte del Pacifico en el golfo de 

California, la costa de Sonora y Sinaloa. Normalmente cerca del 60 al 70 % de la pesca de 
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camarón es llevada a cabo en esta área. 

Estos estados tienen sistema de estuarios, lagunas, pantanos salinos y bahías, especialmente a lo 

largo de la costa cent ral y sur. Los estuarios proveen un ambiente ideal para el desarrollo de 

larvas de camarón. En el verano las abundantes precipitaciones lavan nutrientes en los 

estuarios, apoyando el desarrollo de camarones jóvenes. AJ final de Septiembre u Octubre [os 

animales jóvenes comienzan a madurar y migrar fuera de la costa. 

Costa del Atlántico 

Existen dos pesquerías principales de camarón en el Golfo de México, la más importante de 

estas está en Ciudad del Carmen (Campeche), otra más pequeña que se encuentra al norte del 

Golfo hacia Tampico y Matamoros (Tamaulipas). Hacia la costa nordeste de la península de 

Yucatán se localiza una pesquera de camarón roca, esta últ ima es de menor importancia. 

La combinación de aguas poco profundas, un fondo lodoso·arenoso y la cercanía del hábitat de 

desarrollo de las larvas, hacen del banco de Campeche una de las áreas importantes de pesca de 

camarón. Los manglares y bahías a lo largo de la costa oeste de la península de Vucatán sirven 

como [a principal área para el desarrollo de larvas de camarón rosado. 

1.1.3. Especies de camarones en México. 

La especie más importante capturada en la costa del Pacífico es posiblemente el camarón café 

(Pellaeus californiensis), en tanto que en el Golfo de México y en el de Campeche es el rosado 

(P. duoranlm); mientras que en VeracruzlTamaulipas es el camarón café (P. azteclIs). En las 

islas del Caribe mexicano se captura al camarón rosa manchado (P. brasiliensis) y roca 

(Sicyonia brevirostris). 
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Las especies marinas de importancia son: P. califomiellsis, P. stylrostris, P. vanamei, 

P. breviroslris, P. dllorarllm, P.a:tecus, P. brasiliellsis, P. duorarum, P. selifeMls y Sicyol1ia 

brevirostris. La especie de agua dulce de mayor importancia es Macrobrachium rosenbergii. la 

cual es importada a México. Las variedades de camarones capturados en México se muestran 

en la Tabla 1.2. 

Tabla 1.2. Especies de camarones producidos o capturados en México. 
Nombre, Científico! E51)«ie,· Espedes· 

Nombres en lnflé! Nombres en [spañol 
l\-brinas 
Peneaus so. PcnaeidslShrimo PenidioslCamarón 

aztecus Nonhem brown Café norteito/café 
brasiliensis Rcdspolled Rosado con manchas/café/moreno 
breviro.flris Crvstal Cristal 
cali{orniensis Y e l[owle~ Patiamari llo/cafélkaki 
duorarum Nonhemp!nk Rosado nortei\oIrosado 
occidentaJis \Vestem white Blanco del Pacificolblando 
robu.\1us Pink Rosado nonei\o 
setiferus Nonhcm white Blanco nortei\oIblanco 
strlirostris 8 1ue Azul 
vannamei Whitelcg Patiblanco/blanco 

HI ' memopene u ~ ' robustus NO Rojo 
PJeol;cus robus/us Roval red Ro'o real 
Sicyonia sp. 

brevirostris Roca De oiedra/de roca 
PeniciJlata NO Japonés 
Trachipenaeus sp. 

laoea Indio Fi 'ador indio/zebra 
kroveri NO Sintético 
simiUs Yellow roughneck Fi ' ador amarillolbotalón 

Xiohooenaeus so. Seabobs 
kroyeri Atlantic Siele barbas 
rivl!fÍ Pacifíc Botalón/siete barbas 

Aeua dulce 
Macrobrachium sp. Frcshwaler prawn Langostino 

acanthurus NO Prieto 
americanum NO De a,gua dulce 
carcinus NO Camaron de río 
tenellum NO Chara! 

• Nombres en inglés y espai\ol establecidos por la F AO. NO No disponible. Fuenles: F AO. Species catalogue: 
Volume I-Shrimps and Prawns of the \Vorld, Rome 1980; FAO. "Lista preliminar de especies acuáticas 
autóctonas cultivadas o en experi mentación para su cultivo en América Latina". Circulat de Pesca (FIP/C846). 
Diciembre 199 1. NMFS. ad Ocean Garden ProduclS, Comportamiento del mercado de camarón. Agosto­
Septiembre 1991 . 

6 



1.1 .4. Manejo de camarón postcaptura 

Los requerimientos de los productos varían considerablemente de mercado a mercado, Jos 

camarones son comercializados principalmente en forma congelada en bloques, individuales 

congelados rápidamente (IQF) o semi-IQF. Los productos congelados son los mas populares 

para comercializar, pueden ser consumidos directamente o bien ser materia prima para otros 

alimentos. El enlatado y la fermentación son utilizados para preservar el producto en algunos 

países. El camarón enlatado es principalmente descabezado, cocido y pelado, mientras que los 

productos fermentados, tales como pastas y salsas, son elaborados a panir de camarones 

pequeños debido a razones económicas. Las ot ras formas comerciales son camarones secos y 

enteros (Departamento de Comercio y Servicios Nacionales Oceánicos y Atmosféricos de los 

Estados Unidos, 1992). 

Algunos mercados tienen preferencia sobre la forma en que adquieren los camarones. Por 

ejemplo, En los Estados Unidos se prefiere el camarón pelado y descabezado, dejando intacta la 

cáscara del último segmento de la cola. Generalmente el consumidor mexicano prefiere el 

camarón fresco ti congelado descabezado, lo que incentiva a los pescadores a descabezarlo. 

Gran parte del camarón producido en México es para exportación, aunque también tiene 

mercado nacional importante. El principal consumidor de camarón de México es los Estados 

Unidos. Sin embargo en la década de los ochenta, México perdió parte del mercado debido a 

la repartición de éste con Ecuador y países asiáticos. 
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1.1.5. Composición de desechos de crustáceos 

La composición aproximada de diferentes especies de crustáceos y harina de pescado se 

muestra en la Tabla 1. 3., ésta puede variar con la especie y la tecnología de procesado. El 

contenido de quitina varía de un 13 hasta 35% (peso seco). La proteína en el desecho. va de 

22 a 54% peso seco, proviene de la carne no recuperada así como aquella que esta adherida a 

la concha, y esta asociada a un importante pigmento natural conocido como astaxantina y la 

qui tina. El contenido de ¡ípidas varia desde 0.4% en conchas de camarón, 12% en kríll . 

Tabla 1.3. Composición aproximada de diferentes especies y tipo de desechos de 
crustáceos. (Porcentaje en base seca) . 

Desecho Proteínall Cenizas . Quiti na Grasa Referencias 
Meyers y col.(1 97J) 

Hari na de camarón ] 4-49 .6 24 .2·34 .8 13·24.8 1.9-11 Radhkrishnan , Prabhu. (197 1) 

Cabezas 53 .5 22.6 11.1 8.9 Mcvcrs ( t986) 
Exoesqueleto 22.8 ] 1. 7 27.2 0.4 Mc.,ers (l986) 

Fresco 32.7 26 14.2 25 .2 Simpson y Haard ( 1985) 
Pandalus horealis 

Ca beza, cocida, v secall 25 .5 28 .5 21.4 3.6 De Silva. 1998 
Pandalus j orduni 51 18 28 13 Walkins v col. (1982 

Harina de cam!rc'o azul 27 39 14 1.4 De Silva. 1998 
Ha rina de can2re 'o rey U 32 35 8.5 De Silva. 1998 
Harina de langosta de 35.8 38.1 16.5 9.9 De Silva. 1998 

Lousiana 
Krill del Antártico 41 23 24 11.6 Anderson )' col.( 1977) 

La producción mundial de desperdicio de crustáceos se estimó de 1.44 milJones de toneladas en 

base seca (Knorr, 1991). En México, una mínima parte de las cabezas de camarón es convertida 

a harina, el resto es desechada en altamar o en zonas aledai\as a las áreas de cultivo con el 

consiguiente deterioro ambiental (Cañipa, 1994). 

Para muchos productores el problema de la utilización de desechos de mariscos es que son muy 

perecederos bajo condiciones ambientales y que hay periodos en los que se encuentran en 

exceso lo que dificulta su manejo antes de la descomposición. Estos desechos pueden ser 
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congelados antes de ser procesados pero debido al volumen de éstos y el limitado espacio en 

Jos congeladores (el cual se reserva para productos con mayor valor agregado) hace poco 

rentable la conservación para su posterior utilización, comúnmente harina de pescado. 

1.1.6. Calidad microbiológica del camarón 

La contaminación inicial del camarón ocurre desde la captura ya que junto con el camarón se 

recoge gran cantidad de arena, otras fuentes de contaminación son el hielo en el que se 

conserva, la superficie de los barcos y la manipulación en general a la cual es sujeto. 

Durante el deterioro el camarón sufre una serie de cambios bioquímicos. tales como el 

incremento de pH debido a producción de sustancias básicas volátiles, decoloración como 

resultado de la oxidación de pigmentos y algunas reacciones enzimáticas, conocida como 

melanosis. Estos cambios son producidos por enzimas endógenas y la descomposición se lleva 

a cabo más rápido que en el pescado, esto es debido a que son más pequeños y presentan 

mayor superficie de contacto con relación al volumen. 

Para reducir la velocidad de descomposición, estos alimentos son puestos en hielo o en 

refrigeración. Sin embargo, algunas bacterias pueden crecer a bajas temperaturas. 

Acinelobacter, Moraxella (Achromobacter), Pseudomonas y bacterias corineformes están 

reportados como los grupos microbianos dominantes (Silliker, 1980). 

Para el consumidor, la descomposición avanzada se ve manifestada por olores, sabores, textura, 

color, ruptura de tejidos y cambios de la apariencia en general. La venta de mariscos que 

presentan cualquiera de los cambios antes mencionados, es prohibida de acuerdo con estatutos 

de la FDA (Administración de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos). La FDA ha definido 
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criterios de calidad de camarón crudo y congelado, en tres clases de acuerdo a sus 

características sensoriales: calidad aceptable, primera etapa de descomposición, y 

descomposición avanzada (Gecan y col. 1994). 

Muchos géneros de microorganismos patógenos como Salmol1el/a y Listeria. al no ser 

endémicos al tracto intest inal de los crustáceos están asociados a contaminación fecal. 

principalmente por agua en las granjas camaronícolas o en lugares de captura. 

Gecan y col. (1994), realizaron un estudio de la calidad higiénica de los camarones adquiridos 

por Estados Unidos de diferentes paises. En dicho trabajo, analizaron la presencia de insectos, 

pelo de animales, Salmollel/a y Listeria, encontrando que para el caso particular de México, 

37 .5% de las muestras anal izadas contenían residuos de insectos, indicando higiene deficiente. 

12.5% fueron positivas para insectos incidentales (moscas, escarabajos acuáticos, avispas), en 

25 y 37.5 % se encontraron pelo de roedores y de origen desconocido respectivamente. India 

fue el país con mayor porcentaje de muest ras positivas y Estados Unidos el más bajo. 

En cuanto a la contaminación microbiana. el estudio reveló que alrededor de un 6.8 % y 8, I % 

de las muestras de todo el mundo fueron positivas para Lister;a y Salmonel/a, 

respectivamente. L. monocylOgel1es y L. innocua tuvieron casi ' Ia misma frecuencia; L. gray;, 

fue detectado una sola vez. 

Listeria junto con Vibrio son considerados como un riesgo en productos de camarón crudo 

debido a la alta probabilidad de contaminación. La mayoría de los brotes causados por Vibno 

spp. han ocurrido por almacenamientos inadecuados o por contaminación cruzada de otras 

fuentes de mariscos crudos. Listeria spp. fue aislada a partir de una variedad de mariscos que 

incluyen camarón congelado, carne de cangrejo, colas de langosta, aleta de pescado y surimi 
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(Berry y col. 1994). 

Berry y col. (1994) reportaron las cuentas de aerobios, de Lis/eria spp. y Vibrio spp. 

determinados en muestras de camarón procedente de China, Ecuador y México en 

presentaciones de mayoreo (cajas congeladas de 5 kg) Y menudeo (descongelado, 

aproximadamente 0.5 kg) . El camarón por mayoreo tuvo una excelente calidad con respecto a 

cuenta de aerobios, mientras que los niveles más altos de contaminación fueron determinados 

en [as muest ras de menudeo. Listeria spp. y L. monocylogenes fueron aislados a partir de 16.7 

Y 6.7 % de las muestras respectivamente. L. ivanQvii y L. welshmeri fueron también 

identificadas. 

La mayoría de los microorganismos fueron identificados como V. parahaemolyticlfS (36 .7%), 

V. alginolyticus (26.7%) y V vulnificus (16.7%). Asimismo Vibrio spp. estuvo presente en 

63.3 % de las muestras y fue más frecuente a partir de camarones de México o China, que de 

Ecuado r. 

11 



1.2. Quitina y Quitosana 

1.2.1. Ocurrencia y estructura 

La quitina, además de encontrarse en crustáceos, se encuentra en el exoesqueleto de 

artrópodos y en las paredes ce lulares de hongos. Es el segundo polímero mas abundante en la 

naturaleza después de la ce lulosa (Tabla lA.). Se calcula que mas de 100 billones de 

toneladas de quitina son producidas anualmente por estos animales y microorganismos 

(Simpson y col. , 1994). Químicamente es análoga a la celulosa, la cual esta compuesta de 

glucosa 13(1-4), mientras que la quitina es un polímero de N-acetilglucosamina enlazadas por 

unión P( 1-4). El monómero es 2-acetoamida-2-desoxi-¡3-D-glucosa, cuya fó rmula estructural 

es (C8H 13NOS)' En la quiti na los grupos amino estan acetilados, la quitina desacetilada es 

conocida como quitosana. que es polimero P(1-4) de monómeros de 2-amino-2-desoxi-p-D-

glucosa (Figura 1.2). 

C~ 

C.2~ H H 
H , 

H H 

lal 

H 

H 
H CH.OH ~ H 

Ibl 

Figura 1.2. a) Quitina ; b) Quitosana. 
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La quitina se encuentra en tres formas que difieren cada una en su arreglo molecular, así se 

tiene a la a.-qu itina que se encuentra en forma compacta, el arreglo de las cadenas es 

antipara[e[o; P-quitina a diferencia de la anterior presenta cadenas en paralelo y en la y-quitina 

dos cadenas se extienden hacia arriba por cada cadena que se encuentra hacia abajo. Se han 

aislada las tres formas en diferentes partes anatómicas del mismo animal por lo que se piensa 

que este polimorfismo es debido a diferentes funciones y no al grupo biológico a que 

pertenece el animal. La forma a es la más estable, y es comúnmente asociada con depósitos 

minerales, mientras que la 13- y y-qu itinas parecen estar asociadas con proteínas del tipo 

colágeno, proporcionando tenacidad, flexibilidad y movi lidad. (Muzzarelli, 1977), 

En su forma natural , la quitina se presenta parcialmente desacetilada, la diferencia entre 

quiti na y quitosana es de hecho arbitraria ya que las formas completamente acetiladas o 

desacetiladas no existen en la naturaleza ni como productos finales de un proceso, por lo que 

en la práctica al polímero que presenta mayor acetilación se le denomina quitina y al más 

desacetilado quitosana (Hansen y L1anes 1994). 
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Tabla 1.4. Contenido de quitina en crustáceos, insectos, moluscos y hongos. 
Cru stáceos Quitina 

% 
Cangrejo (Caneer spp. y Homolasis plana) 15-30b 
Cangrejo Rey (Li/hodes anturtieus) 15-30b 
Camarón amarillo (Pleuroneodes monodon) I.b 
Camarón rojo (C~ rvimunUJajoh",) I.b 
Camarón Nylon ( Heterocurpus reem) I7b 
Krill (Euphasia s u p~ rha ) 25b 
Cangrejo Cuncer n . lc 
Cangrejo Curcinus 0 ... -3.3a 

8.29b 

64.2c 

Cangrejo Rey Puralithodes 35b 
Cangrejo Azul Callinecles 1'-
Cangrejo Rojo Pleuroneodes 1.J_I.Sb 
Camarón Cinten 'alon 5.Sb 

69. lc 
Camarón de Alaska 2Sd 

Langosta Nephrops 69.8c 

6.7b 

La ngosta Homurus 60.8-77 .0c 

Percehe lepas 58.3c 

A eanthephyra aeanlhetelsonis 7.2 f 

Acanthephyra aeunfrons 12.5f 

Aeanthephyra curnrostr;s 64 
Acanthephyra purpurea S.9f 

Ephyrina hoskyni 4.3f 

Meninf!odora w!sca 4.0 
Nolostomus elegans 13.3 f 

Oplophorus gracilrostris 12.Sf 

SysteUaspis cristaJa 4.6f 

SysteUaspis dehilis 7. 1f 

Parapandulus richurdi 7.1 f 
Parapasiphaea sulcatifrons 3.2f 

Pasiphaea merriami 6.3f 

Funchalia "illosa 5.Sf 

Gennadas valens S.9f 

Sergestes henseni 64 
Sergestes paraseminudus S.3 r 

Sergestes peainatus 5.3f 
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Tabla 1.4. (continuación) 

Crustáceos Quitin a 
% 

S ergiuJUidum 6.2f 

Sergio grandis 6.5f 

Sergio robustus 6.7 f 

Sergio spendens 6.5f 

Eucopia sculptiCQUlla J . I f 
Eucopia unguica/ala 3.Sf 

Gnatophasiu ¡ngens 1~ . 9 r 

Insectos 
Cuca rucha Periplane/a 2.0c 

Cuca rac ha Blatella ISAC 

!Ob 

JSc 
Escarabajo Co/copler a S_lsb 

27-35c 
Esca rabajo Tenebrio 2.1 

, 

~ . 9 b 

J UC 
Escarabajo May 16b 

Mosca Diptera 5 ~ . 8c 

Mariposa azufre Picris 64c 

Salt amontes 2-1' 

20c 

Gusano de seda Bomb)'x 44 .2c 
Gusano de cera Caller;a 33.7c 

Concha de almc'a 6. 1 
Concha de ostión 3.6 
Pluma de calamar 41.0 
Conch a desproteinizada de Krill 40.l}t-S .2 
Roneos 
AspegiJIus niger 42 .0e 
PenicWium notatum IS.Se 
Pen;cü!ium chrysogenium 20. le 

Saccharom)'ces CI!rf!l.''-siue 2.9c 
Muco,. ,ouxü 44.S 
Laclarias vellereus 19.0 

I Peso húmedo; b Peso seco: e Peso orginico de 1_ cuticula: d Peso $eco total de la cutícula: e Pno lC(X) de la pared I:eluw 
; f PelO seco libre de ~e nizas . Cru$Üceos del c$\e del Golfo de México (Oooelly y col. ,. I99J) 
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1.2.2. Procesos de Obtención 

En forma conjunta al problema ambiental, se observa un creciente interés en el uso de 

materiales naturales, esto hace que la quitina sea un biopolímero que podria tener muchas 

aplicaciones en el mercado. El costo de conversión es demasiado alto, lo que ha promovido 

que quienes se interesan por la explotación de la quit ina busquen fó rmulas que la hagan 

económicamente viable. Japón es el productor líder de quitina y quitosa"a, Kyowa Yushi Ine. 

(Chiba, Japón) fue la pri mera empresa en producir quitosana a escala industri al y desde 

entonces otras compañías japonesas. estadounidenses y de ot ros países se han encargado de su 

indust riali zación. Por ejemplo Kyokuyo Co. (Tokio, Japón) y Polypate (Calcu!a, Ind ia), la han 

obtenido a panir de camarón; Kypro Co. (Seattle, Estados Unidos) a parti r de cangrejo: 

Fisheries Central Board (Sczeci n, Polonia) a partir de krill y esqueleto de calamar (Simpson y 

col. , 1994). 

En las cu tícu las de crustáceos, la qu iti na se encuentra fuertemente asociada con sales 

inorgánicas, tales como carbonatos de calcio, proteínas, pigmentos y lípidos (Att~ood y Zola, 

1967; Fox. 1973; Muzzarelli . 1977; Shimahara y Takiguchi . 1988). De ahi que el proceso 

químico convenc ional para la obtención de quitina, a panir de esqueletos de crustáceos, 

consiste principalmente de tres etapas: desproteinización de la quitina con álcalis a 

temperatura moderada, seguida de una desmineralización con ácidos diluidos y fina lmente 

una eli minación de Iípidos con solventes orgimicos, esta última es opcional. Generalmente la 

desaceti lación de la quitina se reali za con álcali s concentrados a altas temperaturas para la 

transfo rmación a quitosana (Figura 1.3). Las etapas anteriormente mencionadas se llevan a 

cabo en el orden indicado (Okafor, 1965; Ockerman, 1992) aunque algunos investigadores 

proponen algunas variaciones como Shahidi y Synowiecki (1 991), quienes extraen primero 
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los pigmentos, seguido de desproteinización (KOH 2% p/v a 90°C 2 horas). y 

desmineralización (2.5 % p/v HCI a 20°C 1 hora) . Estos autores reportaron que la 

incorporac ión de extracción con aceite de los pigmentos antes de las Ot ras etapas no afectó la 

eficiencia del proceso. No y coL, ( 1989) aislaron y caracterizaron quitina, desproteinizando, 

desmineralizando, extrayendo pigmentos con acetona y ll evando a cabo un blanqueado con 

solución de hipoclorito de sodio. 

Exoesqueleto de crustáceos 
Reducción del Tamai'io 

'" Separación de la Proteina 

"" E-NaOH 

'" Lavado y Secado 
"" E-HCI,Acido Fórmico o 
"" EoTA 

Desmineralización 

'" Lavado y Secado 
"" + Ac:elon¡¡ ylo Peróxido 

"" de Hidrógeno 
Decoloración 

'" QUITINA 
"" E- NaOH Desacetilación 
""Lavado 
"" Reducción del Tamai'io 

'" QUITOSANA 

Figura 1.3. Proceso convencional para la obtención de quitina y quitosana 

Shi mahara y Takiguchi (1988) aislaron quit ina a partir de diferentes crustáceos, camarones, 

langostas y cangrejos probando diferentes métodos de extracción. La desmineralización la 

llevaron a cabo con HCI 2N durante 2 días a temperatura ambiente ó con EDTA (ácido 

etilendiaminotetracético) durante 6 días a temperatura ambiente, realizando cambios del 
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EDT A durante ese tiempo. Este último método tiene la ventaja de que no altera la quitina, 

aunque la eliminación de sales inorgánicas no es completa. La desproteinización la llevaron a 

cabo con NaOH ó usando Pselldomonas mallOphila, que es un microorganismo con alta 

actividad proteolítica y no desacetila ni hidroliza al polimero pero presenta el inconveniente 

de que la desproteinización no es completa (desproteiniza hasta un 60%) ya que se requiere 

un tiempo de incubación prolongado (más de 6 días) . 

La qu itina presenta características importantes que se deben de considerar para su extracción 

(Aust in, 1988): 

l . Es un poliacetal sensible y fácilmente hidrolizable por ácidos. 

2. Es muy estable en álcalis diluidos. 

3. Es sensible al calor a 40 - 500C puede desnaturalizarse con el tiempo. 

4. Es un potente agente secuestrante; por lo que debe emplearse agua desion izada. 

5. Las decoloraciones con cloruros deben ser evitadas, ya que se pueden formar N-cloro 

compuestos con la quitina. Es preferible el uso de peróxido. 

6. Los aislados de quitina contienen grupos ami nos libres, aproximadamente uno de cada seis 

unidades de glucosa. 

Las presentaciones comerciales de la quitina y quitosana .s9n en forma de polvos, hojuelas, 

fibras, láminas y lechos, las cuales muestran una gran variedad en cuanto a la calidad debido a 

los métodos de producción que ocasionan modificaciones, tales como depolimerización y 

desacetilación. que cambian las caracteristicas fisicoquimicas. 

Por ot ra parte, el empleo de técnicas biológicas permiten recuperar productos con mejores 

propiedades, aunque con frecuencia los rendimientos pueden ser bajos. Aparte de los métodos 

biológicos de obtención de quitina, está la aplicación de enzimas (quimot ripsina, papaína, 
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quitina desaceti lasas) cuya finalidad es la de desproteinizar y desacetilar la quitina, con la 

desventaja que no se ha observado una remoción completa de proteínas. Se han empleado 

también microorganismos proteolíticos (Pselldomonas maltophila, Bacil/us .mbtWs, 

SlreploccclIS ¡aecillm, PediococclIs pellfosaeells, Aspergillus oryzae) en desechos de 

crustáceos, u hongos productores de quitina desacetí lasas (Mueor rOllxii, Phycomyces 

blakesleeanus y Aspergillus n¡ger) (Bustos y Heal y, 1994a; Bustos y Healy, 1994b; Simpson 

y co l. , 1994). 

Otro procedimiento para separar quitina de residuos de crustáceos es el ensilado. Este método 

se describe con detalle en la sección 1.6., además de todas las ventajas descritas en la sección 

anterior, es posible recuperar otros productos para diversos propósitos (tales como proteínas, 

enzimas y pigmentos). 

1.2,3, Propiedades 

Quitina 

La quitina es un compuesto biodegradable no tóxico, insoluble en agua y soluble en la mayoría 

de solventes orgánicos. Son solventes efectivos de la quitina: N,N-dimetilacetamida con 5 % 

de cloruro de litio, hexafluoroisopropanol, sesquihidrato de hexafluoroacetato, cloroalcoholes 

(2-cloroetanol), ácidos minerales concentrados y en ácido fómico anhídrido (Muzzarelli. 

1977). Se puede despolimerizar mediante el uso de ácidos fuertes. Su calor específico es de 

0.373 +/- 0.03 cal/g/oC. La higroscopicidad de la quitina es similar a la de fibras de celulosa, 

aunque su superficie es menos activa y permeable al agua que la de las fibras de celulosa 

(Hirano, 1986). 
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Las propiedades de la quitina pueden ser modi ficadas mediante la microcristal ización, la 

quitina microcristalina absorbe considerablemente más agua que la celulosa microcri stalina. El 

intervalo de absorción de humedad de los polímeros varía desde 325 a 440 % (p/p), estas 

diferenc ias se explican por la cristalinidad de los productos, la cantidad de grupos formadores 

de sa les, así como por la cantidad de proteína remanente en la qu itina. La quitina 

microcristalina demostró buenas propiedades de emulsión 900+1-47 mi aceitelg utilizando 

sonicación para producir la emulsión; produce dispersiones más estables que la celulosa 

microcrista lina bajo condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, ciclos de 

congelado y descongelado, y esterilización por lo que se ha propuesto su uso como 

estabilizante y espesante. Se ha observado que la adición de quitina microcristalina a 

diferentes ni veles de agua, incrementa el vo lumen de la masa en la fabricación de panes a 

partir de mezclas de trigo y papa, debido a sus características surfactantes que ayudan a 

superar la depresión de leudancia, que se genera cuando se agregan proteínas de papa a harina 

de trigo (Knorr, 1984). 

La pirólisis de la qu itina a altas temperaturas (aproximadamente 9000 C) produce un gran 

número de compuestos de sabor. La fracción pirolizada puede dividirse en cuatro grupos 

(Knorr, 1984): fracción ácida que produce: ácido fórm ico, acético, propiónico, isobutírico, 

butírico; fracción fenólica que produce: fenal, O-cresoL, x¡leno!; fracción neutra que produce: 

tolueno, xileno, nafta leno; y fracc ión básica que produce: picolinas, pirazinas, piridinas y 

quinolinas. 
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Quitosana 
Este compuesto soluble en soluciones diluidas de ácidos orgánicos, insoluble en solventes 

orgánicos y a concentraciones de ion hidrógeno por encima de pH 6.5. Es soluble en 

soluciones de ilcido clorhídrico y nítrico al 0.15 hasta 1.1 % pero insoluble a concentraciones 

del 10%. Es insoluble a cualqu ier concentración de ácido sul fúrico y es ligeramente soluble en 

ácido orto fosfórico al 0.5% de concent ración. El mejor solvente para la quitosana es el ác ido 

fórmico, donde se obtienen soluciones desde concentraciones de fórmico de 0.2 hasta 100 % 

(Austin, 1988). 

Los grupos aminos libres de la quitosana le confieren propiedades importantes. Cuando se 

solubi li za en ácido dilu ido la quitosana funciona como un polímero catiónico de estructura 

lineal con una alta densidad de carga positiva, esta carga puede ser apl icada en procesos de 

floculación, en la formación de capas e inmobil ización de reactivos biológicos incluyendo 

enzimas. 

Otra propiedad Importante es su habi lidad para actuar como una barrera de la humedad en 

cosméticos, como agente quelante de cationes, y como encapsulante cuando no tiene carga 

posi ti va (van Omum, 1992). 

1.2.4. Aplicaciones de la quitina y la quitosana 

La quitina y la quitosana tienen numerosas aplicaciones en las industrias de alimentos, 

cosmética y farmacéutica como agentes espesantes, dispersantes, estabilizantes y gel ificantes, 

así como en la elaboración de pinturas y texti les. Las ventajas del uso de estos polímeros es su 

condición de aditivo natural, no tóxico y biodegradable. A continuación se comentan algunas 

de las áreas en la que estos polímeros son utilizados. 

2 \ 



Alimentos 

La quitina y la quitosana han sido aprobados para potabilizar agua por la Agencia de 

Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA), También han sido aprobarlos por la FDA y 

EPA para su uso como agentes precipitantes de materiales proteícos durante el procesado de 

alimentos, y como complementos alimenticios en niveles de incorporación que no excedan de 

0.1%. Se uti li zan también como cJarificantes en vinos yagua potable en Reino Unido y otros 

países europeos (Knorr, 1991). 

Los polímeros quitinosos tienen propiedades ant imicrobianas, debido a que privan a los 

microorganismos de iones vitales como el cobre, bloqueando o destruyendo funciones de 

membrana ( McKay y co l. , 1987; Hawke y col., 1991; Simpson y co l. , 1994). Fang y col., 

(1994) observaron actividad inhibitoria para Aspergillus niger y para la producción de 

aflatoxinas por Aspergillus parasiticus en frutas cristalizadas con bajo contenido de azúcar con 

quito sana. 

La quitina y la quitosana poseen usos potenciales como fibra dietética, se ha observado que la 

adición de hasta 1O% de quitina en la dieta de pollos produce un crecimiento nonnal y vigor 

en los animales. Incrementa también el desarrollo de Bifidobacterillm en el intestino de 

mamíferos, esta bacteria inhibe el crecimiento de otros microorganismos y genera lactasa 

requerida para la digestión de la leche. 

Ramachandran y co l. (1987) observaron aumentos significativos en el peso de pollos 

alimentados con quitina debido en gran parte a un incremento substancial en el apetito de las 

aves . Hirano y col. (1990) trataron de identificar el efecto de la quitosana en dietas de conejos, 

pollos y gallinas, reponando que la quitosana había sido segura y digerible, pero que en 

exceso ocasionaba trastornos fisiológicos muy graves, concluyendo que las dosis no debían de 
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sobrepasar 3 g de quitosana Ikg de peso corporal, y estas dosis no debian administrarse por 

períodos prolongados. 

Se ha sugerido el uso de la quitosana como reemplazante de gluten, sin embargo se ha 

observado que esta puede tener efectos inhibitonos en la fermentación de glucosa por 

Saccharomyces cerevisiae, por lo que requieren mas estudios (Knorr, 1984). 

Ambiental 

El pri nci pal uso de la quitosana ha sido como un agente floculante para clarificación de 

efluentes industriales y otros productos de desecho (Knorr, 1991) por ejemplo residuos de 

cervecería, aguas residuales de plantas procesadoras de pescado, y como quelante de 

contaminantes ambientales (metales pesados y/o radioactivos) . La quitosana es capaz de llevar 

a cabo estas funciones debido a que está cargada positivamente, pudiendo combinar con 

biomoléculas cargadas negativamente o fo rmar complejos con metales, los cuales entonces 

floculan y son separados por filtración, centrifugación o prensado. 

Cosmetología 

La quitosana es un excelente humectante por su alta capaci.d,ad de retener humedad, debido a 

esto se ha aplicado en productos fijadores del cabello (por ejemplo shampoo, acondicionador, 

lociones fijadoras etc.). La concentración de sales de quitosanas (aproximadamente 1%) 

requeridas para estos usos son comparativamente más bajas que la de resinas convencionales 

(aproximadamente 3%). También se sugiere el uso de quitina o quitosana granular como un 

abrasivo para limpieza de la piel, existen patentes de estos biopolímeros para su uso en 

tratamientos contra la celulitis (Simpson y col., 1994). 

23 



Otras aplicaciones. 

A los polímeros quitinosos se les asocia propiedades terapéuticas como la posibilidad de ligar 

sales biliares, así como la posible di sminución del colesterol sanguineo (Hirano y col ., 1990). 

La habilidad de la quitina para producir capas se ha aplicado en la elaboración de cintas de 

falOgrafia, membranas para ósmosis inversa, y para recubrir semillas protegiéndolas de plagas 

(Simpson y col.. 1994). 

Recientemente se ha mostrado que la qu itosana posee un uso potencial en un biosensor para 

monitorear oxidación lipidica, basándose en la habilidad de los grupos amino primarios que 

ésta posee y que pueden interactuar con los aldehídos que se liberan durante la ruptura de 

grasas. 

La quitosana también reacciona con aldehídos bajo condiciones adecuadas para formar geles, 

esta reacción es la base para el atrapamiento de células y enzimas. En Japón se comercializa 

para inmovi lización de cé lulas enteras y enzimas como la glucosa isomerasa. 

1.2.5. Métodos de determinación de quitina. 

Se llevan a cabo mediante técnicas espectofotomét ricas o cromatográficas que determinan 

productos de hidrólisis, generalmente glucosaminas. Los métodos espectrofotométricos tienen 

la desventaja de que la cuantificación no es especifica para glucosaminas proveniente de 

qui tina y que pueden presentar interferenc ias con otras sustancias. A diferenc ia de éstos, los 

métodos cromatográficos son más sensibles yespecificos. 

Una técnica clásica desarrollada por Campbell (1929) es la detección de glucosamina liberada 

por hidró lisis alcalina a partir de quitosana, esta reacciona con iodo y ácido sulfúrico 
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produciendo un color rojo violeta brillante. Los resultados son inconstantes dependientes de la 

naturaleza de la muestra y de la cantidad de quitina. En esta reacción hay un número 

considerable de sustancias que pueden interfer ir positi vamente (Muzzarelli, 1977). 

Black y Schwartz (1950) propusieron un metodo de determinación de quitina y nitrógeno de 

quitina que consist ía en el aislamiento de esta mediante tratamiento con Hel I N Y 

calentamiento, seguido de digestiones con NaOH, decoloración con acetona y secado hasta 

peso constante, reportando la perdida de peso como contenido de quitina. Para la 

cuantificación de l nitrógeno de quitina, real izaron las digestiones ácidas y alcalinas; la quitina 

presente en el residuo obtenido fue sometida a la tecnica de Kje ldahl. La determinación de 

quitina y de nitrógeno de quitina por este método presentó una baja precisión sobre muestras 

de cangrejo debido probablemente a la heterogeneidad de l material. Este metodo es reportado 

como similar al método AO.AC. para determinación de fib ra cruda, los autores realizaron 

una comparación con ambas técnicas encontrando una gran similitud de resultados. 

Otra técnica la desarrolló Wieckowska (1968) basada en la cuantificación de 

N-acetil-D-glucosamina por reacción con p-amino benzaldehido, aceti l acetona y ácido 

clorhídrico concentrado, que forman un compuesto rojo con una absorbencia máxima a 

526 nm. 

Ride y Drysdale ( 1972) desarrollaron una técnica para determinación de quitina fungica en 

presencia de tejidos vegetales, en donde se liberaba glucosamina mediante hidrólisis alcalina y 

desaminación con ácido nitrico produciendo aldehídos, los cuales se determinan 

colorimétricamente con 3-metil-2-benzotiazolona hidrazona. El tiempo requerido para este 

aná lisis es de 5 horas aproximadamente y presenta interferencia con ot ras sustancias como la 

galactosamina. Donald y Mirocha (1 977) ap licaron este método en frijol soya y maíz, 
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reponando su conveniencia debido a su rapidez en comparación con los métodos de placa 

(Método de Howard o IiMC), ademas de que determina la cant idad total de micelio viable y 

no viable. Sin embargo, encontraron que se podía presentar un margen de error considerable, 

debido a que no se distinguía ent re las glucosaminas producidas a partir de quitina, y aquellas 

presentes en las glucoproteínas de las semillas estudiadas. 

Jarvis (1977) realizó una comparación del método propuesto por R.ide y Drysdale con las 

técnicas microbiológicas, y encontró resultados aceptables en jugos y purés de tomate no 

homogeneizados, reponó también interferencia de amino azúcares nativos, lo que redunda en 

la sobrestimación del contenido de quitina real. 

Bishop y co l. (1982) determinaron quitina como medida del grado de contaminación fungica 

en purés, pastas y catsup de jito mate, mediante una técnica basada en las de Ride y Drysdale 

(1972) y de Jarvis (1977). Obtuvieron una correlación significativa en las muestras de pasta 

de jitomate entre el método IiMC y la técnica que determinaba quitina, sin embargo la 

correlación no fue significativa ni en las muest ras de purés, ni en las de catsup. ademas de ser 

una técnica que consume mucho tiempo. 

Wu y Stahmann (1975) determinaron quitina como glucosamina, utilizando un analizador de 

aminoacidos en una columna de intercambio iónico, evitando inteñerencias de gl icoproteinas 

vegetales. 

Hubbard y col. (1979) describieron un método de cuantificación de quitina por intercambio 

jónico basado en el de Wu y Stahmann (1975), el cual comprendía una hidró lisis previa con 

acido clorhídrico a 11 0° C. El tiempo de analisis puede ser disminuido utilizando columnas 

mas cortas, aumentando la velocidad de flujo y alternando el uso de dos columnas. 
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Lin y Cousín (1985) analizaron muestras de puré de tomate y catsup, para determinar el grado 

de contaminación por hongos e insectos. Observaron que la máxima liberación de 

glucosamina a partir de quitina ocurría luego de 2 horas de hidrólisis con ácido clorhídrico, y 

posterior purificación por cromatografia de intercambio iónico, para finalmente hacer 

reaccionar con o-ftalaldehído/tio l y detecc ión en un cromatógrafo de alta presión HPLe 

Adicionalmente compararon los métodos de determinación de glucosamina por HPLe y en 

ana li zador de aminoácidos, reponando que existe una diferencia promedio de 25%; además 

mostraron que en muest ras con bajas concentraciones existe gran variabilidad ent re ambos 

métodos, mientras que en muestras con cant idades mayores la diferencia fue menor. Asimismo 

se encontró que el método puede presentar variabilidad, debido a la inestabilidad de la 

reacción de fluorescencia. 

Estas técnicas fueron propuestas como sust itutos de la evaluación del grado de contaminación 

por hongos en alimentos vegetales ut ili zando el crecimiento en placas, ya que estos 

procedimientos se caracterizan por ser lentos (5-7 días) y laboriosos. Por lo que la 

cuantificación de quitina por un método más rápido y sensible lo hace atractivo. 

Ofenbeher y col. (1984) reportaron un procedimiento rutinario de aislamiento y determinación 

de quitina, sobre la base de su contenido de nitrógeno, diferenciando nitrógeno protéico del no 

protéico, de fibra cruda aislada a la cual reali zaron un análisis elemental de e, H. y N; 

calculando el % de quitina mediante mult iplicación del porcentaje de nitrógeno por un factor 

de 14.5 (en la quitina hay un 6.9 % de nit rógeno: I OO / 6 . 9~14.5) . 

La hidróli sis química completa de la quitina para liberar a las hexosaminas requiere 

tratamientos drást icos que pueden conducir a errores en la determinación, debidos 

principalmente a destrucción parcial de hexosaminas liberadas de quit ina, o por detenninación 
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de hexosaminas de glucoproteínas. Por esta razón se ha empleado la hidrólisis enzimática con 

quitinasas, como las de Serratia marcescells . Sin embargo estos métodos pueden presentar 

problemas deb idos al enmascaramiento de la quitina con otros materiales (por ejemplo, 

glucanos y manoproteínas de la pared celular), que obstaculicen el paso de la quitinasa al 

sustrato. Cabib y Sburlati (1988) determinaron la cantidad de quitina en levaduras, mediante el 

uso de una quitinasa de Serralia marcescellS en presencia de una preparación lítica de pared 

celular, determinando la cantidad de N-acet ilglucosamina liberada. 

Davies y col. (1987) propusieron que la espectroscopia de infrarrojo (I.R.) cercano, podría 

ser utilizada para determinar la cant idad de quit ina debida al crecimiento de hongos en puré de 

jitomate, considerando que el análisis de regresión en las longitudes de onda seleccionadas 

( 11 0 a 2500 nm) podrían ser asociadas con las bandas de absorc ión de la quitina. Sin embargo 

es importante considerar, que las t<.~c ni cas de infrarrojo cercano son poco sensibles, 

requiriendo concentraciones relativamente altas. 

1.2.6. Determinación del grado de acetilación de quitina. 

Como ya se indicó, la quitosana presenta más posibilidades de aplicación en diversas áreas 

como farmacéut ica y alimentos que la quitina. La calidad de la quitosana varía con el grado 

de acetilación, el grado de pol imerización, el proceso de manufactura y las fuentes de 

obtención (Hirano, 1986). 

El grado de desacetilación de la quitina puede ser determinado por hidrólisis de grupos 

acet ilos con alca lis fuertes, y conversión de las sales a ácido acético, el cual puede ser 

destilado y titulado con NaOH. 
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Existen modificaciones sobre los métodos de detenninación por titulación, como el que se 

basa en la titulación del clorhidrato de quitosana con NaOH. este compuesto se prepara 

mediante la ad ición en exceso de HCI ó NaCl a una solución de quitosana en ácido acético. 

Esta técnica tiene la desventaja de que el clorhidrato de quitosana es altamente higroscópico, 

por lo que se debe mantener en una cámara de humedad constante. Una modificación a esta 

técnica es la titulación de la forma c1orohidratada de la quitosana con nitrato de plata (Domard 

y Rinaudo, 1983). 

Otra fo rma de determinación es por espectroscopia de infrarrojo (1. R.), al respecto Sannan y 

col. (1978) reportaron que el grado de acet ilac ión es linealmente dependiente de la relación de 

transmisión de la banda de la amida a 1550 cm.ly la banda de transmisión de C-H a 2878 cm.! . 

Están reportados ensayos calorimétricos para determinar grado de acetilación, como el 

método modificado por absorbancia de Ride y Drisdale (1972), en quitosana di suelta en ácido, 

reaccionando con 3-metil-2-benzothiazolona hidrazona (Davies y Hayes, 1988). 

Halan y col. ( 1980) desarrollaron un método para determinar quitina en materiales biológicos 

por liberación de ácido acético y cuantificándolo por cromatografia. La quitina era 

desaceti lada con ác ido a concentraciones mayores de 4 M de ácido clorhídrico o alcali. 

Si n embargo, Ramachandran y Madhavan (1975) realizaron una comparación entre un método 

de desacetilación de quitina a temperatu ra ambiente y 100°C con álcali s, encontrando que 

cuando la desacetilación se realizaba bajo la primera condición se obtenía un producto de 

mejor calidad sobre la base de su viscosidad. 

Contrario a lo anterior, Mima y co l. (1 983) aislaron quitina a partir de cangrejo mediante el 

uso de álcali s y ácidos, seguidos de decoloración con acetona. La quitosana fue obtenida 

29 



mediante tratamientos con NaOH bajo dos temperaturas: una baja (60°C) y otra alta ( 110°C). 

seguidos de determinación del grado de desacetilación, esto último mediante titulación 

coloidal y espectroscopia de I.R. El daño a la cadena polimérica se determinó por comparación 

de pesos moleculares en cromatografia de gases. La temperatura de reacción tuvo un efecto 

significativo sobre la desacetilación, y la velocidad de la reacción fue dos veces mayor a 

temperatura alta que a baja, sin embargo observaron una disminución del peso molecular. El 

máximo peso molecular obtenido en este estudio fue de 850 kDa, correspondiente a un grado 

de desacetilación del 84%. Con respecto a las propiedades mecánicas determinadas sobre las 

quitosanas con alta desacetilación, ellos comunicaron que la tensión de la capa húmeda de 

quitosana se incrementó con el grado de desacetilación, mientras que en condiciones secas las 

capas no presentaron este comportamiento. Con respecto a las propiedades fisicas de la 

quitosana, Radhakrishnan y Prabhu (1971) determinaron viscosidades de quitosanas 

producidas por dos métodos de desacetilación: por calentamiento con hidróxido de potasio al 

55% y por digestión con volúmenes iguales de aOH y alcohol etilico siendo esta última 

condición la más efectiva. Del mismo modo compararon las viscosidades de quitosanas 

desmineralizadas con tres concentraciones diferentes de HCI (5, 10 Y 15%), Y dos 

temperaturas: ambiente y de ebullición, encontrando que las viscosidades más altas se 

obtuvieron a la concentración más baja de ácido y temperatura ambiente. 

Madhavan y Ramachandran (1974) reponaron un proceso de preparación de quitosana a panir 

de desperdicio de camarón, que consistía en ap licar bajas concentraciones de álcalis y ácidos, 

y temperaturas moderadas. Ellos determinaron las viscosidades de las quitosanas obtenidas 

por tratamientos con NaOH a 100° e durante 30 hasta 120 minutos, observando que las 

viscosidades más altas obtenidas fueron a los 90 minutos, por lo que consideraron que tiempos 
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más prolongados no tienen efectos pronunciados sobre las propiedades. Sin embargo, en estos 

dos últ imos trabajos no se reportan porcentajes de desaceti lación. ni se realizaron 

determinaciones de peso molecular. 

La desaceti lación de la quitina fue propuesta por Domard y Rinaudo (1983), con NaOH a 

temperaturas mayores de 100°C, la principal diferencia de esta técnica con respecto a las 

anteriores, es el uso de tiofenol, el cual atrapa oxígeno previniendo la degradación y 

ejerciendo un efecto catalítico; en consecuencia se lleva a cabo una total desacetilación pero 

sin degradación. Los parámetros que jugaron un papel dec isivo fueron : el tiempo de reacción, 

las concentraciones de los reactivos y la temperatura. Al determinar el grado de acetilación por 

espect roscopia l.R., y los pesos moleculares promedios por osmometria y di spersión de luz, 

los autores citados afirmaron haber obtenido quitosana totalmente desacetilada, sin descenso 

en los pesos moleculares ( 1.2 a 3 k.Da). 
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1.3. Proteasas 

Gusek y Kinsella (1988) reponaron una demanda de proteasas en el ámbito mundial. de 

aproximadamente $500 millones de dólares por año. En la Figura 1.4. se muest ra las 

principales ap li caciones y tipo de enzimas en el mercado mundial. Entre estas, las enzimas con 

mayor demanda son las proteasas, que ocupan alrededor de un 60% del mercado. El término 

proteasa se define como la enzima hidrolítica que cataliza el rompimiento de uno o mas 

enlaces peptídicos en las proteínas. 

TlXtlluy 
piel .. Enzlm .. 

PrOIUIU .... 

Figura 1.4. Aplicaciones y distribución del mercado de las enzimas (Dziezak,1991 ). 

Algunos criterios que deben de considerarse para la aplicación de proteasas son: 

Especificidad 

Las proteasas deben ser específicas de acuerdo a la reacción deseada, por ejemplo, para el 

queso la mayoría de las proteasas son inadecuadas debido su especificidad baja lo que tiene 

como consecuencia un escaso rendimiento en el coágulo, debido a una proteólisis excesiva, lo 

que ocasiona efectos negativos en la textura y el sabor. En este caso la enzima idónea es la 

quimosina, que tiene una especificidad alta por los enlaces peptídicos de las caseínas. 
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Un caso contrario se presenta en la producción de hidrolizados protéicos usados corno 

saborizantes, en los que la enz ima proteolítica debe tener especificidad baja para lograr un 

grado alto de hidró li si s, con la formación de péptidos de bajo peso molecular asi como de 

aminoác idos. 

pH 

El pH de acción de la enzima es un criterio importante que debe ser considerado. La proteasa 

elegida debe funcionar bien en el pH del sust rato en el que se va a ap licar, por ejemplo la 

inestabilidad de la pepsina a pH neutros, limita su uso en la elaboración de queso. 

Temperatura 

La proteasa debe ser suficientemente activa y estable a la temperatura del proceso. Al 

respecto, las enzimas tennoestables serán preferidas en procesos que se lleven a cabo a 

temperaturas elevadas, como la papaína para el ablandamiento de carnes durante la cocción. 

Sin embargo, esta caracteristica puede resultar indeseable por la dificultad en inacti var dichas 

enzimas, pudiendo ocasionar sabores y texturas inadecuados en los productos en los que hayan 

sido aplicadas. 

1.3.1. Proteasas de animales marinos 

Las fuentes tradicionales de proteasas han sido plantas, microorgamsmos y animales 

terrestres. Las proteasas que provienen de animales marinos presentan caracteristicas 

distint ivas, tales como eficiencia alta a bajas temperaturas, estabilidad térmica baja y ser 

activas/estables a pH neutros y alcalinos. 
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Las proteasas de animales marinos se clasifican con base a las similitudes con otras proteasas 

ex tensamente estudiadas de fuentes convencionales, por ejemplo tipo tri psi na, quimotripsina, 

catepsina, etc. 

Otros criterios de clasificación son: 

i) pH de actividad, como proteasas ácidas, neutras o alcalinas, 

ii) especificidad al sustrato, 

iii) mecanismo de catálisis. 

Este último sistema de clasificación es el usado por la Comisión de Enzimas, de la Unión 

Internacional de Bioquímica Aplicada (E. C.), en donde las proteasas de origen marino se 

clasifican en cuatro grupos: proteasas serinicas, aspárticas, cisteínicas y metaloproteasas 

(Haard y Simpson, 1994). 

Proteasas Serínicas. Tipo Trípsína 

Son un grupo de enzimas que catalizan preferentemente la hidrólisis de enlaces ester, y 

peptídicos que involucran a grupos carboxilos de aminoácidos básicos, arginina y li sina, y en 

los cuales los residuos de serina e histidina panicipan en el mecanismo de catáli sis. Las 

tri psi nas más estudiadas son las de bovino. Se han aislado proteasas tipo tripsina en tiburón, 

cangrejo y camarón blanco. 

Las tripsinas de origen acuático son similares a las de animales de sangre caliente con respecto 

a su tamaño molecular, composición de aminoácidos y sensibilidad a inhibidores de proteasas 

serínicas. La familia completa de las tripsinas de diferentes organismos es un resultado de la 

evolución filogénetica de un gran grupo de enzimas proteoJiticas y esterolíticas, cuyas 

similitudes funciona les y estructurales son prueba de que poseen ancestros comunes. 
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Las tripsinas purificadas a partir de pescado, tienden a ser estables en medio alcalino y muy 

inestable en condiciones ácidas, lo contrario a las provenientes de animales de sangre caliente. 

Otra diferencia es que las tripsinas de especies marinas, como el cangrejo, tienen la habilidad 

de hidro li zar proteínas globulares nativas. La energía de activac ión de Arrhenius es 

considerablemente mas baja para tripsinas marinas, que para las de animales terrestres. 

Proteasas Cisteínicas o Tiolproteasas 

Tipo catepsinas 

Las catepsinas aisladas de especies acuáticas como, carpa, bacalao, sa lmón, calamar, y 

camarón (Haard y Simpson, 1994), han sido caracterizadas como una cadena de polipéptidos 

con tamaños moleculares desde 13 .6 hasta 25 kDa. Las catepsinas de diferentes especies 

muest ran act ividad maxima dentro de un intervalo ampl io de pH, desde 3.5 y hasta 8. Son 

activadas por iones cloruro, generalmente requieren sulfuidri los y/o agentes quelantes para su 

act ividad, son inhibidas por iodoacetamida y metales pesados. Estas enzimas son 

endopeptidasas B, D, E, exopept idasas A, e, y carboxipeptidasas catepticas A y B. 

Melaloproleasas 

Colagenasas 

Para catalogar a una enzima como colagenasa, ésta debe de ser capaz de hidrolizar moléculas 

de colágeno en su forma nativa, que consiste en tres cadenas enrolladas a manera de cuerda 

para formar una estructura de triple hélice, con regiones de alta concentración de prolina, la 

estabi lidad de esta hélice se debe principalmente a interacciones de puentes de hidrógeno 
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¡ntercadena; tiene reglones de cadenas polipeptidicas que permanecen fuera del colágeno 

enrollado, y que son susceptibles a ser conadas por proteasas como tripsinas o quimotripsinas 

Las colagenasas han sido extraídas y caracterizadas a partir de glándulas digestivas de 

di versos organismos marinos, tales como cangrejo, camarón y langosta (Haard y Simpson, 

1994 ; Seifter y Harper, 1971). Las colagenasas de origen marino se parecen a su contrapane 

terrestre en su acción sobre el colágeno nativo. Sin embargo, las colagenasas digestivas 

difieren de las de tejido de mamíferos. al presentar especificidades del tipo de la tri psi na y la 

quimotripsina. Estas colagenasas son más activas en el intervalo de pH de 6.5 a 8, y son 

inactivas a pH menores de se inhiben con diisopropilfluorofosfato y 

fenilmetilsulfonilfluoruro. Las colagenasas de hepatopáncreas de inverteb rados marinos están 

implicadas en el deterioro de textura postcaptura durante el almacenamiento. 

1.3,2, Proteasas en camarón. 

Se han reportado varios trabajos acerca del aislamiento de proteasas de crustáceos, los cuales 

se resumen en la Tabla [, 5. La mayoría de estos trabajos se han enfocado en la dist ribución y 

loca lización de enzimas en el animal , con especial énfasis en la intervención de estas en los 

procesos de autólisis y descomposición. 
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Tabla 1.5. Características y tipos de enzimas en crustáceos reportadas en la literatura. 

Crustáceo 
Pnndnlus platyceros 
p(JIulalusJordam 

Knll 

Krill 

.\/nchrobrachium 
rosenbergii 

Enzi mas Caracte rísticas 
Tipo tripsin.1 
catepsina 

y Actividad proloolitica sobre caseína y 
hemoglobina. pH ópt imo a 3 y 7.5 a una 
temperatura de 55° C 

Carbo~ipe ptida sas A Y 
B. aminopeplidasas. 
Catepsina A y Tripsi na 

Determinaron la actividad enzimática en 
abdomen (eatepsinas), cuerpo Y 
cefaloló r a~ (tripsinas). 
Carbo~i peptidasas A y B, 
aminopeptidasas activas a pH 8. 
Catepsina B. H Y L. carbox.ipeptidasa 
activas a pH 5. 

Referencia 
De Villez y 
Buschlen. 
1967 
Decker. 1975 

Kawamura 
col .. 1981 
Nishimura 
col.. 1983 
Kawamura 
col.. 19~ 

Proteasa scrínica MClaloenzima. pH óptimo de 6.2 }' Fik. 1984 

tcmperatura óptima de -'5° C 

Baja actividad 
tripsinoli tica }' alfa 
quimolripsino lilica. alta 
actividad oolagenolitica 

Pé rdida de le~ tura durante el 
almacenamiento debido a difusión de 
00lagenas.1s y diversas proteasas del 
hepatopánereas al músculo. 

Baranowski y 
001.. 1984 
Lindner y col .. 
1988 

/l/ex Illecebrosus Catepsina C El peso molecular determinado fue de Hameed y 
(calamar) a pro~imadamente 25,000 Da. Haard. 1985 

dependiente de cloruro y sulfllidrilos. 
calaliza la reacción de transpeptidación. 
pH óptimo de 5 a 6 

Gecarcinus lateralis Prote.1saS 
(cangrejo) cisteínicas 

alcalinas Detectaron dos tipos de actividades 
proteolíticas a pH ácido 4 a 5 y de 7 a 8. 
A temperaturas óptimas de 37 a 50 

Penaeus monodon 

Penaeus 
californiensis 

oc. 

Tripsina 
quimolripsina 

y Temperatura y pH 6pt.imos de actividad 
de 55°C pH 7 Y 65°C pH 8. 

Tripsína, 
quimotripsina, 
carboxipeptidasas A y 
B. 
lcucinaminopeptidasa 

Las enzimas presentaron tolerancia alla 
a la salinidad (2M de NaC\). 
Temperatura óptima 50 
° e en un intef'\'alo de pH 6 a 10 

O'8rien v 
Skinner. 1987. 
1988 

Jiang y col .. 
1991 

Vega­
Villasantc y 
col.. 1993. 
1995. 
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Crustáceo 
Carcinus "'nenas 
(cangrejo) } Penaeus 
/IIonodon 

Ple llronco<les 

planipes (Langostilla) 

1.3.3. Ap licaciones 

Tabla 1.5. (continuación) 

Enzimas Caracterilllicas Referencia 
A partir 
hcpatopáncreas. 
purificaron 

de Actividad enzimática inhibida por zinc 
y mercurio 

Le Gal y col... 
1995 

quimotripsina y 
colagenasa 

Proteasas: Tripsina. 
quimotripsina y serin 
colagcnasa. 
Peptidasas: Leu-
aminopcptidasas. 
carboxipeptidasas A y 
B 

Proteasas con pesos moleculares desde García Carreña 
16 a 6S kDa. identificadas como serin }' Hcmándcz 
protcasas y metata proleasas. Cortés. 1995 
Aplicación para la maduración 
acelerada de queso Cheddar. 

Las aplicaciones de este tipo de preteasas son variadas, como en la reducción de la viscosidad 

en soluciones de proteínas, en la elaboración de concentrados protéicos, salsas de pescado. 

eliminación de piel de pescado, saborizantes, como ablandadores, recuperación de pigmentos 

(astaxant inas) y quitina. 
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1.4. Pigmentos Carotenoides 

1.4.1. Ocurrencia 

l os carotenoides se encuentran ampl iamente distribuidos en plantas, hongos y animales, 

sintetizados por plantas y algunos microorganismos, a diferencia de los animales quienes no 

pueden biosintetizarlos, pero lo absorben de la dieta sin modificarlos. Se han ident ificado 

aproximadamente 400 carotenoides en la naturaleza, se clasifican en dos lipos: carotenos y 

xantofi las, los primeros son hidrocarburos, pocos en número, mientras que las xantofilas 

contienen al menos un átomo de oxígeno en la mole, 'J la y constituyen la mayoría (Goodwin y 

Britton. 1988) 

Entre [os componentes del cefalotórax de camarón se encuentran carotenoides con estructuras 

muy parecidas, que global mente se conocen como astaxantinas . Los carotenoides presentes en 

el camarón son estereoisómeros de astaxant ina, cantaxantina y astaceno, este último es 

considerado como el producto de la oxidación de la astaxantina (Goodwin y Britton, 1988). 

Los carotenoides contribuyen a los patrones de color en los invertebrados., donde se 

encuentran en forma libre o como carotenoproteínas, estos últ imos t ienen un espectro de 

absorción más amplio cuando forman un complejo pigmento-proteína, que cuando se 

encuentran libres. Por ejemplo, el verde de los huevos de langosta y el morado de su 

caparazón se deben a la presencia de astaxantina unida a diferentes proteínas; y es naranja 

cuando está libre. 

En períodos de anoxia se observa un aumento de la absorbencia al doble debido a la formación 

de epóxidos que func ionan como una reserva de oxígeno, que pueda ser uti lizada en la 

producción de A TP en condiciones de anoxia con la subsecuente regeneración de la estructura 

conjugada de los pigmentos, y la concentración de pigmentos decrece cuando hay acceso al 
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oxigeno. Una función metabólica clara de los carotenoides, es ser precursores de vitaminas. 

(Goodwin y Brillon, 1988). 

La astaxantina y sus ésteres han sido identificados como los principales pigmentos en el 

exoesqueleto de crusl<iceos, en cangrejo se encuentra en un 90% (Chen y Meyers, 1982a). De 

aquí que el término astaxantina fuere utilizado en esta tesis para representar al total de 

carotenoides en el desperdicio de camarón. 

1,4,2, Factores que afectan la extracción y determinación de pigmentos 

Es impon ante considerar que los carotenoides son compuestos muy sensibles al oxigeno, la 

luz y el ca lor, ademas de que muchas características estructurales pueden ser modificadas por 

la exposición' a álcalis y ácidos, lo que debe de ser considerado para evitar modificaciones o 

pérdida de pigmentos. 

Oxidación 

El oxigeno, especialmente en ca binación con luz y/o calor, es el factor más destructivo. La 

presencia de oxígeno aún en trazas, de peróxido en solventes, especialmente en éter dietílico, 

o de cualquier agente oxidante durante el almacenamiento de muestras, pueden conducir a la 

decoloración o a la formación de epóxidos O apocarotenales. Las muestras O extractos de 

pigmentos deben ser almacenados en una atmósfera ¡nene (Ar o N2) o al vacio en una 

ausencia completa de oxígeno. Las soluciones deben de saturarse de nit rógeno o Ar unos 

minutos antes de ser almacenadas (Britton y Young, 1993). 
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Luz y ca lor 

La exposición de carotenoides a la luz o al calor debe de ser evitada tanto como sea posible, 

aunque la fotoiso meri zación de la mayoría de los carotenoides durante las principales 

maniobras de extracción se presenta a bajas veloc idades de formación. Es preferible la 

manipulación bajo la luz del día o 3nificial suave que bajo la luz del sol o UV que favorecen 

la isomeri zación, por lo que se debe proteger de la luz durante la cromatografla, por ejemplo 

cubriendo las columnas así como las cámaras para cromatogratia en capa fina con papel 

alumin io o negro. 

Se .deben evitar las temperaturas altas y utili zar solventes con punto bajo de ebullición que 

puedan ser eliminados a temperaturas bajas que no excedan de 40°C (Briuon y Young, 1993). 

Acidos o álcalis 

Todos los carotenoides son susceptibles a descomposición, deshidratación, o isomerización en 

condiciones ác idas, lo anterior se puede prevenir adicionando un agente neutrali zante como 

bicarbonato de sodio durante la extracción. Los adsorbentes ácidos, especialmente silica gel, 

ácido sil ícico y alúmina ácida, así como los solventes ácidos· (cloroformo, el cual puede tener 

trazas de He l) provocan isomerización durante la cromatografia por lo que deben ser evitados. 

La mayoría de los carotenoides son estables a álcalis, sin embargo, algunos como la 

astaxant ina son alterados aún bajo condiciones alcalinas suaves (Brillon y Young, 1993). 
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Pureza de solventes, adsorbentes v reactivos. 

Se deben usar reactivos de alta pureza, anhidros y redestilados, libres de peróxidos. 

almacenados a bajas concent raciones de oxígeno y en oscuridad. Una recomendación 

importante es evitar almacenar los solventes e incluso agua en envases phisticos, ya que se 

pueden contaminar con fta latos (Britton y Young, 1993). 

1.4.3. Métodos de extracción 

La concent ración de astaxantina es afectada por la relación de solventes utilizados para la 

extracción. Así en el caso de extracción con aceite, cuando la proporción de aceite es alta con 

respecto al material para extraer el pigmento, se observa un efecto de di lución y 

consecuentemente reduce el nivel de pigmento recuperado en el aceite . En la Tabla 1.6. se 

muest ran algunos de los métodos reportados para la extracción de carotenoides. 

Tabla 1.6. Métodos de extracción reportados para la extracción de pigmentos. 

Condiciones 
Desecho de cangrejos, extracción de 
pigmentos con cter de petróleo. 

Desecho de cangrejo, aceite de soya 
(1: l p/v) . Uso de Etoxiquin como 
antioxidante. Adición de proteasas 
comerciales para liberar el pigmento 

Comentarios 
Identificaron 49.4 % de astaxantinas 
esterificadas, 40.3% de astaxantinas 
sin esterificar y 10.3% de astaccno. 

El uso de las proteasas incrementó 
en un 58% la liberación de 
astaxantina 

Referencias 
Meyen; y Bligh (1981) 

Chen y Mcyers ( 1982) 

Ensi lado ácido de cangreJo, Mayor li beración del pigmento Chen y Meyers (1 983) extracc ión con aceite. debido probablemente al efecto del 
ác ido sobre los enlaces químicos de 
astaxantina, con partes del esqueleto 
o proteínas . 

42 



Tabla 1.6. (continuación) 

Condiciones Comenta ri os Referencias 
Desec hos de cangrejo cocidos y Caracterizaron como O1ono y di Omara·Alwala y col. 
ensilados con acido, extracción éstcrcs de astaxantina en un 87%. El (1 98; ) 
con aceite de soya y de pescado. ensilado no afectó negati vamente los 

perfi les del pigmento y ácidos 
g rasos. 

Uso de proteasas para mejorar La tripsina de bacalao fue más Cano-López y col. (1 987) 
extracción de carotenoides a efecti va que la bovina 
partir de desec ho coc ido de 
camarón. 

Desecho de camarón fermentado, Determinación espectrofotómetrica Hall y Hill ( 1990) 
sistemas de solventcs 
cloroformo, metanol yagua en 
proporciones.( 1:2:4 p/v) 

Desecho de camarón, extracción Disminución del tamaño de partícula Cañip. (1 994) 
de pigmentos con eter de para mejorar l. efici encia de 
petróleo, acetona y agua extracción 

1.4.4. Determinaciones cuantitativas de carotenoides. 

Espectofotometría 

Este método es generalmente llevada a cabo por técnicas simples, en donde la absorción de l 

carotenoide es determinada en el solvente apropiado, comúnmente hexano o etanol para 

carotenos y xantófiJas respectivamente, a la· A.max del carotenoide. El coeficiente especí fi co 

de absorción A lcm 1%, que se define como la absorbencia de una.solución de 1% (p/v) en una 

celda de 1 cm a una longitud de onda defin ida, es usado para cuantificar los carotenoides. Un 

A1cm 1% arbitrario de 2500 puede ser utilizado cuando no se tienen disponibles valores 

específicos o para una mezcla de pigmentos. 
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La cantidad de carotenoides presentes (x gramos) eny mi de solvente se determina como: 

x= Ay( A lcm I%X 100)" l ... (1) 

Los valores de A¡cm l% de carotenoides han sido determinados y publicados por Brinon y 

Young(1993). 

Cromatografia de liquidas por alta resolución HPLC 

La cuantificación por cromatografia de líquidos a alta resolución (HPLC) es el metado mas 

sensible, exacto y reproducible para determinar concentración de carotenaides. Las cantidades 

de cada pigmento en una mezcla pueden ser determinadas calculando el area del pico de cada 

componente a su longitud de onda maxima con un detector de longitud de onda múltiple. 

1.5. Bacterias lácticas , 

La fermentación acido lactica, es uno de los mas antiguos métodos para preservar material 

biológico perecedero, como los alimentos para animales y para humanos. Es un proceso 

microbiano muy complejo, en el cual una población de bacterias lacticas llega a ser la 

microt1ora predominante (Anderson, 1988). 

1.5.1. Concepto de bacterias lácticas. 

El concepto de bacteria acido ¡actica fue desarroll ado en los primeros años del presente 

siglo. El nombre del grupo fue creado a partir de la observación de las bacterias 

causantes de la fermentación y coagulación de la leche. Orla-Jensen (1919) define 

"Las verdaderas bacterias lácticas forman un grupo natural de cocos y bacilos. 

Gram-positivos, inmóviles, no esporulados que fermentan azúcares produciendo ácido 

láct ico", origina lmente el grupo comprendía cinco géneros: 
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Thermobacterium, S/reptobacterium, BetabaClerium, StreplOCOCCUS y Be/acoccus. Los 

primeros tres géneros son conocidos actualmente como LaclObacillus; y Be/acoccus 

como Lellcollosloc. Orla·Jensen no definió a Jvlicrohac/erillm y TelracocclIs actualmente 

conocidos corno PediococclIs, consideradas como verdaderas bacterias lácticas. Más tarde 

Ingram (1975) caracterizó el grupo de bacterias láct icas como 

"Gram·positivas, no esporuJadas, fermentadoras de carbohidratos, productoras de ácido 

láctico, ácido tolerantes, con háb itats anaeróbicos, calalasa negativa, no móviles, no 

reducto ras de nit ratos". Incluyó en el grupo a LaclOhacilllls, Lel/collos/oc, Pediococcus y 

S/rep/ococclls; sin embargo fi jó fronteras vagas del grupo con otros géneros como 

AerococclIs, Brochotrix y Lis/eria. 

Recientemente los estrepwcocos del gru po N fueron propuestos para fo rmar el género 

LaCIOCOCCIIS (Schleifer y col. , 1985), contándose actualmente seis géneros de bacterias 

lácticas: Lactobacilllls, LaclococcuS, Leucollostoc, PediococclIs, S /rep/ococcuS y 

Bifidobacterilllll . (Sneath y col. 1986; Schleifer y co l. 1987). 

1.5.2. Desarrollo de los Cultivos Iniciadores. 

Se ha visto a través de los años, que los procesos de fe rmentación se llevaban acabo 

guardando una porción del producto fermentado, para comenzar el siguiente lote. Esto 

representa el primer uso de cultivos iniciadores. Un cultivo iniciador se define como una 

preparación que contiene microorganismos vivos, y que se aplican con la intención de 

aprovechar el metabolismo microbiano (Lucke y Brumer, 1990). 

El progreso en la sustitución de procesos fermentativos fOl1uitos, por cultivos 

iniciadores, se observa en carnes, productos vegetales, productos lácteos y vinos; además de 
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otros procesos no dest inados a la producción de alimentos, como el ensilado. Sin embargo 

algunos procesos son aun realizados por fe rmentaciones naturales o esponuineas, por 

ejemplo la col agria o sauerkraut. (Ha mm es, 1990). 

Las bacterias incluidas en los cultivos iniciadores, en muchos casos incluían aquellas 

bacterias que predominaban en los alimentos fermentados antiguos, dichos cultivos han sido 

desarrollados por aislamiento de estas bacterias. El uso de cultivos iniciadores, como tales, se 

viene realizando desde hace aproximadamente un siglo. En los ultimos ai\os, la industria de los 

cultivos iniciadores ha sufrido un tremendo desarrollo, el mayor conocimiento se ha 

desarrollado en las fermentaciones lácteas, más que en cualquier otro campo de los 

productos fermentados . , 

Tipos de Cultivos Iniciadores. 

Son principalmente de tres tipos: 

1) Cult ivos de cepas múlt iples. Son mezclas de cepas conocidas, compatibles, Sin 

bacteriófagos, cuidadosamente seleccionadas. 

2) Cultivos mixtos. Son mezclas estables de cepas desconocidas. que se han desarrollado a 

través del uso continuo, y han sido adecuados para elaborar productos consistentes. El 

número de cepas y las relaciones de cada una de ellas con sus' fagos es desconocidas. 

3) Cultivos axénicos, bien conocida y seleccionada cuidadosamente (Hammes, 1990). 

1.5.3. Propiedades antagónicas de las bacterias láctlcas. 
La mayoria de los productos fermentados, panicularmente si son alimentos. son 

manufacturados bajo condiciones sanitarias controladas, para asegurar que la 

bioconversión sea la deseada. En muchos casos, como con los productos lácteos, el alimento 
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se expone a tratamiento térmico antes de agregar el cultivo iniciador con el objeto de 

reducir microorganismos indeseables. Sin embargo no en todos los casos es posible calentar 

el producto antes de la fermentación, como en la carne, por lo que el cultivo iniciador puede 

ser incluso destruido (Anderson, 1988). 

Los cultivos iniciadores deben ser altamente competitivos contra otros microorganismos 

incluyendo otras bacterias lácticas para poder predominar. Dicho predominio dependerá 

básicamente de la velocidad con la que crezcan y produzcan ácido. La reducción del pH y la 

remoción de carbohidratos por fermentación, son las acciones conservadoras primarias; sin 

embargo las bacterias láct icas son capaces de producir otras sustancias inhibitorias en 

pequeñas ca?tidades, tales como peróxido de hidrógeno, diacetilo, bacteriocinas y 

productos secundarios generados por la acción de la lactoperoxidasa sobre el peróxido de 

hidrógeno y eltiocianato (Daeschel, 1989; Reeves, 1972; Harnrnes, 1990; Gilliland 1985). 

Peróxido de hidrógeno 

Los lactobacilos tienen la capacidad de generar peróxido de hidrógeno durante su 

crecimiento, por varios mecanismos la acumulación de peróxido de hidrógeno en el medio es 

debida a que los lactobacilos no poseen la enzima catalasa. Es bien conocida la 

actividad antimicrobiana del peróxido de hidrógeno, establece efectos antagonistas con 

microorganismos tales como Staphylococcus aurells y Pselldomollas sp. 

Sistema lactoperoxidasa antimicrobiano. 

El peróxido de hidrógeno puede reaccionar con otros componentes para formar 

sustancias inhibitorias. En la leche cruda reacciona con tiocianato, catalizada por 

lactoperoxidasa, para formar productos de oxidación que inhiben a varios microorganismos. 

A esta reacción se le conoce como "Sistema lactoperoxidasa antimicrobiano". 
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Diacetilo (2,3-butanodiona). 

Es un producto final del metabol ismo de bacterias tácticas, conocida como la sustancia que 

imparte aroma de mantequilla a alimentos fermentados. Tiene actividad anlÍmicrobiana 

contra levaduras, y bacterias Gram-negat ivas, s.i n embargo se requieren altas 

concentraciones para llevar a cabo la inhibición, por lo que no se le reconoce como agente 

antimicrobiano. 

Bacteriocinas. 

Son sustancias antibacterianas potentes, macromoléculas de naturaleza proteica. Se han 

caracterizado bacteriocinas dentro del grupo de las bacterias lácticas de Laclobacillus 

jermelllum, LaclObacillus he/velicus, LaclObacillus acidophillus, Laclobacillus plamarllm, 

Pediococcus acidilactici y PediococclIs peJilosacells (Daeschel, 1989). A las producidas 

por Lac/obacillus plan/arum se les denomina lactol ina; a las de fAc/obacilllls acidophillus se 

les ha denominado lactocid inas, acidofi linas y acidol inas (Cogan, 1985). Una de las 

característi cas que tienen en común las bacteriocinas es que son act ivas cont ra un amplio 

espectro de especies Gram-positivas. Tienen la habilidad de inhib ir muchos 

microorganismos contaminantes de alimentos que son patógenos, como Lis/ería 

monocylogenes, Sfrep/ococclls pne/lmoniae y muchos enterococos (Reeves, 1972). 

Aunque Lellconosloc es importante para fermentaciones lácteas, de vegetales y de vinos, no 

ha sido cuidadosamente analizada acerca de su capacidad parcr producir bacteriocinas. Sin 

embargo, se han reportado cepas de Leucollostoc dextranicllm y de LeucofloslOC sp. 

productoras de sustancias con actividad ant imicrobiana contra ot ras bacterias lácticas 

(Harris, 1988). 
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Al género LaclococclIS se le han caracterizado bacteriocinas como la nisina, con efectividad 

cont ra cJostridios y ciertas especies Gram-positivas, como algunas de Leucollostoc, pero no 

así con bacterias Gram-negativas, levaduras y mohos. La nisina es la única bacleriocina 

aceptada por la FDA (Agencia de drogas y Alimentos, Estados Unidos de América), y es 

usada como conservador en varios países. Es un péptido pequeño termoestable a pH ácido 

(Cogan, 1985). Ciertas cepas de SlreplOCOCClIS cremoris producen la bacteriocina 

diplococina, cuya acción hacia Staphy/ococctls GurellS es variable (Cogan, 1985). 

Reuterina. 

Se cree que es un compuesto de bajo peso molecular no proteínico, altamente soluble, 

producido a pH neutro por especies heterofermemativas de LaclObacillus rellterii. Es un 

agente antimicrobiano de amplio espectro contra ciertas bacterias 

Gram-positivas y negativas, levaduras, mohos y protozoarios. Inhibe aSa/mol/ella, 

Shigella, Closlridillm, StaphylococclIs, Listeria, Calldida y Tripallosoma. 

l. 5.4. Caracterfsticas fermentativas de bacterias lácticas 

La conversión de carbohidratos a lactato por bacterias lácticas, es uno de los más importantes 

procesos biotecnológicos. Las bacterias lácticas son clasificadas como homofermentativas, 

heterofermentativas y heterofermentativas facultativas. 

Las bacterias lácticas homofermentativas dependen de la presencia o ausenCia de las 

enzimas aldolasa y fosfocetolasa. LaclococcuS, SlreplococclIS, PediococcIIs y algunos 

Laclobacillus contienen aldolasa y de ahí su capacidad de fermentar glucosa vía Embden­

Meyerhof, tales bacterias lácticas producen solo lactato y son incapaces de metabolizar 

pentosas. Lel/conos/oc y algunos Laclobacillus contienen fosfocetolasa y fermentan glucosa 
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usando la vía de la fosfocetolasa; además de lactato, se producen acetato (etanol) y 

C02, estos microorganismos heterofermentativos son capaces de fermentar pentosas. Por 

último las bacterias lácticas hetera fermentativas facultativas se caracterizan por que las 

pentosas inducen la fo rmación de fosfocetolasa (Marshalt, 1984). 

En la Figura 1. 5. se presentan las principales rutas metabólicas de la fermentación de hexosas 

en bacterias lácticas. 

Las bacterias lácticas requIeren de azúcares como la lactosa, además de aminoácidos, 

vitaminas y ot ros factores de crecimiento. 

1. 5.5. Actividad proteolitica 

Las bacterias lacticas son consideradas d¿bilmente proteolíticas, a comparación de otros 

grupos bacterianos como Pselldomollas, Bacillus, Prote"s y coliformes. Law y Kolstad (1983) 

estudiaron al complejo equipo proteolitico de las bacterias lact icas, que pueden presentar 

proteasas y peptidasas. Estos estudios son esquematizados en la Figura 1.6. Estos autores 

reponan la existencia de proteasas y peptidasas principalmente de tipo intracelular, aunque 

pueden producir proteasas con propiedades similares a las extracelulares, debido a que son 

liberadas fuera de la célula sin evidencia de lisis O ruptura celular. Se reporta que este tipo de 

proteasas se encuentran ligadas a la membrana por medio de calcio, y cuando éste esta se 

encuentra a bajas concentraciones o en presencia de secuestrantes, hay una liberación de las 

enzimas. Por otra pane, los estudios de la existencia de las proteasas intracelulares son 

concluyentes y de hecho se ha demostrado su localización en la célula (Law y Kolstad, 1983). 
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Figura 1.5. Principales rutas de fermentación de carbohidratos por parte de las 

bacterias fácticas Fru-1,6P, fructuosa 1,6 difosfato, Fru-6P, fructuosa 6 fosfato ,Glc-6P, 

Glucosa 6 fosfato(Kandler, 1983). 
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Figura 1.6. Representación esquemática de la posible localización de proteinasas y 

peptidasas en bacterias tácticas. (Law y Kolstad. 1983) 

1.5.6. Bacterias lácticas aisladas en organismos marinos 

Las principales bacterias lácticas aisladas de organismos marinos son Lel/conos/oc 

mesel1leroides, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus plalllarllm, SlreptococclIS lactis, 

StreptococclIS bovis, SlreptococclIS faecalis. Leuconos/oc laclis, LacJobacillus coryneformis. 

LacJobacillus case; pseudoplantarllm y PediococclIs halophilus (Han-Ching y col. , 1992). 

Las bacterias lácticas se caracterizan por un sistema respiratorio deficiente, debido a la 

ausenc ia de grupos hemo, lo que les permite retener su metabolismo fermentat ivo en la 

presencia de oxígeno, siendo capaces de descender el pH en condiciones aeróbicas. 

Algunas cepas aisladas a partir de pescado, pueden presentar un metabolismo complejo 
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Schroeder y col. (1980) observaron que una cepa aislada de LaclObaci/lus plantan/m presentó 

un compol1amiento homofermentativo en anaerobiosis y en presencia de altas concentraciones 

de glucosa, sin embargo en presencia de oxígeno y a bajas concentraciones de glucosa el 

metabolismo fue heterofermentativo. Estos cambios metabólicos ocurren en la conversión de 

piruvato el cual sigue una ruta secundaria, conduciendo a la formació n de acetato, etanol, 

formato y C02. Esta conversión es estimulada en ciertas bacterias por concentraciones de 

glucosa bajas o por presencia de oxígeno (Kandler, 1983). 

Algunas especies de bacterias lacticas pueden fermentar compuestos que contienen nitrógeno 

con la producción de amoniaco y productos organicos, muy diferentes de aquellos formados 

por fermentación de azúcares. El desarrollo de bacterias lácticas en material de origen marino 

que no contiene azúcar se caracteriza por la producción de gas, la cual podría ser favorecida 

por la descarboxilación de aminoácidos. En algunas especies de LaclObaci/lus la formación de 

CO2 corresponde al paso final en la degradación de arginina, la cual es también acompañada 

por la liberación de amoníaco. Pocos lactobacilos heterofermentativos pueden utilizar 

aminoacidos como única fuente de energía (Han-Ching y col., 1992). La descarboxi1ación de 

aminoácidos puede conducir a la producción de aminas, que producen olores o acumulación 

de toxinas. El catabolismo de aminoácidos azufrados puede formar sulfuro de hidrógeno, ruta 

poco frecuente en lactobaci los pero que ha sido reportada en anaerobiosis a pH acido y 

concentración baja de azúcar. (Law y Kolstad, 1983). 

Las tecnologías tradicionales de fermentación láctica utilizan temperaturas en un intervalo de 

15_35 0 e, en algunos casos se incrementa hasta 43 0 C. Estas condiciones conducen a una 

fermentación rápida, la cual termina después de 18 a 48 horas. 
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El pH en los sust ratos de origen marino son generalmente neutros, uno de los objetivos de la 

fermentación es di sminuir pH rápidamente, de esta forma inhibir el desarrollo de 

microorganismos alteradores y patógenos. 

En muchos productos fermentados es común el descenso de aw por adición de sales o 

deshidratación, lo que puede causar un retraso en la fermentación . Sin embargo, hay casos 

como el desarrollo de Lactobacillus plamarum en que se produce un descenso moderado de 

pH de 5.4 a aw de 0.9. A medida que se incrementa la aw el pH puede disminuir hasta por 

debajo de 4 .S (Han-Ching y col. , 1992). 
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1.5.7. Ensilados 

Definición 

El ensil ado es un proceso de conservación mediante el uso de acidos para prevemr el 

crecimiento de microorganismos patógenos, la acción de enzimas nativas digiere las proteínas 

produciéndose un material líquido, que puede ser usado para al imentación animal. Se 

reconocen dos tipos de ensil ados, de acuerdo al tipo de acid ificación, descritos a 

cont inuación. 

Ensilado Químico 

El ensi lado químico se realiza mediante la adición de ácidos inorgánicos u orgánicos 

(clorhídrico, sulfúrico, fórmico, propiónico solos o combinados) y posteriormente es 

neutral izado. Guillou y co l. ( 1995) elaboraron un ensilado químico de desecho de camarón 

con ácidos su lfúrico, fosfór ico y propiónico; determinaron el efecto del tiempo de 

almacenamiento (3 meses) en compuestos inestables, tales como astaxantinas y ácidos grasos 

polinsaturados, encontrando que una porción de pigmento pennanecía en el desecho sin 

ens ilar, mientras que la recuperación de l compuesto fue total en el ensi lado. Asimismo. se 

detectaron mayores concentraciones de ácidos grasos en el ensi lado. 

Ensilado fermentado 

Los ensi lados fermentados son aquellos en donde el ácido es producido in si/u por 

fermentación bacteriana, a pan ir de una fuente de carbohidratos (malta, cereales, melazas, 

yuca, tapioca etc.) en donde Jos microorganismos responsables pueden pertenecer a la 
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microtlora natural o bien ser cultivos iniciadores. El ensilado fermentado tiene la ventaja de 

que es más económico y menos peligroso ya que no involucra el uso de reactivos corrosivos, y 

se producen agentes inhibidores de microorganismos patógenos como bacteriocinas y 

peróxido de hidrógeno, no necesita neutralización y el valor nutricional es mayor que en el 

ens ilado ácido (Hall y Da Si lva, 1994; Han-Ching y col., 1992). 

Se considera que el valor nutriciona l del ensi lado es bueno, ya que presenta un contenido de 

aminoácidos esenciales significativamente más alto que los estándares, aunque tiene 

deficiencia de tiamina debido a que es degradado por tiaminasas (Hansen y L1anes, 1994). 

Un buen ensilado cambiará de estado semi-sólido a líqu ido en 2 a 3 días, el pH es reducido y 

las enzimas actúan sobre las proteínas. Si el líquido y sólido (sedimento) son separados por 

centrifugación, el liquido representa aproximadamente 60 a 70 % (peso húmedo) del ensilado. 

El liqu ido cont iene aproximadamente la mitad de las proteínas del desecho, y el resto 

permanece con el sedimento. En el caso de ensilados de materiales quitinosos, 85% de la 

quitina permanece en el sedimento, pero puede ser solubilizada por acción de enzimas. Parte 

de la grasa aparece como sobrenadante y el resto permanecen en el sedimento; los pigmentos 

son parcialmente solubles en la grasa, aunque una porción se encuentra asociada con la 

quitina. El ensilado puede separarse del sedimento por centrifugación, posterionnente secarse 

y adicionarse con algún carbohidrato, lo que constituye un pienzo. Por otra parte, la quitina 

puede tratarse hasta producir un compuesto final puro (Hall y Da Si lva, 1994). 
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11. Justificación del proyecto 

En las úl timas dos décadas la explotación de productos marinos ha experimentado una 

signi ficati va expansión, la que produce una gran cantidad de desechos, a consecuencia del 

impresionante crecimiento de al imentos congelados y enlatados, lo que conduce a la 

uti li zac ión de estos desperd icios para evitar contaminación. Según datos de Knorr (1991), la 

producción mundial de desperd icio de crustáceos se est imó de 1.44 millones de toneladas en 

base seca, seguramente en un futuro cercano se tendrá que hacer frente a estrictas leyes 

ecológicas que impedirán que se tiren estos desechos al mar. La utilización integral de 

recursos renovables es cienamente una meta que reclama que nuevas tecnologías sean 

desarrolladas. 

Para muchos productores el problema de la uti lización de desechos de productos marinos es 

simplemente que son muy perecederos bajo condiciones ambientales y considerando que hay 

períodos en los que se encuentran en exceso dificultándose su manejo antes de la 

descomposición. Estos desechos pueden ser congelados antes de ser procesados pero debido al 

gran volumen de éstos y el limitado espacio en los congeladores (el cual se reserva para 

productos con mayor valor agregado) hace poco costeable la conservación por este método. En 

México, una mínima parte de las cabezas de camarón son convertidas a harina, la mayor parte 

son desechadas en altamar O en zonas aledañas a las áreas de cultivo con el consiguiente 

deterioro ambiental (Canipa-Morales, 1994). 

Las concentraciones de quitina, proteína (enzimas), pigmentos y lipidos en desechos de 

crustáceos son altas, según lo reportan varios autores (Tabla IJ). 

Desde inicio de los años setenta, existe interés mundial en la recuperación y aplicación de la 
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quitina. La cual es obtenida por métodos de purificación, que involucran el uso de acidos y 

alcalis a concentraciones y condiciones drasticas. Este proceso ademas de ser contaminante la 

mayoría de las veces no permite la recuperación de otros productos que se encuentran en estos 

sustratos. 

Como se revisó en la sección 1. 2 de la revisión bibliografica, la quitina es un biopolímero que 

tiene muchas aplicaciones en el mercado. Los procesos tradicionales (acido alcali) para 

obtener quit ina resultan agresivos a la ecología y en ocasiones a la calidad del produclO ya 

que es posible ocasionar depolimerización. Lo anterior ha promovido la búsqueda de métodos 

alternativos, que invo lucran el uso de enzimas y/o microorganismos. 

Los estudios que se han realizado sobre proteasas de camarón han tenido como objetivo 

conocer el funcionamiento de las proteasas endógenas en la autól isis, con la fma lidad 

primordial de retardar la descomposición debido a la alta demanda de estos crustaceos. Se 

han purificado y caracterizado algunas de estas proteasas de los crustaceos en fresco, Sin 

embargo no así para el ensilado, en donde no se conoce como se ven afectadas las enzimas 

por la fe rmentación y si las que permanecen activas pudiesen ser separadas. 

Resalta la importancia en el estudio de fuentes alternativas de enzimas debido a la alta 

demanda industrial de proteasas, así como las ca r acterística~ ~ s peciales reportadas, como el ser 

activas de pH neutro a alcalino. 

Otro aspecto poco estudiado, es el grado de hidrólisis de las proteínas que puede ser obtenido 

por la fermentación, causada posiblemente por las proteasas endógenas y bacterianas en el 

sistema. 

Los pigmentos poseen aplicaciones comerciales, como cosmetología y alimentación de peces. 

Dichos pigmentos pueden ser extraídos del camarón, existen estudios que observaron un 
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aumento en el rendimiento y la estabil idad de los pigmentos con la presencia de acidos 

(ensi lados qu ímicos). Con respecto a esta tesis se establecieron y compararon metodología de 

extracción y rendi mienlO. 

En esta tesis se plantea la fermentación del desecho de camarón, como tratamiento alterno de 

obtención de quitina que permita además recuperar otros productos como proteasas y 

pigmentos. 

111. Antecedentes directos 

La fermentación ¡actica de desechos de camarón (ensilado) ha sido propuesta por Dr. Hall en 

el Reino Unido, como un método de conservac ión que puede usarse para alimentación animal 

deb ido a su valor nutricional, y de l cual se puede separar quitina parcialmente 

desminerali zada y desprotei nizada. 

Por otra pane, vías alternas de desp roteinización de quitina fueron estudiadas por Dr. Healy en 

Reino Unido. Este grupo utili zó microorganismos proteolíticos como Pselldomonas 

mallOphila y proteasas como tri psi na bovina, comparando con el método químico. 

IV. Objetivos 

Objetivos Generales 

Aplicación de fermentación láctica en desechos de camarón, para aumentar la vida de anaquel 

de estos. Recuperación de quitina, proteasas y pigmentos, a partir del ensilado producido. 
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Objetivos Particulares 

1.1 Establecimiento de las cond iciones de la fe rmentación: selección del iniciador, 

determinac ión de concentración del iniciador, fuente de carbono y tiempo de 

fermentación. 

2. l . Recuperación de quitina, evaluación del grado de desmineralización y desproteinización 

después de la fermentación. 

2.2. Caracterización de la quitina obtenida, grado de desacetilación, espectros de infrarrojo y 

análi sis elemental. 

3. 1. Aislamiento, purificación parcial de prOleasas endógenas del desecho de camarón 

fermentado. 

3. 2 Determinación de la distribución del peso molecular de las proteínas obtenidas después 

de la fe rmentación. 

4.1 . Determinación del método de extracción y cuantificación de pigmentos 

60 



V. Materiales y Métodos 

V.1. Fermentación láctica 

V.l .l . Materiales 

Las cabezas de camarón (Penaeus sp.) fueron compradas en el mercado de La Nueva Viga de 

la Ciudad de México. El desecho fue molido en un molino de carne (Sanitary Estados Unidos) y 

congelado hasta su utilización (_20CC). 

V.1.2. Microorganismos 

Las bacterias ácido lácticas uti lizadas fueron cepas aisladas de camarones tropicales, 

, 
identificadas como Lae/obaeilllls easei (A3) y Lae/obaei/llls sp. (82) (Zakaria y col., \995) 

e iniciadores comerciales de Christian Hansen: Floracarn SL (Lactobacillus penlOSIIS y 

StaphylococclIS camOSII$ proporción 1 :2) y LP-I (Lacfobaciflus penlOSIIS). Las cepas fueron 

conservadas por liofilización. Los iniciadores fueron crecidos en medio APT (Difc~ , E.U.) 

a 30°C hasta 108 ufclrnl. En la Tabla V. l. se presenta información de los cultivos iniciadores 

uti lizados. Para· determinar la concentración de microorganismos se utilizó la curva que 

relaciona densidad óptica, ufe/mI y peso seco (Daalgard y col. 1994) (Apéndice 1, Figura A 1 Y 

Tabla Al). 
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Tabla V,I. Microorganismos iniciadores probados en fermentación láctica de camarón. 

In iciador Procedenci a (nten'alos de temperatura y pH de crecimiento 

Microorga ni smos 

LP- I Christian Hansen1 Tcmp. mínima IS°C 

Laclobacillus pentosus Temp. óptima J5°e 

Tcmp. má.xima ~o o e 

Floracam SL Christian HansenL Para S. carnasus: 

Staphylococcus camosus Tcmp. mínima lOoC 

y Laclobacillus pentosus Tcmp. óptima 300 e 

(2 : 1) Temp. máxima 4.5°C 

Para Lb. Pentosus: 

Tcmp. minima 1.5°e 

Tcmp. óptima 35°e 

Tcmp. máxima 40°C 

A3 Cepas aisladas de Sin infonnación 

LaClobacillus casei especies tropicales de 

B2 camar6n2
. Identificadas 

Lactobactl/us sp. por sistema API. 

l1nfonnación de productos. Christian Hansen. Dinamarca. 

2Zakaria y col . 199.5. 

J .7 a 7.0 

Para S. carnasus 

4.8 a 8.0 

Para Lb. pentosus 

3.1 a 7.0 

Sin información 
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V.l .3. Selección del iniciador 

El desecho de camarón fue mezclado con 10% (p/p base seca) de glucosa monohidratada e 

inoculada con 5 % (v/p base húmeda) de los diferentes iniciadores. La fermentación fue llevada 

a cabo a 30°C, tomando muestras a las O, 24 Y 48 horas (Guerrero y col. , 1995). 

Estadíst icamente se determinó el inoculo que produjo la mayor cantidad de ácido. Las variables 

de respuesta fueron acidos orgánicos, ácido láctico y ácido acético, determinado por HPLC; 

pH, acidez total titulable (%ATT expresado como ácido láctico), 3w determinada por un sistema 

Decagon CX-I (Devices [nc. Washington Estados Unidos de América.) (SAS. 1989). 

V.l .4. Concentración de glucosa y nivel de inoculo 

EI "desecho de camarón fue mezclado con las siguientes concentraciones de glucosa: 5, 7.5, 10 Y 

15% (p/p base húmeda) e inoculada con Lactobacillus sp. (B2) a diferentes concentraciones: S, 

10 Y 20 % (v/p base húmeda) tomandose muest ras a las 0, 4, 8,24 Y 48 horas de fermentación . 

Se llevó a cabo un analisis de superficie de respuestas para determinar la concentración de 

glucosa e iniciador que producían la mayor cantidad de acido, utilizando como variables de 

respuesta pH y acidez total titulable (Giovanni, 1983; Schutz, 1983). 

63 



V.l.5. Análisis quimicos 

A cada muestra de la fermentación se le realizaron las siguientes determinaciones: 

Acidez 

El pH fue medido con un potenciómetro (Conductronic pH 20), previameme calibrado a dos 

puntos pH 4 Y 7 a temperatura ambiente (200 e). Las muestras fueron mezcladas con una barra 

magnética durante la detenninación. 

Las muestras fue ron diluidas 1: 1 O (p/v) en agua destilada y agitadas con una barra magnética, 

para medir la acidez total titulable (ATT), expresada como ácido láctico. La determinación fue 

hecha por titulación potenciométrica con NaOH valorado 0 . 1 M hasta un pH final de 8.0 

(Zakaria. 1997). Suponiendo que todo el ácido fue láctico, entonces 1 mi de 0 . 1 M de NaOH 

es equivalente a 0.009 g de ácido láctico (90 glmol), de alú que el porcentaje de acido es 

calculado: 

%ATT(p/v)=(gasto del titulante)(0.009)(volumen de la muestra)" 

Contenido de glucosa por método de azúcares reduC"tores 

Las muestras fueron diluidas en agua 1: 10 (p/v) con agua destilada, mezcladas y centrifugadas 

a 3500 g durante 20 minutos. El sobrenadante fue nuevamente diluido hasta alcanzar una 

concentración de azúcares en un intervalo de O hasta 1 00 ~glmJ , que corresponde a la curva de 

calibración hecha con glucosa como azúcar estándar (Miller, 1959). 
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Contenido de glucosa. ácidos orgánicos V etanol por HPLC. 

Las muestras anaJizadas fueron previamente disueltas en agua y centrifugadas. Posteriormente 

los sobrenadantes obtenidos fueron filtrados en filtros de Millipore 0.45 mm. 

Los productos de la fermentación: ácidos orgánicos (ácido láctico y acético), etanol y glucosa 

fueron analizados por cromatografia de líquidos a alta resolución en un cromátografo Perkin 

Elmer, uti lizando una columna Phenomenex Rezex para ilcidos orgánicos a una temperatura de 

50°C con una fase móvil de ácido sulfúrico 30 mM. Se empleó un detector de índice de 

refracción. 

V.1.6. Determinación de la microflora 

El crecimiento de la micro flora durante la fermentación, fue determinado mediante la técnica de 

conteo en placa en medios sólidos de Man Rogosa Sharpe, MRS, (Rogosa y coL , 195 1), verde 

bili s brillante y de cuenta estándar para bacterias lácticas, coliformes y mesó filos totales 

respectivamente (Secretaría de Salubridad y Asistencia, 1979). 
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V.2. Recuperación de proteínas. Purificación parcial de proteasas. 

V.2.1. Materiales. 

Separación licor-sedimento del ensilado. 

El residuo sólido fue separarlo del licor por centrifugación a 5000 rpm durante 20 minutos a 

4°C en una centrífuga refrigerada (Beckman modelo JA-20, California). El dispositivo de 

centrifugación consistió en botellas de centrífuga con lapa en las que se adaptó tela de algodón, 

en donde se introdujo el camarón fermentado con la finalidad de conservar arriba de la tela el 

residuo sólido y en el fondo de la botelJa el licor. En la Figura V. l ., se resume la separación de 

las proteasas a panir del licor de la fermentación . 

V.2.2. Actividad proteolltica 

Durante todos los pasos de purificación se determinó actividad proteolitica haciendo reaccionar 

a las proteasas con hemoglobina o caseina al 2% (p/v), 10 minutos a 30° C. La reacción fue 

parada con ácido tricloroacetico al 5 % (p/v). La mezcla se centrifugó y se determinó 

absorbencia del sobrenadante a 280 nm. La unidad de actividad enzimática se definió de 

acuerdo a Kunitz (1947) como "La cantidad de enzima que produce un cambio en la 

absorbencia a 280 nm de 0,00 1 por minuto en las condiciones descritas", 

V.2.3. Determinación de proteína 

El método de Lowry modificado por Peterson (1977), utiliza seroalbumina bovina (Sigma, San 

Luis Misouri) como proteina estándar en un intervalo de concentración de O a 200 mslml 

(Apéndice 1). 
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Se añadió duodecil sulfato de sodio el cual evita inteñerencias con lípidos y otras sustancias 

que disminuyen la exactitud en la determinación. La absorbencia fue registrada a 750 nm. 

V.2.4. Ultrafiltración 

El licor obtenido de la fermentación fue concent rado por ultrafiltración, para lo cual se 

probaron membranas con diferentes cortes de peso molecular, desde 2, 10, 50 y 300 kDa. 

En la Tabla V.2., se listan las propiedades de algunas de las membranas de ultrafiltración 

empleadas. 

Tabla V,2. Características generales de las membranas de ultrafiltraci6n utilizadas , 

Membrana Fabricante 

XM Amicon 

Acrilica moderadamente 

Ilidrofilica 

YM Amicon 

Cclulosica hidrofilica 

(Harns, 1989). 

Co rte nominal Propiedades 

de peso 

motecular 

(kDa). 

100 

300 

50 

10 

2 

Baja absorci6n de macromoléculas. 

Resistente a fosfatos y detergentes 

Absorci6n de proteínas excepcionalmente 

baja, por lo que son útiles particulanncmc I 
para soluciones concentradas de protelnas. 
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V.2.5. Filtración en gel a baja presión 

Se utilizó una columna de altura de 33 cm, con un empaque de la columna Sephacryl High 

Resolution 300 (Pharmacia Suecia), que posee un intervalo especifico de peso molecular de 10 

a 1000 kDa. La columna estaba acoplada a un controlador y programador de gradiente LeC-

500, así como a un colector de fracciones Pharmacia (Suecia) Frac-IDO, equipado con una 

bomba peristáltica P-500 y un detector con lampara de luz ultravioleta UV-l y graficador de 

dos canales modelo 482. La fase móvil utilizada fue buffer de fosfatos 0.05 M Y 0.15 M NaCl, 

pH 7 a un flujo de 0.6 mVmin. 
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Desperdicio 
de 

camarón 

IGlucosa e iniciador! 

Fermentación Láctica 

Fracción Insoluble 

Fracción Soluble 
I , I 

Ultrafil tración 

I Concentrado I Permeado I 

Filtración en gel 

Figura V.1. Diagrama de flujo seguido para el aislamiento y purificación parcial de 

proteasas a partir de desperdicio de camarón 
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V.3. Extracción de quitina 

V.3.1. Materiales 

Desperdicio fresco 

Las cabezas de camarón molidas (sección V. I.I.), fueron secadas a IOSoC durante la noche, 

posteriormente fueron molidas y pasadas por una malla (Tyler No. 12) de tal forma que el 

tamaño de partícula fuera inferior a 1400 ¡..tm. 

Desperdicio fermentado 

El material fermentado de acuerdo a 10 descrito en la sección V. I., fue secado, molido y 

seleccionado por tamaño como se indicó en el párrafo anterior. 

V.3.2. Extracción de quitina 

Este proceso consistió en las siguientes etapas: 

E)(tracción de pigmentos. 

La técnica utilizada fue la reportada por Hall y HilI ( 1990) Y consistió en un sistema de 

solventes fo rmado por agua destilada, cloroformo y metanol en proporciones 1: 1:2 por gramo 

de sólido. Se ad icionó 0.1% de BHA, bUlil hidroxianisol (BDR Poole Inglaterra) como 

antioxidante. La mezcla de muestra, solventes y antioxidante se agitaron continuamente durante 

2 minutos, posteriormente esta se filtró a vacio (Whatman No. 1) realizando lavados con 

cloroformo. El filt rado se colocó en un embudo de separación. decantándose la fase del 

cloroformo la cual se concentró en rotavapor a una temperatura de 6SQ C con una velocidad de 

rotación de 200 r.p.m. Los pigmentos extraídos fueron determinados por espectofotometria a 

483 nm. 
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Se utilizó la ecuación descrita por Kelly y Harman (1972), para el cálculo de la concentración 

de carotenoides presentes (Capítulo l . 1.4) : 

x= Ay( A "'X 100)-1 
10m 

donde: 

x son gramos de carotenoides presentes en y mI de solvente, considerando el coeficiente 

específico de absorción Al cmlOo = 1600 para el cloroformo. 

Desmineralización 

El residuo sólido de la fase anterior fue mezclado con <leido clorhídrico 1.2 M en agitación 

continua a 25° e durante I hora, en una proporción de 1:15. Posteriormente se lavó con agua 

hasta neutralidad. Se filtró al vacio con papel Whatman numero 1. El sólido se secó durante la 

noche a 60°C (Zakana, 1997). 

Desproteinizacion química 

El sedimento obtenido después de la desmineralización fue mezclado con hidróxido de sodio 

M durante 2 horas a 25° C. Se lavó hasta neutralidad, filtrándose al vacio en papel Whatman 

numero l . El sólido se secó durante la noche a 60°C (Zakaria, 1997). 1 
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Desproteinización enzimática 

La desproteinzación enzimática fue llevada a cabo en los sedimentos desmineralizados, que 

fueron resuspendidos en buffer de fosfatos 0.013 M pH 7. Se determinó el tiempo de reacción 

con 20 rng de tripsina bovina (BDH Poole Inglaterra) por gramo de desecho a 30°C tomándose 

muestras cada 2 hasta 96 horas (Bustos y Healy, 1 994a). Las muestras fueron centri fugadas y 

los sobrenadantes se les determinó proteína soluble. 

Posteriormente se emplearon enzimas comerciales como A1calasa, Neutrasa, Savinasa y 

Esperasa en proporción 1: 1: 1: 1 (Novo Industrias Copenhague, Dinamarca) así como el retenido 

de la ult rafiltración de proteasas de camarón. Estos experimentos fueron llevados a cabo a pH 7 

Y temperaturas de 30 ó 50°C según fuese el óptimo reportado por el fabricante (Novo, 1996). 

Se prepararon cont roles para ambas temperaturas sin enzima, es decir, sedimento 

desmineralizado en buffer de fosfatos. En el sobrenadante del medio de reacción se determinó 

proteína soluble y en los sedimentos nitrógeno total. 

Blanqueado 

Una vez desmineralizado y desproteinizado, se añadió al residuo una solución de h~p oclorito de 

sodio al 5%, para ser posteriormente lavado y filtrado, para recuperar el sedimento. El sólido se 

secó durante la noche a 60°C (Zakaria, 1997). 
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V.3.3. Análisis de muestras 

Determinación de humedad 

Se determinó el contenido de humedad en el camarón crudo, las fracciones sólida y líquida 

obtenidas del ensilado. La metodología empleada consistió en pesar con exactitud 1 a 2 g de 

muest ra en una cápsula de porcelana con peso constante. Se secaron a 105°e durante 12 horas, 

se sacaron de la estufa y se dejaron enfriar l hora para volver a ser pesadas. El contenido de 

humedad fue calculado por diferencia de pesos (AO.A.C. , 1980). 

Contenido,de calcio 

Las muestras secas fueron carbonizadas con un mechero, posteriormente se colocaron en una 

mufla a 5500 e durante 2 horas hasta que las cenizas fueran completamente blancas. Estas se 

dejaron enfriar, se humedecieron con agua desionizada y se les adicionaron S mi de ácido 

clo rhídrico di luido (1 : 1 v/v) . Las muestras fueron puestas en baño de ebullición hasta sequedad, 

se adicionaron 5 mi de HNOJ y 5 mi de agua desionizada, se filtraron y se diluyeron hasta un 

volumen de SO mi. Estas soluciones muestras fueron posteriormente diluidas y se les determinó 

absorbencia a una longitud de onda de 422 nm en un espectrofotómetro de absorción atómica 1 

I 
(Perkin Elmer, modelo 1100, Norwalk, Estados Unidos) con flama aire/acetileno (Pearson, 

1976). Una serie de estándares de calcio fueron preparados a concentraciones de 1,2,3,4 y S 

mg/L (Apéndice IV, Figura AlV.l). 
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Contenido de proteina 

i) Proteína soluble 

Se llevó a cabo por el método reportado por Peterson (1977), anteriormente mencionado. 

ii ) Nitrógeno total 

El contenido de nitrógeno total fue determinado en las fracciones sólida y liquida de la 

fermentación, así como en el desecho en fresco y la quitina obtenida por tratamiento químico, 

mediante el método de Kjeldahl (pearson, 1976), en las muestras sólidas y liquidas. 

El método de Kjeldahl consiste en la determinación de nitrógeno total mediante el 

calentamiento de la muestra con ácido sulfurico concentrado (digestión), para acelerar la 

reacción se adiciona un catalizador. La oxidación convierte el nitrógeno a sulfato de amonio, 

posteriormente se alcaliniza con hidróxido de sodio, el amonio se destila y se recupera en ácido 

bórico en exceso y se estima la concentración por titulación. 

Digestión 

La estimación del nitrógeno total en las muestras fue llevada a cabo utilizando un sistema 

Kjeldahl Büchi (Büchi Laboratoriums-Technik Suiza). Las muestras secas. 0.5 g. fueron 

transferidas a los tubos de digestión que contenían ácido sulfürico cOrlcentrado (12 mI) y se les 

agregaron 5 tabletas de la mezcla de catalizadores (K2 SO" Y CuSO,,), y fueron digeridos hasta 

que la so lución cambió de color verde o verde claro (aproximadamente 30 a 60 minutos). Los 

tubos de digestión y sus contenidos fueron enfriados y transferidos a la unidad de destilación. 
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Destilación 

La unidad de destilación fue programada para la adición automát ica de solución de NaOH al 

32% (p/v), la neutralidad fue ind icada por un cambio de color a negro. Si la solución no 

cambiaba a negro se adicionaba manualmente más solución de NaOH utilizando el botón 

correspondiente en el equipo. El destilado fue colectado en 60 mi de ácido bórico (2% p/v) que 

contenía rojo de metilo y bromocresol como indicador durante 3 minutos. El destilado fue 

titulado con 0.1 M de Hel hasta un color grisáceo. Se utilizó un blanco (papel filtro sin 

muestra), siguiendose el mismo procedimiento. El porcentaje de nitrógeno total fue calculado: 

%Ni trógeno total (p/p)=(O.14)(ml HCI muestra-mi HCI blanco)(peso de la muestra)"' 

La determinación del nitrógeno total en el líquido fue llevada a cabo de la siguiente manera: se 

peso l g de muestra del licor con 5 tabletas del catalizador y 12 mI de ácido sulfúrico. 

ii) Nitrógeno proteico 

El porcentaje de nitrógeno proteico fue determinado a partir del nitrógeno total detenninado 

por el método de KjeldaW, multiplicando por 6.25. 

Análisis Elemental: Carbono, Hidrógeno, Nitrógeno 

Las fracciones sólidas obtenidas de la fennentación del residuo de camarón sin ensilar, así como 

quitina y quitosana comercial (Sigma, San Luis Misouri y Fluka, Alemania, respectivamente) 

fueron secados a 105°C y pulverizados en mortero para asegurar la homogeneidad de las 
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muestras. Se analizaron muest ras de un peso de 1 a 2 mg en un analizador elemental (Perlcin 

Elmer TI 2400 Estados Unidos), determinando contenido de carbono, hidrógeno y nitrógeno 

(Robert ', 1992). 

Grado de acetifación 

La determinación del grado de acetilación se ll evó a cabo por microscopia de Infrarrojo 

(Roberts, 1992), obteniéndose los espectros bajo las siguientes condiciones: 

En la obtención de los espectros se varió la velocidad del interferómetro y el numero de 

barridos por muestra, para obtener las mejores condiciones de análisis posibles. Las cuales 

fueron: apodización de Kaisser-Bessel, ganancia de 1, doce banidos por muestra, velocidad de 

interferómetro de 0.2 cm' l. El intervalo en que se obtuvieron fue de 600 a 4000 cm·l. 

Los espectros se obtuvieron en un espect ro fotómetro de transformada de Fourier para 

infrarrojo marca Perkin Elmer, serie 2000, util izando un paquete rRDM (Tnfrared Data 

Manager). 
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VI. Resultados y Discusiones 

V1.1. Fermentación láctica del desecho de camarón 

Este capitulo presenta los resultados obtenidos en el establecimiento de las condiciones de la 

fermentación láctica de l camarón, tales como, selección de l iniciador, concentración de glucosa 

y nivel de inoculación. Para esto ultimo se utilizaron análisis de varianza, modelos de regresión 

lineal y no lineal. 

VI.1.1 . Selección del iniciador 

La selección del microorganismo fue hecha basándose en aquellos con mayor capacidad de 

producción de acido, para lo cual se probaron las cepas indicadas en la Tabla V.l. , 

determinándose pH y ATT expresada como (ácido lactico), en tiempos de O, 24, 48 Y 72 horas, 

adic ionando lO % de glucosa (p/p base húmeda) y 5 % (v/p base húmeda) del inóculo. La 

concentración de glucosa y el nivel de inóculo empleado se establecieron basándose en los 

resultados reportados por Guerrero y col., ( 1995), quienes realizaron fermentaciones ¡acticas 

en camarones de especies frías y tropicales. 

La Tabla VI.I . muestra los resultados obtenidos con los diferentes microorganismos y el 

control (sin inocular). El análisis de varianza y la prueba de comparación de medias de Duncan 

fue hecha utilizando pH, ácido láctico y aw como variables de respuesta, entre los tres 

microorganismos y el control. 

Se observó que considerando a los diferentes tipos de microorganismos como fuentes de 

variación, no había una diferencia significativa en el caso de pH, pero sí para ATT, ácido 

láctico yaw, en un ni vel de signi fi cancia de 0.001 . 
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Tabla Vl.l. pH, A TT(%), a., glucosa y productos de fermentación (HPLC) determinados 

en desecho de camarón fermentado 48 horas a 30°C adicionado con 10% de glucosa 

p/p base húmeda (365.5 9 (kg-1 desecho fermentado de camarón base seca)), 

utilizando diferentes iniciadores 5% vJp base húmeda (108 ufc/ml). 

Microorganismos pH AlT '. g Glucosa g Acido láctico g Acido acético 
residual (kg" dcsccho (kg" desceho 

(kg" desec ho fermentado de fennentado 
fermentado de camarón base de camarón 
camarón base seca) base seca) 

seu) 

Lactobaci//us sp. B2 ' .6 1.90 0.972 9,43 ±.O.5 237 ± 0.7 A 0.00 
A A.a 

Lactobacillus case; Al 5A 1.0 0.969 '5;:0.2 191.92 ± 0.8 a 0.00 
a a 

Lactoboclllus pentosus 5.5 1.16 0.970 0.00 228.9;: 0 .5 A 25.25 ± O . O ~ 

A A 

Floracam SL 5.8 0.88 0.965 4 ± 0. 1 197.7± 0.09 B 19.9 ± 0.03 
a D 

Control 5.8 0.76 0.978 56A4 ± 0.03 179.10;: 0.2C 34 ± 0.3 
a C 

Los resultados mostrados son promedio de 4 observaciones 
A,B,C.D Son grupos de Duncan, es decir. grupos con la misma letra no son significativamente diferentes. 
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Los desechos de camarón presentan una alta concentración de proteínas y minerales, 49 

y 30% (p/p base seca) respecti vamente (Radkkri shnan y Prabhu, 197 1). Lo anterior genera un 

efecto amort iguador, ya que estos compuestos pueden interactuar con los protones de las 

formas disociadas de los ácidos (Hall y De Silva, 1992), y por consiguiente el pH, que 

determina la concentración de protones, fuese una variable menos precisa en cuanto a la 

producción de ácido. Asimismo las pruebas de Duncan no detectaron diferencias significativas 

entre los inóculos, por lo que se considera que todos estos produjeron resultados simi lares con 

respecto al pH final. 

A TT (%) expresada como ácido láctico 

Para la acidez total titulable se observaron diferencias entre las medias en dos grupos (Tabla 

VI. l.): 

i) Lactobacillus sp. (82) y LaclObacilllls p enlOSIIS, 

ii) LaclObacillus casei (A 3), Floracarn SL y control, 

LaclObacillus sp. ( B2) Y LaclObacillus pellfOSlIS presentaron las medias más altas, sin 

embargo no fue posible distinguir cual de los dos iniciadores era mejor productor de ácido 

láctico, ya que la ATT como variab le de respuesta no proporcionó información suficiente para I 
la selección del iniciador; debido a que no identi fica el tipo de ácido cuant ificado. 
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Acido láctico 

Con el fin de determi nar la cant idad y tipo de ácidos se analizó el licor producido por 

cromatografía de alta resolución (HPLC), con esta técnica fue posible determinar los 

in iciadores que conducian a una fermentación homoláctica y producían mayor cantidad de 

ácido hictico. 

La comparación múltiple de medias, considerando la concentración de cicido láctico como 

variab le de respuesta fue similar al de ATT aunque las pruebas de Duncan diferenciaron tres 

grupos (Tabla VI . 1): 

i) Laclobacillus sp. (82) y LaclObacillus pel1IOSlIS, 

ii) Laclobacillus case; (AJ), 

iii) Floracarn SL y control, 

Lactobacillus sp. (B2) y LaclObacill/ls pemoslIs se encontraron en el mismo grupo, en donde 

B2 presenta la media más alta, 237 g acido láctico kg' · (desecho fermentado de camarón base 

seca), lo que indica una acidificación mayor. AdicionaJmente Lactobaci/llls sp. (B2) tuvo un 

patrón hamo fermentativo, mientras que en las fermentaciones con Laclobacillus pemoslIs se 

observaron concentraciones bajas de ácido acético, el cual fue producido probablemente por 

microflora nativa (Tabla VI. 1). 

Debido a que LaclObacil/us sp (82) presentó la mayor producción de ácido, además de 

presentar un patrón horno fermentativo, este fue seleccionado para una etapa posterior, es decir, 

la determinación del ni vel de ¡nóculo y la concentración de glucosa. 
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La comparación de medias de aw considerando iniciadores y tiempo de fermentación como 

fuentes de variación, mostró los siguientes resultados: Se presentaron diferencias de medias en 

cuatro grupos (Tabla VI. l .): 

i) Lactobacil/us pelllOsus y Laclobacil/us sp. (82), 

ii) Lactobacil/us casei (A3) y Lactobacil/us sp (B2) . 

¡ii) Control, 

iv) Floracam SL. 

Las bacterias lacticas se desarrollan mejor en medios con actividades acuosas elevadas, lo que 

explica que las aw más altas correspondieron a las fermentaciones en donde la producción de 

acido fue mayor. 

El tiempo de fermentación como fuente de variación, observó diferencias significativas entre 

O y 24 a 48 horas, pero no hubo cambios de aw entre 24 y 48 horas de la fermentación (Tabla 

V1.1 , Figura VI. 1 ). Una expl icación a los cambios de aw es que pudo haber perdidas de agua 

debido a evaporación ya que los frascos en los que se fermentó no fueron cerrados 

herméticamente. La Figura VI. l . presenta estos resultados con respecto a tiempo e iniciador. 

En fermentaciones con Floracarn SL y el control, las cuales presentaron signos de 

descomposición (olor, color y pH). hubo un decremento de la actividad de agua mayor (Tabla 

Vl. l ). La activ idad de agua se ve afectada directamente por la concentración de solutos por 10 

que la ruptura de moléculas grandes, como proteinas, en moléculas pequei\as podria explicar la 

disminución de actividad de agua (Homer, 1997). 
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Figura V1.1 . Efecto del tiempo de cultivo e iniciador sobre la actividad de agua en 

fermentaciones de cabeza de camarón con 365.5 9 de glucosa (kg"' desecho fermentado 

de camarón base seca) a 30°C. 
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VI.1 .2. Concentración de glucosa y nivel de inoculación. 

El porcentaje de acidez total titulab le (%ATT) fue utilizado como variable de respuesta para 1) 
optlmlzaClon de las concentracIones de moculo y glucosa, debido a que se sigue para su 

determi nación una técn ica simple y nipida, lo cual permitió analizar 320 muestras. 

Se probaron tres ni veles de inoculación con Laclobacillus sp. (B2): O, S, 10 Y 20 % (v/p base 

húmeda) así como cuatro concent raciones de glucosa: 5, 7.5, 10 Y 15 % p/p base hUmeda 

(182.75,274.12,365.5, 548.24 g de glucosa(kg" desecho fe rmentado de camarón base seca)). 

Se tomaron muestras a las 0, 4, 8, 24 Y 48 horas de fermentación. Los resultados son 

mostrados en las Figuras VI.2, V1. 3. , V1.4. y Vl S., en los que se observa la variación de pH, 

AlT (expresada como % ácido láctico) y concent ración de glucosa residual, determinada por 

el método de azúcares reductores reportado por Miller ( 1959). 

En las fe rmentaciones con bajo contenido de glucosa, Figuras VI.2 y VI.3, se observaron 

aumentos de pH después de las 48 horas, debido a la descomposición de proteínas que 

producen compuestos aminados (Hall y De Si lva, 1992). 

Bajas concentraciones de ácido fueron detectadas con estas condiciones, produciéndose las 

más altas a 8 y 24 horas para 5 y 7.5 % de glucosa p/p base húmeda respectivamente, no 

obstante se consumió glucosa, esto coincide con lo reportado por van Wyk y Heydenrych 

(1985) en ensilados de pescado. Estos autores encontraron consumo de carbohidratos por 

levaduras, para producir bióxido de carbono y etanol, lo que ocasionaba una disminución del 

sustrato disponib le al lactobacilo usado como iniciador. Este consumo favorecía la . 

descomposición del ensilado, con un aumento de pH. Por otro lado, Pelczar y col. (1977) 

reportaron que las levaduras y ciertas bacterias pueden consumi r ácido láctico en ausencia de 

azúcares fe rmentab les. 
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Figura V1.2. Fermentaciones de desecho de camarón adicionados con glucosa 5 % (p/p 
base húmeda) y diferentes concentraciones de in6culo L.ctobacillus sp (82), pH, 
glucosa (azúcares reductores', %acidez total titulable determinados a diferentes 
tiempos de fermentación. Niveles de inoculación (% v/p): .0, .5, .-'.10 Y X 20. 
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Figura V1.3. Fermentaciones de desecho de camarón adicionados con glucosa 7.5 % 
(p/p base húmeda) y diferentes concentraciones de inóculo Lactobacillus sp (82) . pH, 

glucosa (azúcares reductores), %acidez total titulable determinados a diferentes 

tiempos de fermentación. Niveles de inoculación (% v/p): • O, . S, .. 10 Y X 20. 
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Figura V1.4. Fermentaciones de desecho de camarón adicionados con glucosa 10 % 
(p/p base húmeda) y diferentes concentraciones de inóculo Lactobaclllus sp (82). pH, 

glucosa (azúcares reductores) , %acidez total titulable determinados a diferentes 

tiempos de fermentación. Niveles de inoculación (Ofo v/pI: • O, • 5, ~ 10 Y X 20. 
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Figura V1.5. Fermentaciones de desecho de camarón adicionados con glucosa 15 % 
(p/p base húmeda) y diferentes concentraciones de inóculo Lsctobacillus sp (82). pH, 

glucosa (azúcares reductores), %acidez total titulable determinados a diferentes 

tiempos de fermentación. Niveles de inoculación (% v/p): • O, • 5, ... 10 Y x 20. 
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En los ensilados con 10 y 15% plp base húmeda de glucosa (365.5 g Y 548.2 g (kg" desecho 

fermentado de camarón base seca», el pH descendió hasta las 24 y 12 horas respectivamente, 

posteriormente se mantuvo casi constante (Figuras Vl4. y VL5 .). Un efecto similar fue 

reportado por Masia y Heikonen (1994), en la [eimentación táctica de ensilados vegetales. 

Según estos autores dicho efecto se debió a un proceso de inhibición por producto, en donde la 

bacteria produjo cicido láctico; y los iones hidrógeno cuando están ionizados originaron el 

descenso del pH, inhibiendo a los organismos fermentativos, siendo ahí cuando la 

acidificación cesa. Sin embargo, una producción ligera de ácido puede continuar, de tal fo rma 

que los compuestos básicos formados continuamente en el ensilado, interactúan con los iones 

hidrógenos manteniendo el pH constante. 

Por otra parte, el aumento de pH se explica debido a que la ac idez fue neutralizada por el 

carbonato de calcio del sustrato. además de que la actividad proteolítica de enzimas endógenas 

y microbianas produjeron compuestos nitrogenados los cuales incrementa el pH después de 

tiempos largos de fermentación (Hall y col. , 1997; Shirai y col., 1997). 

En ensilados con altas concentraciones de glucosa (365 .5 y 548.24 g (kg- ' desecho fermentado 

de camarón base seca», la mayor acidificación fue alcanzada a las 24 y 48 horas 

respectivamente. Para el ensilado producido con 15% glucosa p/p base húmeda (548.24 g (kg- ' 

desecho fermentado de camarón base seca)) se observó un alargamiento de la fase de retardo, 

comparando con las fermentaciones con concentraciones de glucosa menores; esto se explica 

por la disminución de la actividad de agua del sustrato por la cantidad de glucosa inicial 

(Figuras Vl.4. y V1.5). 
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Los datos obtenidos fueron ana li zados estadisticamente mediante aná li sis de varianza 

(ANO VA), probando la hipótesis de que al menos una de las medias de producción de ácido de 

los iniciadores fuera diferente. La ANO VA hizo posible la comparación entre tratamientos, es 

decir, tiempo, concent raciones de glucosa e inóculo, lo cual facilitó la elección de las 

condiciones, sin embargo esta metodología no invest iga la asociación entre variables . 

Por lo que se apl icaron modelos de regresión lineal y no lineal, que describieron la relación 

entre variables con el propósi to de predecir el componamiento de los microorganismos bajo 

ciertas condiciones de inóculo, tiempo y sustrato (variables independientes), lo anterior 

estimaria la producción de ácido láct ico (variable dependiente). A continuación se presentan 

los resultados y discusión tanto de ANOV A como modelos de regresión lineal y no lineal. 

Vl.l.2.1. Análisis de varianza 

Se considero como variable de respuesta a A TT Y como fuentes de variación a la concentración 

de glucosa, el ni vel de inóculo y el tiempo de fermentación . Se consideraron también las 

interacciones entre fue ntes, es decir, concent ración de glucosa-inóculo, glucosa-tiempo, 

inóculo-tiempo y glucosa-inóculo-tiempo. En la Tabla AlIl . (Apéndice II), se encuentran los 

resultados del ANOV A. mostrándose que la concentración de glucosa, el nivel de inóculo. 

tiempo y sus interacciones, tuvieron efectos significativos sobre la producción de ácido durante 

la ferme ntación. También se realizaron pruebas de comparación de medias por el método de 

Duncan, encontrándose lo siguiente: 
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Considerando la concentración de glucosa como fuente de variació n. se observaron dos grupos 

(Tabla A111 , Apéndice 11): 

i) 365 .5 Y 548.24 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de camarón base seca) 

ii) 182.75 Y 274 .12 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de camarón base seca), 

La concentración de la fuente de carbono es un factor critico en el desarrollo de las bacterias 

tácticas y la producción de ácidos orgánicos. De ahí que las medias más altas de ATT fueran 

para el primer grupo, es decir 365.5 y 548.24 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de camarón 

base seca). Mientras que para 182.75 y 274.12 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de 

camarón base seca), los desechos mostraron evidencias de descomposición después de las 24 y 

48 horas respectivamente. 

Por otro lado, considerando el inóculo como fuente de variación, hubo diferencias en tres 

grupos (Tabla A111, Apéndice I!) : 

i) 10 y20 %, 

ii) 10 Y 5%, 

iii) 0%, 

La mayor diferencia fue observada en las fermentaciones control en comparación con las 

inoculadas, a mayor cantidad de inóculo mayor fue la producción de ácido, sin embargo, no se 

detectaron diferencias entre niveles cercanos de iniciador. 

Para el caso del tiempo de fermentación como fuente de variación, todas las medias fueron 

diferentes para cada tiempo de muestreo, lo cual es lógico porque a medida que las bacterias 

lácticas se desarrollaron produjeron ác idos orgánicos (Tabla AHI , Apéndice II). 

Del análisis realizado se seleccionaron las condiciones de 5% de inóculo y 365.5 g de 
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glucosa(kg- 'desecho fermentado de camarón base seca}, para la determinación del patrón 

fermentat ivo. Esta decisión se realizó en funció n de que los ensilados con 5 y 10% de ¡nóculo 

no fueron significativamente diferentes, con respecto a la producción de acido. El uso de 

menor cant idad de iniciador y fuente de carbono, hace el proceso de ensi laje mas barato. Por 

otra parte, la ad ición de una concent ración alta de glucosa, mayor a 365.5 g de glucosa 

(kg-1desecho ferme ntado de camarón base seca) provocó una fase de letargo más larga. 

VI.1 .2.2. Modelos de regresión lineal. Superficies de respuesta 

El aná li sis de varianza realizado, permitió conocer el efecto de cada una de las fuentes de 

variación, así como establecer poblaciones que no presentaban diferencias significati vas, lo 

que facilitó la selección de las cond iciones de fermentación, 365.5 g de glucosa(kg-1desecho 

fermentado de camarón base seca}, 5% de inoculo y 48 horas de fe rmentación, para 

experimentos subsecuentes. Sin embargo, con este análisis no fue posible describir la 

variab il idad de la producción de acido a través del tiempo y concentraciones iniciales de 

glucosa, por lo que se probaron diferentes modelos de regresión tales como, parabólico, 

exponencia l, cuadrático, cúbico y recta. Después del ajuste estadístico, se realizaron 

comparaciones de R2 para cada ni vel de inóculo. 

En la Tabla VI.2. se muestran los modelos de regresión li neal obtenidos para la predicción de 

la producción de ácido láctico. En todos estos modelos los valores del coefi ciente de 

determinación (R2
) fueron superiores a 0.9. Asimismo se obtuvieron las superficies de 

respuesta para cada nivel de inóculo, con los parámetros estimados (Figuras VI.6., VI .7.,V18 . 

y VI.9.). 
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Figura VI.6. Produce ion de acido lactico adiferentes condiciones de glucosa y 

tiempo en ensilados de camaron. (A) sin inoculo(control); (6) 5%(v/p base 
humedal Lactobacillus sp. (82). 
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Figura V1.7. Produccion de acido lactico adiferentes condiciones de glucosa y 
tiempo en ensilados de camaron inoculados con Lactobacillus sp. (82): (A ) 

10%(v/p base humedal; (B) 20%(v/p base humedal. 
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Tabla V1.2. Modelos ajustados de predicción de las superficies de respuesta, para la 

producción de ácido láctico (%ATT) con diferentes concentraciones iniciales de 

glucosa durante la fermentación, 

Niycl de inoculo (% VID base húmeda) 
O 5 

B -Ú.I6-I -ú.267 
X' V NO -Ú.000000 165 
X NO NO 
y' 0.0000187 0.0000665 

X' Y' 0.000001.283 0.0000109 

X -Ú.OO43 -0 .00557 

y' -ú.OO I9 -Ú.OO531 

XV NO NO 

X 0.055 0.0775 

y 0.069 0.169 

XY -ú.OO395 -ú.0160 

Coeficiente de 0.930 0.935 
correlación (RJ

) 

x- Concentración inicial de glucosa (%p/p base húmeda) 
Y-Tiempo (horas) 

NO No deterntinado 

10 

-ú.310 

-ú.OOOOOO I78 

NO 

0.0000942 

0.000011 8 

-ú.00762 

-ú.OO728 

NO 

0. 1 

0.21 

-Ú.O 176 

0.940 

20 

-O . 21~ 

NO 

-ú.OOI36 

0.0000937 

0.0000058 1 

0.0 181 

-ú.OO808 

0.000017 1 

-ú.0295 

0.246 

-ú.0 182 

0.933 

Con estos modelos y superficies de respuesta fue posible predecir la producción de ácido con 

un tiempo y una concentración in icial de glucosa. Sin embargo comparando los valores 

observados con los valores predichos por estos modelos se observan limitaciones a 

concentraciones de glucosa mayores de 365.5 g de glucosa(kg,ldesecho fermentado de 

camarón base seca), donde las predicciones del modelo no son similares a los datos 

experimentales. 
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Las Figuras VL6., V1. 7., VI. 8., y VL9. muest ran las superficies de respuesta correspondientes 

a muestras control , 5, 10 Y 20 % (v/p) de inóculo respect ivamente, indicando que el nive l de 

inóculo incrementa la producción de ácido láctico cuando la concentración de glucosa y el 

tiempo aumentan. 

VI.1.2.3. Modelos de regresión no lineal. 

Como se discutió en la sección VI. 1.2. la inoculación presentó un efecto significativo sobre las 

fe rmentaciones láct icas de camarón. Ajustándose los datos observados a modelos de superficie 

de respuesta, se estimaron coeficientes que pueden predecir la producción de acido láctico en 

fu nción de diferentes concentraciones de glucosa e inóculo a traves del tiempo de 

fe rmentación. Sin embargo, a pesar de que estas superficies de respuesta pueden predecir de 

manera amplia la producción de ácido, resulta dificil interpretar el significado biológico de 

cada uno de los coefi cientes esti mados para cada una de las fuentes de variación y sus 

interacciones. En esta sección se pretende evaluar la cinética mediante el modelo de 

Gompertz, el cual tiene la ventaja de que los parámetros a estimar son de más faci l 

comprensión y manejo, aunque presenta limitaciones a bajas concentraciones de acido. 

A continuación se presentan las consideraciones teóricas del modelo de Gompertz, ecuación 

matemática así como la interpretación de los valores estimados en los ensilados obtenidos con 

365 .5 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de camarón base seca) y diferentes 

concentraciones de iniciador. 
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Consideraciones teóricas 

La simulación de la fermentación láctica ha sido estudiada utilizando modelos diferentes como 

el propuesto por Luedeking y Piret (1 959), el cual requiere de detenninaciones exactas de 

biomasa, sustrato y producto. Ot ros autores han usado analogías a cinéticas químicas sin 

considerar mediciones de biomasa (Bovee y col. 1984). Duna y col. ( 1996), consideraron 

además la inhibición por producto y los requerimientos de substratos para el mantenimiento 

celular en simulaciones de producción de ácido láctico a panir de medios con glucosa. 

Sin embargo, los modelos mencionados no son aplicables a sistemas heterogéneos. Por otra 

pane el modelo de Gompertz, ha sido empleado para modelamiento de ensi lados vegetales de 

yuca y cultivos no axenicos heterogéneos (Saucedo -Ca sta~eda y Gómez, 1989; Saucedo­

Castañeda y col., 1990; Meraz y col. , 1992). 

Este modelo es un tipo de curva logistica cuya ecuación es la siguiente: 

dPldl- k P /11 (PmarlP) .... ecuación 1 

donde: 

P es la concentración de ácido láctico, 1 es tiempo, k es la co n s t ~mte de acidificación y Pmax es 

la máxima concentración de produClo. La forma integrada de la ecuación anterior: 

P- Pmax exp (-6 exp (-Id)) .... ecuación 2 

Las condiciones límites de estas ecuaciones son: 

Si t ~ O entonces P7Po=Pmax exp(-b) y si b es un número defin ido positivo, entonces Po 

tiene un valor numérico pequeño no necesariamente cero (ecuación 2). Si P=O o P=Pmax 

entonces dP=O (ecuación 1). El modelo de Gomper1z es una función logística sin simetria en el 
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punto de inflexión; su flexibilidad permite describir las cinéticas de acidificación con precisión 

bajo ciertos límites. 

Efecto de la inoculación sobre la producción de ácido láctico predicha por e l 

modelo de Gompertz. 

Para tratar de explicar el efecto de la inoculación sobre los desechos de camarón, los datos 

considerados fueron las diferentes concentraciones de iniciador a una concentración fija de 

sustrato (glucosa), 365.5 g de glucosa(kg-1desecho fermentado de camarón base seca). Los 

criterios tomados para fijar esta concentración de glucosa han sido explicados en la sección 

anterior. La Figura VL8. presenta la producción de ácido láctico en ensi lados de camarón 

utilizando diferentes ni veles de inoculación, los valores observados así como los predichos por 

el modelo de Gompertz. Los resultados de los ajustes al modelo de Gompertz son mostrados 

en la Tabla VI.3 ., en todos los niveles de inoculación se tuvo un coeficiente de correlación alto 

el método empleado para el punto de convergencia en las iteraciones fue el de Rosenbrock y 

quasi-Newton. Los rendimientos producto sustrato (YPIS) para los diferentes niveles de 

inoculación indican que con el uso de iniciador se aumento la producción de ácido a partir de 

glucosa (Tabla VI.S). Los valores predichos por el modelo en todos los niveles de inoculación 

difieren al inicio de la fermentación de los observados. 
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Figura V1.8. Efecto de los niveles de inoculacion de Lactobaclllus sp. sobre la 

produccion de aeido lactico, determinados por acidez total titulable, en fermentaciones 

de camaron con 10% p/p base humeda (365.5 9 kg,1 base seca) de glucosa. 
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Tabla V1.3. Resultados del ajuste de la producción de ácido observada en el modelo de 

Gompertz en ensilado de camarón a diferentes niveles de inoculación de Lactobacillus 

sp 162). 

Nh'cl de inocu lo (% v/w) b k Producto del error Pmax Coeficiente de determi nación 

(R') 

O 6.96 0.0 11 0.088 82.4 0.99 

S 7. 13 O . 20 ~ 0. 176 138 0.99 

10 5.31 0.18 0.63 1 1.56 0.932 

20 6.H8 0.3 13 1.373 2.8 0.976 

El consumo de glucosa analizado por HPLC (Figura VI.9. ) presentó el mismo 

comportamiento que con las determinaciones calorimétricas de azúcares reductores (Figura 

Vl.4.), es decir se observa un consumo total de glucosa a pesar de que los rend imientos fueron 

de 0.24 a 0.61. Una buena parte del azúcar fue asimilado por los mismos iniciadores y por la 

rnicroflora nat iva, para la realización de otras funciones metabólicas. 
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Figura V1.9. Efecto de los niveles de inoculación de Lactobaclllus sp. sobre el 

consumo de glucosa (365.5 9 kg,1 base seca) determinado por HPLC, en 

fermentaciones de camarón. O, • 5, .& 10 Y X 20. 
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VI.1 .3. Relación pH y acidez producida 

Una relación interesante en este tipo de fermentaciones es aquella entre el pH y el ác ido 

producido ya que permite conocer mediante la medició n de una variab le sencilla como es el 

pH su correspondencia en cuanto al ácido producido. Este tipo de modelos resultan de gran 

apl icación sobre todo cuando se escala la fermentación. Para la obtención de esta relación se 

emplearon 320 datos experimentales. 

Se empleó el modelo mecanistico reponado por Sauceda-Castañeda y col. (1990): 

-dpHldP- K(A -pH) ..... ecuación 3 

Pes acido láctico (%ATT), A es el valor mínimo de pH y K es la constante de acid ificación. 

Los datos se aj ustaron a la forma integrada de la ecuación (3): 

pH ~ A[ 1+ Bexp(-KP)j. .... ecuación 4 

En la Tabla V14., se presentan los parámetros estimados mediante el metodo de Marquardt, 

así como el coeficiente de correlación (r), con este modelo se explica un 94.73 % de los datos 

experimentales y el porcentaje restante no se ajustaron a este modelo. Esta ecuación es vá lida 

en los límites de los datos observados de pH 7.6 a 4.0 y de acid~z titulable de O a 2.6 %. 

Tabla V1.4. Parámetros estimados para el modelo mecanistico, correlación pH y ATT 
(ecuación 4) 

Pa rámelros e51 imados 

A 3.89 

B 0.89 

K 0.76 

Prod uclO del er ror 25.9 

Coeficiente de correlación (r) 0.9473 
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En la Figura VI. IO. se presenta la correlación entre pH y A TT de las fermentaciones de 

camarón, se observa una mayor dispersión de los datos a bajas concentraciones de ácido. Este 

modelo puede ser de gran utilidad para poder conocer la concentración de ácido a part ir del pH 

el cual es una variable que puede ser determinada más fácilmente. 
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Acidez total titu lable (% aeido lactieo) 

Figura VI. 1 O. Correlación de pH y acidez total titulable (% ácido láctico) en ensilado de 

camarón con diferentes concentraciones de glucosa :5,7·.5,10 y 15% (p/p base 

húmeda); niveles de inoculación de:0,5,1 O Y 20% (v/p base húmeda). 
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VI.1 .4. Determinación del patrón fermentativo 

Se analizaron por HPLC los productos de fe rmentación de las muestras a las: 0, 4, 8, 24 Y 48 

horas en residuos de camarón inoculado con O, 5, 10 Y 20 % (v/p) de LaclObacilllls sp. 82, con 

365.5 g de glucosa(kg"ldesecho fermentado de camarón base seca). En el Apéndice 11 Tabla 

AlI2 , se presentan las ecuaciones de los estándares para determinar las concentraciones de 

glucosa, etanol y ácidos láctico y acético. 

Estos resultados se muest ran en las Figuras Vl.IO y Vl.I 3., donde se puede apreciar un 

descenso de glucosa debida al consumo para la producción de ácidos, principalmente láctico 

(Tabla V).5.). Desde las primeras horas de la fe rmentación, hay un consumo de glucosa en el 

control de alrededor de 18.5 % si bien en muestras inoculadas con 5, 10 Y 20 % de inóculo la 

glucosa se consume en 53.5,35 Y 50 % respect ivamente (Figura VT.9). 

Tabla V1.5. Productos finales de fermentación después de 48 horas: ácido láctico, 

acético, 'etanol y glucosa determinadas por HPLC, con 365.5 g de glucosa 

(kg-'desecho fermentado de camarón base seca) y Lactobacillus sp. 82 como 

iniciador. 

Co mDuestD Nivel de lnoculación 
Control 5% 10% 20% 

Glucosa (glkg base seca) 39 12.0 1 O O 

Acido Lácrico(glk.g base seca) 100 217 230 254 
Y •• 0.24 0.52 0.55 0.6 1 

Acido Acético (gfkg base seca) 35 12.60 14.72 10.24 
Y 0. 16 0.03 0.035 0.024 
Etanol (glkg base seca) 3.21 O O O 
Y,m 0.0 15 
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En la Tabla Vl .5. se muestran los rendimientos producto sustrato, observandose que a medida 

que se incrementa el nivel de inoculación se aumenta la cantidad de láctico producido. 

Asimismo se modifica el patrón fe rmentat ivo de un tipo heterolactico a homoláctico, ya que 

las concentraciones de acético producido disminuyen considerablemente cuando se usa un 

iniciador. El ácido acético detectado pudo ser producido por micronora diversa incluyendo 

otras bacterias lácticas, a partir de la oxidación de etanol. 

El uso de un iniciador aumenta la velocidad de fermentación e incrementa la proporción de 

bacteri as lácticas homofermentativas sobre la nora natural presente, modificando de esta 

fo rma la proporción y t ipo de productos. Con las fermentaciones sin inóculo fue posible 

obtener una fermentación con la flora láctiea natural, pero requirió de mas tiempo, lo que 

puede favorecer la descomposición del sustrato por parte de otro tipo de microorganismos 

presentes, tales como Corinebacterias, Pselldomonas, Micrococcos, hongos y levaduras. 

VI.l .S. Evolución de la microflora 

El camarón fresco del Golfo de México (Penaells azleclIs), tiene una vida de anaquel en hielo 

durante el transporte en barco de 12 a 14 días. La micro flora inicial predom.inanle esta 

constituida por corinebacterias, Pseudomollas, Moraxella y MicrococclIs; después del 

transporte en hielo predominan Pselldomollas, Moraxella y AcillelObaCler, sobre los otros 

tipos. Estas bacterias, particularmente Pselldomollas, se caracterizan por ser altamente 

proteolíticas y responsables del mal olor y descomposición del camarón (Benner y col. 1994). 

Se reali zaron las cuentas en placa de microorganismos presentes durante la fermentación, con 

la finalidad de determinar el efecto de la fermentación láctica a las condiciones elegidas, 365.5 
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g de glucosa(kg-1desecho fe rmentado de camarón base seca) y 5% inóculo, sobre la microflora 

presente. 

La cuenta inicial de mesófilos fue de 108 a 10 9 por gramo. si se comparan estos valores con 

los reponados por Benner y col. (1994) de aproximadamente lO· hasta 10 0S por gramo es 

elevada, sin embargo, los estudios hechos por estos autores fueron en camarón fresco sin 

refrigerar; mientras en esta tesis se utilizaron desechos de camarón constitu idos por cabeza 

con una alta contaminación por fuentes secundarias, asi como por manipulación después de la 

captura. 

Los resultados de conteo en placa de aerobios mesófi los totales, bacterias lácticas y 

coliformes, se muestran en las Figuras VI. lI . y VI.12. La cuenta de bacterias lácticas 

determinada durante la fermentación permaneció constante hasta las 72 horas de fermentación 

y después descendió un orden de magnitud. 

Ya se ha reportado sobre la actividad anti microbiana de las bacterias lácticas, debido a la 

producción de ácido láctico, peróxido de hidrógeno y bioconservadores (Shirai y col. 1996). 

De igual fo rma esta bien demostrado el efecto inhibitorio del ácido láctico para muchos 

microorganismos, debido a la difusión de las fonnas no disociadas a través de las membranas 

para posterionnente disociarse en el interior ocasionando alteración de varios procesos 

metabólicos (Silliker y co l. 1980). Como lo confirma Kim y col. (1995) estudiando el efecto 

combinado de un cultivo de bacterias lácticas y ácido láctico sobre la vida de anaquel de 

filetes de pescado. Estos autores observaron que esta combinación presentó efecto inhibitorio 

sobre bacterias Gram negat ivas durante 6 a 9 días de almacenamiento a 100 C. 
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Figura V1.11 . Cuenta de mesófilos, coliformes y bacterias lácticas durante la 

fermentación láctica de deseehos de camarón sin inocular y con 10% p/p base húmeda 

de glucosa . 
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Figura V1.12. Cuenta de mesófifos, coliformes y bacterias fácticas durante la 

fermentación láctica de desechos de camarón con 5% de inoculo y con 10% p/p base 

húmeda de glucosa . 

• Coliformes, • Mes6fllos, "'Bacterias lácticas. 
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Sin embargo en otros estudios hechos con el uso de bacteriocinas de conocida actividad 

antibacteriana no se determinó una reducción significativa en cuentas de patógenos (Degnan y 

col. 1996). En este estudio se evaluó el uso de productos de fermentación láctica con 

actividades antibacterianas especificas contra Listeria mOllocylogenes, comparando con 

conservadores químicos a diferentes valores de pH (2 a 12) en carne de cangrejo fresco 

almacenado por 6 días a 4°C. Otros autores como Meon y col. (1982) tampoco encontraron 

efectos inhibitorios de cultivos lácticos en camarón descabezado almacenado de S a 12°C 

sobre Pselldomonas y Vibrio parahaemolylicus. 
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En un estudio reciente hecho por Einarsson y Lauzon ( 1995), se encontró actividad inhibitona 

variab le de bacteriocinas empleadas para extender la vida de anaquel del camarón en 

salmuera. Las bacteriocinas probadas fueron nisina Z, camocina y bavaricina A, comparadas 

con benzoato y sorbato. El uso de estos compuestos combinados con sal preservaba 31. 16 Y 

10 días respectivamente, aunque existía flora Gram positiva persistente hasta el final del 

tratamiento. 

En el presente estud io la cuenta de coliformes se mantuvo constante durante 72 horas para 

posteriormente incrementar la cuenta hacia 96 horas, deb ido probablemente a que la 

concentración de ácido se mantuvo constante (Figuras V1. II . y VI .12), di sminuyendo con ello 

el efecto inhibitorio. Es evidente que comparado las fe rmentaciones inoculadas con el control, 

se determina un menor número de coJiformes, no hubo disminución pero se obtuvieron 

valores constantes, solo hubo un incremento hacia el final del estudio después de 4 días a 

30'C. 

El desecho estaba constituido por cabezas, en las cuales se encuentra la mayor cuenta 

bacteriana inicia l así como las enzimas digestivas que son responsables en gran parte de 

descomposición. El descabezado es un proceso para extender la vida de anaquel del camarón 

ya que con la remoción del cefalotórax se reducen las cuentas microbianas, aproximadamente 

en un 75% (Borgstrom, 196 1). Otro factor importante a considerar es la temperatura empleada 

durante la fermentaci ón, 30°C, la cual favorece el desarrollo de mesófilos. 

Al inicio de la fermentación se encontraba una condición aerobia posteriormente se producen 

gases, como COl, que desplazan el oxígeno presente y generan condiciones de anaerobíosis. 
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Lo anterio r puede determinar cambios en la composición de la flora . Por ejemplo 

Pselldomonas sp.. es un constituyente de la flora inicial que por ser aerobia seria inhibida con 

la fermentación. La aw tiende a dismi nuir con la fermentación afectando también la 

composición de la microflora (Figura VI. l.). 

Con los resultados obtenidos, es dificil definir el mecanismo de inhibición del iniciador hacia 

el resto de la micro flora, el cual pudo ser por ácidos o bien por presencia de otros compuestos 

con actividad antimicrobiana. 
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VI.2. Recuperación de productos 

VI.2.1. Purificación parcial de proteasas. 

La fermentación láct ica del desperdicio de camarón fue realizada de acuerdo a las condic iones 

previamente establecidas (Capítulo VI. l .), es decir 10% (p/p base húmeda) de glucosa, 

5% (v/p base húmeda) de Lactobacillus sp B2 y 48 h de fermentación. A partir del ensi lado 

fe rmentado se separaron dos fracciones: soluble e insoluble. De la primera se purificaron 

proteasas y de la segunda quitina y pigmentos. A continuación se presentan los resultados para 

la obtención de los diferentes productos. 

VI.2.1.1. Métodos de concentración 

Con la fermentación se observó una solubi li zación de minerales, hidrólisis de proteínas. debidos 

a la actividad enzimát ica (Shirai y col. , 1997; Hall y De Silva, 1994). Se separaron dos 

fracciones una inso luble y otra soluble, esta última, en lo sucesivo sera denominada como licor 

inicial, en ella se encuentran proteínas, pigmentos, sales y lípidos. El pH obtenido en el ensilado 

después de 48 horas de fermentación fue de 4.5, y en el licor de 5.5. Con el objetivo de 

concentrar las proteínas, específicamente proteasas, se probaron tres métodos 

(Figura Vl . 1 J): 

i) Precipitación con etanol , 

ii) precip itación con sulfato de amonio, 

iii) liofilizaciónlultrafiltración. 
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Fermentación Láctica 
Fracción Insoluble 

Fracción Soluble 

Liofilización 

Pp. Etanol Concentrado Permeado 

Actividad 
Proteolitica 

Filtración en gel 

Figura V1.13. Diagrama de flujo seguido para la concentración de las proteasas de la 

fracción soluble del ensilado de camarón (Pp. Precipitación). 
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iJ Precipitación con etanol 

El efecto del etanol sobre las proteínas es de precipitar por deshidratación, dependiendo del 

grado de ionización de la proteína, el cual se debe a la presencia de grupos cargados que 

afectan la solvatación de esta (Scopes, 1994). A1 adicionar diferentes concentraciones de etanol 

hasta un 40 % volumen, se observó pérdida total de la actividad enzimática, por lo que se 

decidió evitar este método. Sé estudio entonces la precipitación con sulfato de amonio de la 

cual se presentan los resultados a continuación. 

iiJ Precipitación con sulfato de amonio 

El uso de sulfato de amonio en los diferentes porcentajes de saturación incrementó la actividad 

específica, sin embargo dado que se obtenía una cantidad considerable de actividad en el 

sobrenadante, se continuó ad icionando sal aSO, 70 Y 80 %. Siendo hasta este último el punto 

en que no se detectó actividad en el sobrenadante, tal como se observa en la Figura V1.I4., en 

donde se muestr~n los diferentes porcentajes de saturación con sulfato de amonio con respecto 

a la act ividad especifica. 
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Figura V1.14. Actividad específica a diferentes porcentajes de saturación de sulfato de 

amonio, del licor obtenido de la fermentación láctica de cabeza de camarón. 

En la Tabla VI.6, se presenta el rendimiento en la purificación utilizando sulfato de amonio en 

70 Y 80% con los cuales sé observó un incremento de actividad de 6.41 y 7.7 veces, 

respect ivamente. Las ventajas en el uso de sulfato de amonio han sido bien establecidas por ser 

altamente soluble, no tóxico para la mayoría de las enzimas, barato y en algunos casos puede 

presentar un efecto estabilizante a las enzimas (Dixon y Webb, 1979). Específicamente en este 

trabajo, el porcentaje de saturación fue muy alto y en procesos posteriores para eliminar la sal, 

tal como diálisi s, se observó dilución del extracto, involucrando mayor numero de pasos para 
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concentrar. Por lo anterior, considerando la posibilidad de realizar el proceso a gran escala, este 

método no era una buena opción, por consiguiente sé probo uhrafiltración 

Tabla V1.6 . Tabla de purificación de los extractos crudos obtenidos del licor de la 

fermentación a 70 y 80 % de saturación de sulfato de amonio. Actividades proteolíticas 

en caseína a pH 7. 

Paso de la Proteína Proteína Actividad Actividad Actividad Rendimiento factor de 
purificación (mg/ml) Total U/ml Total Especifica % purificación 

(on.) (V) (U/m,) 
Licor inicial )8.5 10, 102.3 90.2 58.6 ~4A 5.80 100 1 

(M4hSO. 0.4 19.3 14.3 716.9 37.2 1.2 6.-
PP -1M 

(NH.¡):SO. p p 0.3 16.8 15.0 748 .9 ~4 . 6 1.3 7.7 
. ~. 

iiil Liofilización/U/trafiltración 

El proceso de liofi li zación ha sido empleado como método de concentración de proteínas, 

aunque su uso se ha limitado por que las proteínas son más sensibles a sufrir mezclas eutecticas 

que pueden conducir a secado incompleto O rormación de espuma y desnaturalización. Una 

fonna de evitar estos problemas es reduci r la concentración de sales y la temperatura. Esta 

técnica es de uso común para almacenamiento y transportación (Scopes, 1994)., Al liofilizar el 

licor inicial no se presentaron los problemas antes mencionados y el secado se llevó a cabo 

eficientemente, 1 litro de licor fue secado para obtener 14 g de polvo. Se compararon 
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actividades antes y después del secado encontrándose que había una pérdida de actividad de 25 

a 30%, sin embargo esta técnica permitió la reducción de volumen de trabajo, además de 

facilitar el manejo, almacenamiento y transporte de las muestras. 

Para la ultrafiltración se emplearon membranas de diferente corte de peso molecular. 

Obteniéndose diferentes fracciones a las cuales se les determinó actividad proteo lítica y 

proteína. En las Tablas Vi. 7. Y VI.8., se muestran los resultados obtenidos para dichas 

fracciones empleándose como sustratos: hemoglobina y caseína a pH 2 Y 7, respect ivamente. 

Se puede apreciar un aumento considerable de actividad en los concentrados, lo que significana 

que las proteasas fueron retenidas durante la ultrafiltración. 

Tabla V!.7. Actividad en las fracciones obtenidas durante la ultrafiltración del licor de la 

fermentación, utilizándose como sustrato hemoglobina a pH 2. 

Muestra Fracción Aclividad 
(U/mi) 

. . 
I lmclal I NA 13 .7 

1 XM300 I Concentrado 4.0 

I Permeado 27 .2 

1 XM50 I Concentrado 17.0 

¡ Penneado 28.7 

I YMiO I Concentrado 12.S 

¡ Penneado 6.3 

I Concentrado 15.7 

I Pemlcado 6.7 

'Promedio de scis observaciones 

NA No aplicable 

Actividad Actividad Rendimiento Factor dc-punficación 
Total Especifica % 
(l!) (U/mg) 

-l, 183.2 1 U , 0.1 1100.0 1 1.0 

288.0 1 0.9 , 0.1 6.9 106 

3,536.0 S.S ± 0.6 84.5 

333.4 2.9 ± 0.4 8.0 1 1.9 

3,737.5 8.6 ± 0.2 89.3 1 5.7 

700.0 7.7 ± OA 16.7 15.2 

1,070.6 1.7 ± 0.2 25 .6 1 1.0 

897 .8 3.4 ± 0. 1 21.4 123 
1, 157.7 1.4 + 0.3 27 .7 109 
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Tabla V1.8 . Actividad detectada en las fraccio nes obtenidas durante la u ltrafi ltración del 

li cor de la fe rme ntación, utilizándose como sustrato caseína pH 7 . 

Muestra Fracción Act ividad Actividad Actividad Rendimiento Factor de purificación 
(Ulml) Total Especifica % 

(U) (Ulm2) 
Inicial NA 56.2 1-1 .016.0 3.9 + 0.2 100.0 1.0 
XM300 Concentrado -18.3 3.09 1 2 11.3 + 1.6 22. 1 2.9 

Permcado 2.7 202 .9 0.6 + 0.0-1 1.5 0. 1 
XM50 Concentrado 5-1 .0 • . 860.0 1-1 .6 + 0.3 19.0 3.6 

Permeado 6.9 1.280 .2 2.2 +0.3 9. 1 0.5 
YMIO Concentrado 60.0 3. 1-10.0 15.7 + 2.7 22A • . 0 

Permeado "-2 683 .3 0.8 + 0.1 H 0.2 
YM2 Concentrado 88.6 5.8-15.4 18.6 + 0. 5 41.7 .., 

Penneado 5.0 815.0 2.2 +0.3 5.8 0.6 
'Promedio de seis observaciones 
NA No aplicable 

Las Tablas de la AIII . !. a la Al IL8 . (Apénd ice 11.1 ), muestran los resultados del análisis de 

varianza realizado para concentrados y permeados en caseína (pH 7) Y hemoglobina (pH 2). La 

variable de respuesta empleada fue la actividad específi ca obtenida con el uso de las diferentes 

memb ranas . De igual manera se realizaron comparaciones de medias para agrupar por pruebas 

de Duncan observándose que los concentrados obtenidos por las membranas fueron 

significativa mente diferentes en cuanto a su actividad en pH ácido (hemoglobina) mientras que 

para pH neutro (caseína) se determinaro n diferencias en dos grupos, que significó que para las 

membranas de 10, SO Y 2 no hubo diferencia significat iva, mientras que si la hubo para la de 300 

kDa. 

En los permeados para caseína el uso de cada membrana fue agrupado diferente, es decir hubo 

mayor o menor actividad específica detectada en estas fracciones. Para hemoglobina no la hubo 

entre las membranas de 10 y 2 kDa, pero sí entre las restantes. 
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Con esta comparación de medias fue posible saber que los concentrados de 2 y 10 kDa eran los 

de mayor actividad (Tablas Al IL2. y AlI I.6.), lo que indicó que las enzimas de interés se 

encontraban en un intervalo mayor a 10 kDa y que fueron retenidas durante el proceso de 

ultrafilt ración. Se decid ió utilizar el concentrado obtenido con YM 10 basándose en lo anterior y 

considerando que para YM2 el proceso fue mucho más lento. 

En la Tabla VI.9., se resumen los resultados obtenidos sobre el contenido y balance de proteína 

en las fracciones del licor. En cada paso hubo perdida de proteína deb ida posiblemente a 

depósitos de proteínas sobre las membranas así como mermas en volumen debido al manejo de 

las muestras. 

Tabla V1.9. Contenido y balance de proteína en las diferentes fracciones de ensilado de 

camarón obtenidas por ultra filtración. 

Membrana Fmcción Proteína Volumen Proteí na % de Proteína 
(lJ.g1ml)" (mi) Total re<:upc:rada 

(.) 
Inicial NA 51S5.5 550 2.S5 

XM300 Concentrado 6&36.5 9& 0.67 23.5 
Penneado .&50 . 00 1.9", 68. 1 

XM50 I Concentrado 4513 6 1 -r 0.27 , 9.5 
IPemlcado -, 3946.S I 305 1.204 42.2 

YMIO I Concentrado , . &75 , 27 10. 13 1 , 4.6 
I Penneado I 3&62.05 22 5 2.0 70 .2 

YM2 I Concentrado 151646 I S. , 0 .434 15.2 
Pcnneado I 2665.3 m I 1.&16 63.7 

"PromediO de seiS observaCiones. NA No aphcable 
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VI.2.1.2. Determinación de peso molecular en las fracciones de la ultrafiltración. 

El peso molecular de las fracciones fue determinado mediante el uso de compuestos de peso 

molecular conocido considerando el tiempo de retención. Los resultados de la curva de 

calibración son mostrados en el Apéñdice 111. La Figura Vl.1 5. presenta los cromatogramas 

obtenidos de la filtración en gel del permeado y retenido obtenidos de la uhrafihración así como 

de Citocromo e como estándar para comparar los pesos moleculares. ya que esta proteína 

presenta un peso molecular de 12 .7 kDa que es cercano al corte de la membrana empleada. 

Además de concentrar el ext racto proteolítico la ultrafiltración fue capaz de fraccionar el licor, 

limpiando de otros compuestos que no presentaron actividad proteo lít ica. 

Como se mencionó anteriormente el espectro de peso molecular fue determinado en el licor 

inicial, permeado y concentrado de YM I O por un sistema de cromatografia de baja resolución 

(Figura V1. 16.). La mayoría de los compuestos con un peso molecular mayor o igual a 10 kDa 

fueron concentrados, sin embargo en el permeado algunos compuestos detectados fueron 

mayores de ¡Ok.Da, lo que explica la actividad proteolitica encont rada en los permeados (Tablas 

VI.7. y VL8.). 

La forma de las moléculas que pasan a través de la membrana puede afectar la eficiencia de esta, 

para la separación de proteínas de acuerdo peso molecular. Adicionalmente, el tamaño del poro 1 

puede variar durante la fabricación afectando la separación (Harris y Angal, 1990). 
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Figura V1.15. Cromatograma de filtración en gel de las fracciones obtenidas de la 

ultrafiltración con membrana de 10kDa de corte de peso molecular, y Citocromo C. 
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Figura V1.16. Distribución por peso molecular de las proteinas de las fracciones de 

ultrafiltración con membrana de corte molecular de 10 kDa (YM10). 
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Posteri ormente, las fracciones, obtenidas de la cromatografia de filtración en gel, del retenido 

se les determinó actividad especifica y absorción de proteína a 280 nm, las cuales son 

mostradas en la Figura VI.17. 

El peso molecular de las fracciones con actividad correspondió a 56, 26 Y 13 kDa. La actividad 

especifica fue mayor a pH neutro que a ácido (S veces mayor), según se muestra en la Tabla 

L5., donde se resumen los trabajos relacionados al lema. Se puede observar que el mayor 

número de enzimas reportadas tienen mayor actividad a pH neutro-alcalino, lo cual confirma 

los resultados obtenidos. Se encuentran reportadas enzimas activas a pH ácido en camarones y 

otros crustáceos tales como cangrejo (O'Brien y Skinner 1988) y calamar (Hameed y Haard, 

1985), que concuerda con la actividad a pH ácido. 

Chen y Yan (1987) han purificado enzimas con pesos moleculares que van de los 24 a los 28 

kDa, caracterizándolas como enzimas tipo tripsina, las cuales podrían corresponder al pico de 

26 kDa observado. Jian y Moody (1991) han reponado enzimas de pesos moleculares del orden 

de 18.5 hasta 50.1 kDa en tracto digestivo de Penaeus monadon. 

Otros trabajos reponan resultados similares como el de Garcia-Carreño y Hernán.dez Cones 

(1995), quienes identificaron proteasas serinicas y metaloproteasas en langosti lla Pleuroncodes 

planipes con un peso molecular de 16 a 65 kDa. 
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Figura V1.17. Cromatografía de fi ltración en gel del concentrado de la membrana de 

MWCO de 10 kOa. Actividad especifica sobre caseína a pH 7 Y hemoglobina pH 2. 
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Se detectó una variación en cuanto a la actividad especifica entre lotes, lo que puede explicarse 

porque los desechos utilizados en esta tesis se adquirieron como una mezcla de diferentes 

especies de camarones, se sabe que el tipo y cantidad de enzimas presentes en los crustáceos 

pueden variar en función de la especie, alimentación y estadío de madurez. Sin embargo una de 

las metas de este trabajo fue determinar la factibilidad en la recuperación de enzimas a panir de 

las condiciones reales en las que se obtiene la materia prima. Este punto puede presentar 

inconvenientes sobre todo al momento de obtener e'Úractos puros en donde se pierda 

reproducibilidad. A pesar de esta desventaja se obtuvo un concentrado estable que fue posible 

aplicarlo, así pues en este proyecto en la siguiente sección se abordará el uso del concentrado 

de proteasas en desproteinización de quitina. 

En este sucapítulo se probaron diferentes estrategias de concentración de proteína 

encontrándose que la ultrafiltración puede ser un método adecuado para eliminar del licor 

inicial compuestos sin actividad proteo lítica. Las enzimas purificadas podrían ser de tipo 

tripsina de acuerdo a su pH de actividad y peso molecular. El origen de estas enzimas podría 

tratarse de proteasas digestivas del camarón o bien producidas por la microflora. 
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VI.2.2. Extracción de Quitina y Pigmentos. 

Este subcapitulo estudió la recuperación de quitina y pigmentos a pan ir de desperdicios de 

camarón, Para lo anterior se realizó la aplicación de un proceso biológico combinado con 

metodo químico y enzimático para producción de quitina. La primera parte de este proceso ! 

consistió en rermentación láct ica, seguida de despigmentación y desmineralización del sól ido. 

Posteriormente la adición de álcali o enzima fue llevada a cabo durante la etapa de 

desproteinización, finalmente se realizó un blanqueado. La quiti na obtenida fue comparada 

con productos del método tradicional, así como comerciales. 

VI.2.2.1 . Separación del sólido después de la fermentación. 

Al concluir el tiempo de fermentación láctica del desecho de camarón, el licor representó 

entre un 55 a 60% del peso inicial del ensilado y el 40 al 45% restante fue la fracción sólida 

(Tabla Vl.IO). 

La Figura VI. 18. muestra el diagrama de flujo del proceso general de extracción de quitina, 

quitsano y pigmentos, así como los procesos alternativos. 

Tabla Vl.10. Pesos y contenido de 'humedad de las diferentes fracciones. 
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Ensilado Fermentado 
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.-. Fracción líquida 
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Desproteinización Desproteinizaci6n 
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~uit osano ~ Quitina 

Figura V1.18. Diagrama de flujo del procedimiento general para extraer quitina, 

quitosano y pigmentos del desecho de camarón fermentado y sin fermentar. 
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VI.2.2.2. Extracción de pigmentos 

En esta etapa del proceso se probaron y compararon los siguientes métodos de extracción: 

i) c!orofomlO-metano]·agua en una relación 4:2 : 1, 

ii) éter de petróleo-acelana-agua en una relación 15:7510, 

¡ii) aceite de pescado 1: 1, 

en muestras de camarón fermentado y sin fe rmentar, ademas de que se probaron diferentes 

tiempos de calentamiento con el aceite de pescado. 

Los pigmentos extraídos fueron cuantificados mediante un método espectrofotometrico, se 

real izaron anál isis de varianza con el objeti vo de determinar el sistema de extracción más 

efi ciente (Apéndice IV Tabla AIVI) . 

En la Figura VI. 19. se muestran las concentraciones obtenidas con los diferentes métodos de 

extracción probados. En el Apéndice IV (Tabla AIV 1) se presentan los análisis de varianza de 

estos resultados, se realizaron comparaciones entre medías de muestras fermentadas y sin 

fe rmentar con el objetivo de observar la influencia de la fermentación sobre la cantidad de 

pigmento extraído. De acuerdo al aná lisis estadístico se obtuvo mayor cantidad de pigmento 

en las muestras fermentadas (Apéndice IV Tabla AIV2) . 

Se encontraron resultados similares a los reportados por Chen y Meyers (1983), con ensilados 

químícos de cangrejo obteniéndose rendimientos mejores de extracción del pigmento, en 

comparación con los desechos congelados en los cuales se observó una rápida degradación de 

la astaxantina. La explicación que dan estos autores a lo anterior, es la deposición natural de la 

astaxantina que podría estar ligada químicamente a calcio, este último al ser solubil izado por 

la acción de los ácidos libera al pigmento haciéndolo más di sponible a los agentes 

ext ractantes. 
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Tomsen y col., (198 1/1982), reali zaron estudios similares en cuanto a rendimientos de 

extracción determinando además la asimi lación de la astaxantina contenida en ensilados 

químicos de camarón en dietas para truchas arcoios, en el cual obtuvieron un porcentaje de 

71% de digestibilidad comparado con 45% de dietas hechas a partir de desechos frescos y 

secos. De acuerdo a estos autores la astaxantina resulta ser muy estable a pH 4, sugi riendo 

potencialidad en el uso de ensi lados para dietas de peces, sin embargo consideran importante 

el contenido de calcio para tener un adecuado balance nutricional. 

En secciones posteriores de esta tesis se reporta el porcentaje de calcio removido durante la 

fermentación, 65 .80 %, lo que indica que los ácidos producidos pudieron tener efecto sobre las 

asociaciones del pigmento con calcio, que hicieron posible un porcentaje mayor de 

recup~ración, de un 38.4 y 13 .6 % en las muestras del ensilado con éter de petróleo y 

cloroformo respectivamente. El pH obtenido mediante fermentación láctica (promedio de 4.5) 

al parecer estabilizó el compuesto. 

Con respecto a los diferentes sistemas de extracción empleados, cJoroformo-metanol-agua fue 

el que obtuvo el mayor contenido de pigmentos, seguido del éter de petróleo (Apéndice IV 

Tabla AJV3). En el caso de aceite de pescado los resultados obtenidos fueron muy bajos, 

0.02-0.022 ~glg, no se observó un incremento del pigmento extraído al aumentar el tiempo de 

ext racción a 30 minutos. Sin embargo, la idea de utilizar aceite de pescado fue la de tratar de 

incorporar los pigmentos en este vehículo a las dietas evitándose la eliminación de solventes. 
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Figura V1.19. Contenido de pigmentos C .... g/g). en los sistemas de solventes empleados 

en muestras de camarón fermentado y sin fermentar. 
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VI.2.2.3. Desmineralización 

La desmineralización en este estudio se realizó en dos etapas: 

i) durante la fermentación, 

ii) tratamiento con ácido 

El método empleado para determinar el contenido de calcio para ambas etapas fue mediante 

absorción atómica y la curva elaborada, se encuentra en detalle en el Apéndice IV 

(Figura AlVI). 
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VI.2.2.3.1 . Desmineralización durante la fermentación 

Se han realizado estudios del contenido de calcio en diferentes tipos de desechos de crustáceos 

en los que se reporta un 18% en exoesqueleto de cangrejo y un 7.2 % en cabezas de camarón 

(Lavell y col ., 1968; Meyers, 1986), el porcentaje determinado en el desecho empleado en este 

proyecto fue de 12.5% (Tabla VI.II). 

La función del calcio es de escJeretizar el exoesqueleto, es decir proporcionarle dureza, la 

forma en la que se encuentra es como carbonatos de calcio y esta asociado a quitina, proteínas 

y pigmentos. 

Como se mencionó en el capítulo J, uno de los usos de los desechos es la elaboración de 

harinas, sin embargo, para la alimentación de animales monogástricos la alta concentración de 

calc io, puede ocasionar un balance nutrimental inadecuado así como un decremento en la 

concentración de proteínas. En consecuencia la reducción de este mineral permitiría obtener 

una fuente proteica de buena calidad. 

Otro aspecto imponante es el de eliminar o reducir el contenido de este mineral para purificar 

la quitina ya que uno de los parámetros de calidad de este polímero es el contenido de cenizas, 

el cual debe de ser menor de 0.5% y según Meyers (1986) el porcentaje en cabezas es de 22.6. 

En la Tabla VI.II . se muestran los resultados obtenidos de las detenninaciones de calcio en 

las fracciones antes (inicial), y después (sólido y licor) de la fermentación, se detenninó un 

porcentaje de remoción del só lido de 65 .80 %. Comparando con el trabajo de Zakaria y col. 

(1997) sobre el mismo sustrato, es decir Penaeus monodon, fue más bajo ya que reponan un 

79.90%, sin embargo, las condiciones de la fermentación fueron diferentes ya que Zakaria 

utilizó un reactor de tambor rotatorio, que le permitía eliminar el licor confonne se producía. 

Mientras que en este trabajo el ensilado se realizó en frascos lo cual ocasionaba que el licor se 
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mantuviese junto a l só lido, y a pesar de que posteriormente fue fi ltrado, la separac ión pudo no 

ser tan efic iente. 

Tabla V1.11 . Análisis aproximado en base seca del desecho inicial, sólido y licor 

o btenidos después de la fermentación 

Fracciones Peso en base seea Calcio Calcio % de Calcio 
(g) (gCallOOgbase (g) removido 

seca) 
Inicial 849.2 12.5 106.1 NA 

Sólido 442.1 8.2 36.3 34.2 

Licor 449.6 15.5 69.9 65 .8 

NA No Aplicable 

VI.2.2.3.2. Desmineralización con ácido clorhidrico 

El proceso de desminerali zación se ll evó a cabo en el sedimento uti lizando acido clorhídrico 

en las condiciones descritas en la metodología. La Tabla VI.! 2 . se encuentran las 

concentraciones de caJcio determinadas en el sólido de la fermentación así como en el desecho 

sin fermentar, después del tratamiento con acido. En el caso del sól ido de la fermentación el 

35% del calcio remanente fue eliminado en su totalidad. 

Tabla V1.12. Contenido de calcio y quitina en base seca a partir del de secho sin 

fermentar y sólido (después de la fermentación) 

Peso en base seca Quitina Quitina Calcio Calcio % de Calcio 
(g) (g/IOOg (g) (g/IOOg (g) removido 

base sec-ªL base seca) 
Inicial 849.2 12.8 108.7 0.80 6.8 93.6 

I (Sin fermenta r) 
Sólido 442.1 21.23 93.85 0.13 0.6 99.5 
(Fermentado) 
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VI.2.2.4. Desproteinización. 

Esta etapa de extracción de quitina se ha realizado en forma tradicional mediante el empleo de 

a\ca líes tales como hidróxidos de sodio o potasio a diferentes concentraciones, tiempos, 

temperaturas y re laciones desecho: reactivo. Sin embargo este método como ya se menciono 

(Capitulo 1) tiene desventajas. 

Healy y col., (1994) revisan diferentes métodos biológicos de desproteinización tales como 

fermentación láctica, empleo de microorganismos proteoliticos y enzimas. Así pues se 

menciona trabajos como los de Shimahara y col. (1982) quien determinó un 99<'/0 de 

desproteinización con Pseudomonas maltophila en exoesqueleto de camarón, pese al alto 

porcentaje de proteína removida no fue económicamente rentable por la alta proporción de 

agua con relación al desecho (99: 1). A diferencia del anterior, se propone una fermentación en 

estado sólido como un proceso de bioconversión y recuperación de productos. Se 

establecieron dos etapas de desproteinización en este proceso, la Figura Vl18., muestra un 

diagrama de flujo del proceso: 

i) du rante la fermentación, 

ii) tratamiento 

a) enzimático 

b) químico 
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VI.2.2.4.1. Desproteinización durante la fermentación 

La Tab la VI. 13 . muestra el contenido de proteína cruda en las fracciones así como el 

porcentaje de remoción, el cual fue de 75 .7%. Esta reducción en el contenido de proteína se 

llevó a cabo por la actividad proteolítica presente durante la fermentación (sección VI.2 .1.). 

Trabajos similares (Hall y Da Silva, 1994; Zakaria y col.. 1997) reportan proteólisis durante la 

fermentación, particularmente Zakaria y col. (1997) determinaron un porcentaje de remoción 

de 89.2 %, utilizando un reactor de tambor rotatorio. 

Tabla V1.1 3. Contenido de Proteína en base seca a partir del desecho sin fermentar y 

sólido (ensilado), porcentaje de proteína removida con la fermentación. 

Peso en base seca Proteína Proteína % de Proteína 
(g) (g/IOOg (g) removida 

base 
seca) 

Inicial 849.2 46.43 394.3 75.7 

Sól ido 442. 1 21. 73 96.07 

VI.2.2.4.2. Desproteinización enzimática 

Posteriormente las fracciones inicial y sólido, después de desmineral ización y neutrali zación a 

pH 7, fueron sometidas a un tratamiento enzimático con la fina lidad de hidrolizar la proteína 

restante. 
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Determinación del tiempo de reacción enzimática 

El objet ivo de esta serie de estudios fue ca lcular el tiempo de reacción a la cual se podia hacer 

el muestreo para realizar la comparación entre enzimas. Se usó tripsina de pancreas bovino, 

haciendo muestreo en intervalos regu lares de tiempo hasta 96 horas. El uso de esta enzima fue 

debido a que se ha reponado por varios autores para desproteinización de sólidos para 

extracción de quitina asi como para incrementar el rendimiento en la concentración de 

pigmentos (Chen y Meyers, 1983, Cano-López y col., 1987; Hea1y y col., 1994). Las 

condiciones empleadas en esta sección fueron siguiendo la metodología de Bustos y Healy 

(1994), quienes utilizaron tripsi"a en una concentración de 20 rng por gramo de desecho en 

buffer de fosfatos 0.0 13M pH 7 a 30· C. 

La proteól isis obtenida con la uips ina sobre el sólido es presentada en la Figura VI.20.. en 

donde sé observa un aumento en la proteína so luble durante las primeras 48 horas de reacción. 

posteriormente la concentración de proteína soluble se mantuvo estable. 

En el control, sin enzima, se observó un incremento en la concentración de proteína so luble, 

el cual se explica por la solubilidad de proteína en el buffer (592.5 ~g/m l ). lo que representa 

un 36.5 % de la concentración de proteína so luble determinada en el tratamiento con enzima 

(1620. 7 ~glml) . Como se mencionó al inicio de la sección esta información sirvió para fijar el 

tiempo de muestreo para la siguiente serie de experimentos. Posteriormente se hizo reaccionar 

las enzimas con el desecho fermentado durante 48 horas haciendo un muestreo cada 24 horas. 
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Figura VI.20. Hidrólisis de proteína durante el tratamiento con tripsina en el sólido, 

determinando proteína soluble en el medio de reacción a través del tiempo 

• Control • Tripsina. 
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Uso de otras enzimas 

Se probaron además de la tripsina, una mezcla de enzimas: Alcalasa, Neutrasa, Savinasa y 

Esperasa en proporción 1: 1: 1: I (Novo Industrias Copenhague, Dinamarca), y un concent rado 

de prmeasas de camarón obtenido por ultrafiltración, membrana de corte molecular de 10kDa 

(sección VI.2.1.). La proporción de dichas enzimas en el medio de reacción enzimática y 

temperatura utilizadas se muestra en la Tabla VI. 14., el sistema consist ió en resuspender el 

sólido (después de la fermentac ión) y el inicial (desecho sin fe rmentar) en buffer de fosfatos 

pH 7.0, se real izó en dos temperaturas diferentes 30 y 50° e, reportadas como óptimas para las 

enzimas. 

Tabla V1.14. Condiciones del medio de desproteinizaci6n enzimática de desecho de 

camarón fermentado y sin fermentar 

Enzima Cantidad de Cantidad de Actividad Temperatura 
enzima" proteína 

I ¡mo) 
ESP~~~ca 

IIU/m 
(OC)' 

Tripsina 20 mg 2.18 102.7 30 

Neutrasa. Savinasa, 0.0174 mi 1.21 184.4 50 
Alcalasa y Esperasa 

IIJ : I : l:ll 
Concentrado de 14.4 2.6 1 85 .7 30 
proteasas 
de camarón 
• .. , 
I gramo de sólido por 25 101 de buffer de fosfa tos. Actividad Especifica fija a 2235 U, Temperatura optllna 

reportada. 
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Desproteinización de residuos quitinosos. 

En las Figuras VI.21. y V1.22. se observan las concentraciones de proteína soluble, en los 

medios de reacción enzimática con respecto al tiempo en sólidos sin fe rmentar y fermemados . 

As imismo, se comparan con los resultados obtenidos de la desproteinizac ión química. 
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Figura V1.21 . Proteína soluble liberada (Peterson, 1977) determinados en los medios de 

reacción enzimática y química de los desechos sin fermentar desmineralizados. 

0 0 . 24 o 48 horas 
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Figura V1.22. Proteína soluble liberada (Peterson, 1977) determinados en los medios de 

reacción enziniática y química de los desechos fermentados y desmineralizados. 

o O • 24 o 48 horas 

De acuerdo al análisis de varianza y la comparación de medias (Apéndice IV Tabla AlV4.). La 

concentración de proteína liberada para los desechos sin fermentar fue mayor que para los 

fe rmentados; lo anterior se debe a que la concentración de proteína disminuyó con la 

fe rmentación (secció nV1.3.3. 1. , Apéndice IV Tabla AlV5.). El tratamiento con las diferentes 

enzimas mostró que la mezcla hidrolizó una cantidad mayor de proteína seguida de la tripsina 
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y por ultimo las proteasas de camarón (Apéndice lV Tabla AlV.6) . Así como se mencionó 

anteriormente, se observó solubilización de proteína en las soluciones reguladoras (controles), 

aunque este no fue diferente después de las 24 horas. El tiempo fue un factor de variación 

significativo en el aná lisis, determinándose que para los tres diferentes tiempos de reacción 

hubo diferencias (Apéndice IV Tabla AlV7.). 

En las Tablas V1.15 . y VI .16., se presentan los porcentajes de proteína removida con las 

diferentes enzimas sobre los desechos sin fermentar y fermentados respectivamente. Para los 

desechos sin fermentar el porcentaje más alto fue de 54 .1 correspondiente a la mezcla de 

enzimas este porcentaje es bajo a comparación de los otros métodos, quimico y el obtenido 

con la fermentación. Con el primero se repona casi un 100% de eliminación de prOleinas 

(Bustos y Healy, 1994), mientras que para el segundo se determinaron un 62.8 a 75 .7%. 

Los sólidos en esta serie de experimentos fueron sometidos a dos procesos de 

desproteinización: uno durante la fermentación hictica y el segundo con las enzimas probadas. 

Al utilizar las diferentes enzimas con los desechos fermentados, la mezcla de enzimas 

desproteinizó un 74 .9% de la prOleína remanente de la fermentación, lo que en total representa 

un 90.7%. Para los otros tratamientos se obtuvieron porcentajes totales de remoción de 68.7, 

70.3, 76.9, Y 71.7, para los controles de 30 y 500 e, tripsina y proteasas de camarón 

respectivamente. Esto indica que el mejor tratamiento empleado fue de la mezcla de enzimas, 

sin embargo sería necesario optimizar condiciones, por ejemplo concentración y proporción de 

enzima, así como comparar la calidad de la qu itina obtenida en función de la especificidad de 

las enzimas probadas. 
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Tabla VI .15. Proteína soluble obtenida después de diferentes tratamientos sobre 

Tr,:ltam ICnlo 

Desprolelnizac ión 
I Química . 
Control 300C 
Control 500C 
Tripsina 
Proteasas de camarón 
Mezcla de enzi mas 

desechos desmineralizados y sin fermentar. 

Proteína soluble después de dcsprote inización 
(mglg) 

274.8 ± 1.5 

23. 1 + 0.6 
35.2 + 0.4 
66.2 + 1.6 
50.0 + 2.5 

148.7+ 1. 10 
·conslderado como 100 % de desproteml zaclón 

Promedio de 6 observaciones 

Porcentaje de 
Proteína 
remov ida 
100· 

8.4 
12.8 
24 . 1 
18.2 
54.1 

Tabla VI.16. Proteína soluble obtenida después de diferentes tratamientos sobre 

Tratamiento 

Dcsproteinización 
I quimica. 
Control 30"'C 
Control 500JC 
Tripsina 
Proteasas de camarón 
Mezcla de enzimas 

desechos desmineralizados y fermentados. 

Proteína soluble después de desproteinización 
(mglg) 

102.3 ±-5 .0 

16.4 + 0.8 
20.7+0.3 
38.8 + 1.0 
24.7 + 0.8 
76.6 + 1.9 

. . 
·conslderado como 100 % de desproteml.Ulcl6n 

Promedio de 6 observaciones 

Porcentaje de 
Proteína 
removida 
100· 

16.0 
20.2 
37.9 
24.1 
74.9 

Se determinaron los contenidos de nitrógeno total en los sól idos, los cuales después de la 

reacción enzimática fue ron secados y analizados mediante la técnica de Kj ehldahl, estos 

resultados son mostrados en las Figuras V1. 23. y Vl.24 . para desechos sin fermentar y 

ferme ntados respecti vamente . Se llevo a cabo el análi sis de varianza y comparación de medias 
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observandose que las fuentes de variación fueron significativas, en cuanto a comparación de 

medias (Apéndice IV Tabla AlV8): 

i) Muestras fermentadas y sin fermentar hubo diferencias significativas entre ellas, en las 

últimas la media fue más alta lo cual se explica por un mayor contenido inicial de 

proteínas en los desechos (Apéndice IV Tabla AlV9). 

ii) Tipos de enzimas se determinaron tres grupos, el primero con la media mayor de los 

controles, el segundo proteasas de camarón y tripsina y el de media más baja fue el de 

la mezcla (Apéndice IV Tabla AlV IO) 

¡ii) Tiempo, se determinaron dos grupos en los que se encontraro n diferencias solo entre el 

inicial y 24 a 48 y ninguna entre estas dos últimas (Apéndice IV Tabla AIVII ). 

En las Figuras VL23 . y VL24. se aprecia una disminución del nitrógeno total en los só lidos, 

esta es mayor de las O a las 24 horas, posteriormente fue estable, la mezcla que fue el 

tratamiento que produjo mayor hidróli sis se observaron los porcentajes más bajos. 
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Figura V1.23. Nitrógeno total por Kjehldal (Pearson, 1981) determinado en los sólidos 

después de la reacción enzimática y química de los desechos sin fermentar 

desmineralizados. 

o O • 24 o 48 horas 
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Figura V1.24. Nitrógeno total por Kjehldal (Pearson, 1981) determinado en los sóli.dos 

después de la reacción enzimática y qufmica de los desechos fermentados y 
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Se realizaron aná lisis de elementos: Carbono, Hidrógeno y Nit rógeno, los cuales se muestran 

en las Tablas VI. 17. y Vl.18. para los sólidos sin fe rmentar y fermentados respectivamente. 

Healy y col., (1994) realizaron determinaciones del contenido de nitrógeno con la misma 

técnica determinando el contenido de nitrógeno proteico por diferencia del inicial y después de 

la desproteinización, estas diferencias fueron multiplicadas por 6.25. Los contenidos de 

nitrógeno proteico fueron calculados confirmándose que para la mezcla el porcentaje de 

proteína removido fue más alto, 18.7%. 

Comparando el contenido de los elementos analizados con los va lores teóricos de la quitina 

(Tabla VI.21.) se observan valores altos de carbono e hidrógeno, esto es debido a la presencia 

de pigmentos. Se confi rmó lo anterior con el análisis cualitat ivo de los espectros de infrarrojo 

de estas muestras (Figuras VI.25 y VL26) en donde se pueden apreciar picos caracteristícos 

reportados por Munana y col ., ( 1993) los cuales son a 3425 estiramiento O-H, 1652 

estiramiento C=O, mientras que la muestra despigmentada no presenta estos picos 

(Tabla VJ.19.). Para la muestra fermentada y despigmentada la pérdida de estos picos no es 

evidente, sin embargo los espectros son mas parecidos a los de la quitina pura (Tabla VL20.). 

Tabla V1.17. Análisis elemental de muestras sin fermentar de desproteinización 

enzimática. 

~I'~~-------¡I~~~~- · --,, ~~-, 

¡ de la 

· ~oras 
~5( ,48horas 
~ , Ihoras 

.48 horas 
, de ' , 48 horas 

145.45 16.45 7.70 

7. 
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Tabla V1.18. Análisis elemental de muestras fermentadas de desproteinizaci6n 

enzimática. 

Trmamie nto % % % 
Carbono Hidrógeno Nitrógeno 

Sólido después de la 51.21 7.16 6.03 
desmineralizac ión 
Control 30°C, 48 horas 5 1.9 1 7.30 5.72 

Control 50°C, 48 horas 5 1.05 7. 12 5.66 
Triosina, 48 horas 5 1.85 7.37 5.3 1 
Proteasas de camarón, 48 horas 50.44 7.05 5.63 
Mezcla de enzimas, 48 horas 50.97 7.03 4.7 1 

0.95 

0.8 

0.6 

0 4 Me2I:la de enzimas 
A 

tcasas de cnm.1ro 

0 . 2r- ~ ' 
Tripsina 
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-0. 19 t-----~ -== ::::::===; """" ~L-~----~ -= :., 
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om-I 

Figura V1.25. Espectros FTIR para desechos sin fermentar, tratamiento enzimático 

después de 48 horas. 

145 



Tabla VI.19. Absorbencias a 3425 y 1652 cm'l, picos caracterlsticos de pigmentos 

(Muriana y col. , 1993) para desechos sin fermentar, tratamiento enzimático después de 

48 horas (Figura VL25, espectro FTIR). 

Absorbencia 
(cm" ) 

3425 1652 
Despigmentada 0.05 0.02 

Mezcla de enzimas 0.80 0.80 

Tripsina 0.62 0.64 

Proteasas de camarón 0.86 0.78 

0.93 

0.8 

Mezcla de enzimas 

0.6 

04 
A 

Proteasas de camar6n 
0 2 

T· sm3 

0.0 
Despigrrrntada 

-0.15 .l-- --~- ---=~==:::::;=~=-<i.=----_:_ ~--- ~_:__= 4000.0 3000 2000 1500 1000 &XlO 
c",.1 

Figura VI .26. Espectros FTIR para desechos fermentados, tratamiento enzimático 

después de 48 horas. 
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Tabla V1.20. Absorbencias a 3425 y 1652 cm"" picos caracterfsticos de pigmentos 

(Muriana y col. , 1993) para desechos fermentados, tratamiento enzimático después de 

48 horas (Figura V1.26, espectro FTIR). 

Absorbencia 
(cm") 

3425 1652 
Oespigmenlada 0.57 0.48 

Mezcla de enzimas 0.88 0.89 

Tripsina 0.19 0.19 

Proteasas de camarón 0.69 0.69 

VI.2.2.4.3. Desproteinización quimica 

Nitrógeno totaf en fas diferentes etapas def proceso. 

El proceso químico de desproteinización liberó la máxima concentración de proteína soluble. 

Los valores de proteína soluble obtenidos en los líquidos de la reacción con álcal i de los 

desechos sin fermentar y fermentados son mostrados en las Figuras V1.21. y V1.22. 

respectivamente. 

Las determi naciones de nitrógeno total a través del proceso total químico de los desechos se 

muestran en las Figuras VI.2S . y V1.26. Para las muestras sin fermentar se observa una clara 

disminución del nitrógeno, especialmente en las primeras etapas del proceso, obteniéndose un 

producto final con contenido de nitrógeno similar al producto comercial. Por otra parte para 

los desechos fermentados el contenido de nitrógeno se mantiene casi constante y la 

disminución fue menor. 
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Figura V1.27. Nitrógeno total por Kjehldal (Pearson, 1981) determinado en los sólidos 

sin fermentar después del proceso químico. 
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Figura VI.28. Nitrógeno total por Kjehldal (Pearson, 1981) determinado en los sólidos 

fermentados después del proceso químico. 
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Análisis Elemental: Carbono, Hidrógeno V Nitrógeno 

La Tabla VL21. muestra los valores obtenidos en las diferentes etapas de! proceso químico 

para purificación de quitina en desechos sin fermentar y fermentados. Los contenidos finales 

de los elementos son aproximados a los valores teóricos y a los detenninados en los 

estándares, en ninguno de los productos se observan valores cercanos a los del quitosano lo 

que sugiere que no hubo desacetilación considerable durante los tratamientos. 

Tabla V1.21 . Análisis elemental de muestras de Penaeus monodan, con diferentes 

tratamientos y esttlndares comerciales de quitina y quitosano, así como valores 

teóricos. 

T rata miento % % % 
Carbono Hidrógeno Nitrógeno 

Sin rermenta r 
Inicial 43.4; 6.44 8.04 

Después de la 4;.45 6.45 7.70 
desmineralización 
Después de desproteinización 43.48 6.10 6.49 

Después de blanqueado 44.78 6.5 1 6.40 
I (Quitina) 
Fermentado 
Inicial 39.60 6.01 7.43 

Después de la 44.96 6.20 7. 12 
desmineral ización .. 
Después de desproteinización 43.66 6. 17 6.40 

Después de blanqueado 43.30 6.0 1 6.34 
(Quitina) 
Estándares 
Quitina (Sigma C-7 1 70) 44.32 6.61 6.47 

Quitina vaJores teóricos 45 .28 6.65 6.60 

Quitosano (Sigma C-3646) 42.38 6.80 7.85 

Quitosano (Fluka 22742) 40.69 7.19 7.36 
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Análisis de espectros de infrarrojo 

Productos Finales 

Las Figuras V1.29. y V1.30. muestran los espect ros de infrarrojo de los productos finales, es 

decir, proceso químico y combinado (fermentación más químico). La interpretación es la 

siguiente: a 3430 (O-H Y N-H), 2920 (C-H alifático), 1650 y 1620 (amida 1), 1550 (amida 11 ) y 

1150-1 029 (piranosa). Los espectros de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTlR) de 

quitinas comerciales y extraídas fueron cualitativamente similares, esto es, los picos a 

longitudes de onda especificas fueron los mismos, se observó dicha semejanza particularmente 

en las quitinas comerciales y aquella que fue obtenida por proceso químico únicamente 

(Figura VIJ J) . Lo anterior se explica a que ambas quitinas fueron producidas por métodos 

semejantes. 

Kurita y col., (1 994) reportaron espectros FTIR simi lares . Las quitinas obtenidas por ambos 

métodos presentaron picos alrededor de 1640 y 1620 los cuales son característicos de u· 

quitina (Kim y col., 1996). 
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Figura V1.29. Espectros FTIR para proceso químico de desecho sin fermentar a)inicial, 

b)después de extracción de pigmentos y desmineralización, c)después de 

desproteinización, d) blanqueado, e) quitina comercial (Sigma). 3430 (O-H Y N-H), 2920 

(C-H alifático), 1650 y 1620 (amida 1), 1550 (amida 11) y 1150-1029 (piranosa). 
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Figura V1.30. Espectros FTIR para proceso químico de desechos fermentados a)inicial , 

b)después de extracción de pigmentos y desmineralización, c)después de 

desproteinización, d) blanqueado, e) quitina comercial (Sigma). 3430 (O-H Y N-H), 2920 

(C-H alifático), 1650 y 1620 (amida ¡), 1550 (amida 11) y 11 50-1029 (piranosa). 

153 



100.0 

60 

%T 
40 

20 

00+-____ ,--___ ----. ____ -,-____ -,_-, 
4000.0 3000 2000 1500 1000 800.0 

cm-I 

Figura V1.31 . Espectros FTIR para a) quitina comercial (Sigma), b)quitosano (Fluka). 

3430 (O-H Y N-H), 2920 (C-H alifálico), 1650 y 1620 (amida ¡), 1550 (amida n ) y 11 50- 1029 

(pir.nosa). 
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Grado de desacelilación 

Cuando se esta considerando el análisis de quitina y qu itosano debe recordarse que no es un 

polímero estándar con características definidas. Sin embargo en un buen número de 

aplicac iones el uso fina l impone ciertas especificaciones críticas tales como la ausencia de 

metales pesados, proteína residual, la cual puede ser alergénica para aplicaciones médicas. Las 

caracterí st icas frecuentemente determi nadas son el grado de N-acetilac ión, peso molecular, 

contenido de humedad, cenizas, lipidos, metales pesados y color (Roberts, 1992). 

La espectroscopia de infrarrojo ha sido utilizada freecuentemente para determinar el grado de 

N-acetilación de quitina y quitosano. El espectro de infrarrojo de a-quitina muestra dos bandas 

de absorc ión a aproximadamente 1655 y 1625 cm
o

!, características de hidrógeno ligado a 

grupos amida, con la desaparición de estas bandas durante la desaceti lación, de ahí que se 

usen para determinar grado de N-acetilación. Al menos tres relaciones de bandas de absorción 

han sido uti lizadas A ]6~~1 A 3450, A !~~of A 28"n Y A] 6~~1 A 2867 . La relación A1 6~51 A 3450 es al 

parecer la que presenta más ventajas, debido a que la banda de 3450 cm· ! es prominente y 

re lativamente aislada, dos atributos de gran utilidad para el metodo de la línea base. El 

contenido de N-acetilos puede ser calculado a partir de la ecuación (Roberts, 1992). 

%N-acetilación=( A]6 ~~" A3450) X 115 .. ecuación 1. 

La Tabla VI 22. muestra el grado de N-acet ilo de la qu itina obtenida durante la fe rmentación 

láctica y tratamiento químico subsecuente sí como estándares comerciales. Los porcentajes de 

desaceti lación obtenidos con las quitinas producidas con respecto a las comerciales se 

encuentran aproximadas. 
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Tabla V1.22. Grado de N-acetilación de acuerdo a la re lación de absorbencias 

AI 65~ Al456 de las quitinas obtenidas así como estándares comerciales. 

Eslindar %de 
desacctilación 

Quitina (Sigma e-7 170) 44.10 ±-4.3 

Quitosano (Fluka 22742) 107.8 ±-20.7 

Quitina camarón fermentado con proceso 37.60 ;:.3.01 I químico 

Quitina camarón Sin fermentar con proceso 39.4 ;:.6.00 
I Químico 

Existen diversos métodos para calcular el grado de desacetilación, el empleo de esta ecuación 

puede estar sujeta a errores, sin embargo da una aproximación, y para trabajo posterior sería 

recomendable el uso de ot ras técnicas para caracterizar mejor los productos tales como 

dicroismo ci rcular, determinación del contenido de grupos amino y resonancia magnética 

nuclear (NMR). 
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VII. Conclusiones. 

En la presente tesis se estableció un proceso de recuperación de productos de valor agregado a 

partir de desechos de camarón, tales como quitina, pigmentos y proteínas, con la finalidad de 

utilizar una fuente de contaminación ambiental. 

Los métodos tradicionales de obtención de quitina involucran el uso de reactivos químicos para 

desproteinizar, desmineralizar y despigmentar. La desventaja de que no es posible recuperar 

otros compuestos por ser demasiado drásticos. Considerando la ocurrencia de los productos 

antes mencionados se propuso la combinación de métodos biológicos y químicos que 

permitieran realizar esas partes del proceso y ademas obtener proteínas y pigmentos. 

La primera parte de este trabajo consistió en establecer las condiciones ópt imas de la 

fermentación mediante se lección de iniciadores lácticos, siendo LaclObacillus sp. (Cepa 8 2) y 

Laclobacilllls pentoslls los microorganismos que disminuyeron más rápidamente el pH; sin 

embargo fueron determinadas bajas concentraciones de ácido acético por lo que se eligió 8 2 

para el resto del estudio. Posteriormente se variaron las concentraciones de fuente de carbono e 

iniciador, las condiciones óptimas determinadas para la fermentación láct ica de camarón fueron 

10% de glucosa y 5% de inóculo. 

La acidificación natu ral del desecho de camarón fue más lenta que aquella obtenida con 

inóculo, es decir la velocidad de acidificación fue mayor a medida que se incrementó la cantidad 

de iniciador. 

La fuente de carbono presentó un marcado efecto sobre la fermentación y conservación del 

desecho. El patrón fe rmentat ivo fue establecido como homoláctico, lo cual permit ió estabilizar 

el desecho. 
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La fermentación produjo una reducción inicial de enterobacterias, pero esta aumento después de 

24 horas, mientras que las cuentas de bacterias lácticas se mantuvieron constantes y solo hacia 

el final de la fermentación descendieron. 

Los resultados obtenidos de la acidificación fueron anali zados mediante superficies de 

respuesta, para predecir los valores de acidez en función de la concentración de inóculo y 

glucosa. Así como se aplicó el modelo de Gompertz para evaluar el efecto de los ni veles de 

inoculación y se est imó la velocidad de acidificación. Se determinó la correlación entre pH y 

acidez, con un alto porcentaje de explicabilidad del modelo matemático utilizado. 

Los resultados obtenidos en esta parte del estudio permitieron establecer condiciones y predecir 

el comportamiento variando diferentes concentraciones de glucosa e iniciador, lo cual da bases 

para el escalamiento del ensilado. 

En este trabajo se mostró la factibilidad en la recuperación de proteasas a partir de desechos 

fe rmentados. La ultrafiltración como técnica de separación y concentración de proteasas fue 

eficiente ya que se retuvo en el concentrado la mayona de la actividad. De esta fracción se 

determinó peso molecular de las fracciones que presentaron actividad a pH 7, encontrándose 

56.1,28.3 Y 14.3 kDa. 

La quitina fue más fác il de obtener al ser parcialmente desmineralizada y desproteinizada 

durante la fermentación de igual forma la extracción de pigmentos se favoreció con el ensilado. 

La extracción de pigmentos fue realizada mediante el uso de aceite y solventes, encontni.ndose 

que en este últ imo el rendi miento fue mayor. Mientras que para el aceite de pescado la 

concentración de pigmento extraído fue muy baja, sin embargo presenta la ventaja que puede ser 

ap licado el pigmento directamente a las dietas para peces y crustáceos. Trabajo posterior seria el 
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de tratar de incrementar el rend imiento mediante modificación de las proporciones desecho 

aceite, temperaturas y tiempos de residencia. 

La quitina obtenida con los tratamientos qu ímicos y enzimáticos presentó características 

similares a los productos comerciales. La adición de proteasas comerciales así como las 

obtenidas durante esta tesis hidrolizaron proteínas sin embargo el método químico fue más 

eficiente. La fermentación láctica removió proteínas y solubilizó calcio en el residuo, en 65.8 y 

75 .7 % respect ivamente, faci litando la extracción de la quit ina. 
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VIII. Recomendaciones para trabajo posterior 

En este trabajo se mostró la factibilidad en recuperar productos a partir de un ensi lado de 

camarón. La fermentación láctica fue hecha a escala laboratorio, uno de los pasos sigu ientes 

sería el escalamiento del proceso probando diferentes tipos de reactores de fermentación sólida, 

tales como sistema estático y dinámico. Un punto importante seria probar otras fuentes de 

carbono que fueran más económicas que la glucosa para escalar la fermentación. 

La composición de la micro flora de la fermentación es desconocida, seria recomendable 

determinar la presencia de patógenos para emplear el ensilado en alimentación humana y 

animal. Los mecanismos de inhibición de las bacterias lácticas no fueron determinados ya que 

pudo haber producción de peróxido de hidrógeno, bacteriocinas y compuestos con actividad 

antimicrobiana. 

Con respecto a la quit ina se sugiere que se prueben diferentes métodos de desacetilación para 

obtener quitosano, determinando la calidad de este. Una vez obtenidos ambos productos una 

parte de gran potencial serían las aplicaciones, ya que al menos en México el uso de estos 

polímeros es escaso a nulo y considerando que es posible producirlos y que son de importancia 

comercial en ot ros países se podría explorar sus usos como antimicn:>bianos en frutas y 

hortalizas, en cosméticos, tratamiento de aguas, precipitantes de proteínas, clarificantes de 

vi nos, en textiles. 

En las cabezas de camarón se han reportado una gran diversidad de enzimas que podrían ser 

recuperables tales como ami lasas, quitinasas, hialuronidasas, por lo que sería interesante 

investigar el rendimiento de estas enzimas antes y después de la fermentación . 
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Las proteínas estudiadas podrían ser utilizadas en la elaboración de dietas para animales y 

humanos, así como su aplicación en saborizantes y medios de cultivo. En el caso panicular de 

las dietas, la presencia de las enzimas antes mencionadas en caso de estar activas favorecerían el 

crecimiento de los animales. Además de que una porción de estas proteinas fueron hidrolizadas 

durante la fermentación lo que mejora la digestibilidad. 
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APENDICE 1. 

1. Determinación de la concentración de microorganismos en el cultivo iniciador. 

Curva de densidad óptica, ufc/ml y peso seco 

La ley de Beer, dice que la absorbencia es proporcional a la concentración y en suspensiones 

diluidas, la mayoría de las bacterias tienen la misma absorbencia por unidad de peso seco, 

independientemente del tama"o celular (Dalgaard y col., 1994). De acuerdo a lo anterior se 

procedió a diluir el cultivo con la máxima densidad óptica., determinando cuenta viable(ufclml), 

absorbencia (540 om) y peso seco (gil), con la finalidad de determinar células viables y no 

viables de Laclobacillus sp. (Cepa B2) en medio APT. 

La máxima densidad óptica fue de 2.0, determinada a una longitud de onda de 540 nm, se 

determinó la concentración de ácido láctico por HPLC siendo de 4.8 g/!, la cual pudo ser 

inhibitoria para el microorganismo, ya que no fue posible obtener un aumento en la 

concentración de microorganismos. En la Figura AlI y en la Tabla AlI se presenta la curva de 

densidad óptica y la ecuación de la regresión respectivamente. De esta forma fue posible conocer 

el tamaño de inoculo utilizado, en microorganismos viab les y biomasa (peso seco). 
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Figura A11 . Logaritmo de cuenta viable y cambios de absorbencia (540 nm) de 

Lactobacillus sp. (82) en medio APT a 30·C 

Tabla A11 . Ecuación de la curva de densidad óptica (0.0 .) contra peso seco (g/I). 

Coeficiente Ordenada al origen Pendiente Ecuación 
De correlación 
0.98705 1 0.04 1839174 ..{).64 1622517 0 .0 . -O.64 16(PesoSeco + 0.04184 
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2. Determinación de proteina 

Método Lowry-Peterson (1977). 

Reactivos empleados: 

a) Solución de carbonato de sodio tartrato de potasio 

Se disuelven lentamente en 250 mi de agua destilada: 25 g de carbonato de sodio, 0.25 g de 

sulfato de cobre pentahidratado, 0.5 g de tartrato de sodio y potasio (Fisons, Loughborough, 

Reino Unido) . 

b) Solución de dodecil su lfato de sodio (S OS) (Fisons, Loughborough, Reino Unido) . 

Se disuelve 25 g de SOS en 250 mi de agua destilada. 

e) Solución de hidróxido de sodio 

Se disuelve 8 g de NaOH (Fisons, Loughborough, Reino Unido) en 250 mi de agua destilada. 

Reactivo A 

Se mezclan volúmenes las soluciones a, b y e, aforándose con agua destilada a I 1. 

Nota: Se recomienda conservar el reactivo A en refrigeración. Al momento de usarse calentarlo 

a 25-30°C, hasta que observe que el SOS esta en solución nuevamente. 

Reactivo B 

Se prepara diluyendo 1: I del reactivo fenol Folin-Ciocaltieu (Fisons, Loughborough, Reino 

Unido) con agua destilada, se conserva en obscuridad. 

Procedimiento 

1.- 1.25 rng de seroalbúmina bovina (Sigma San Luis Estados Unidos) se disuelve en 250 mI de 

agua destilada para preparar una solución 100 Ilglml. 

2.- Se diluye con agua destilada para preparar una serie de muestras con diferentes 

concentraciones de O hasta 100 Ilg/ml. 
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3.- 1 mi de reactivo A se adiciona a 1 mi de las muestras preparadas de acuerdo al punto 2. Se 

mezclan y se incuban a 30°C 10 minutos. 

4.- 0.5 mI de reactivo B se ad iciona y se agita, incubándose a 30° e 30 minutos. 

5.- Se determina absorbencia a 750 nm en un espectrofotómetro. 

La Figura Al2 se muestra la curva estándar obtenida con el método anterior, con un coefi ciente 

de correlación de 1.0. 
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Figura A12. Curva estándar de seroalbúmina bovina analizada por el método de Lowry-

Pelerson (1977). 
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APENDICE 11. 

FERMENTACION LACTICA. 

1. Análisis de varianza para determinar concentración de glucosa y nivel de 

inoculación. 

Tabla A1I1 . Análisis de varianza del modelo para explicar la producción de ácido (ATT) 

de ensilados fermentados de camarón. 

Fuentes de variacl6n: glucosa (5, 7.5, 10 Y 15% plp), in6culo (O, 5, 10 Y 20% vlp) y tiempo 

I Fuente 

1 Error 

3.971 
¡ Fuente 

I 

~ 

(0,4,8,24 Y 48 horas) (SAS, 1989). 

de 
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lE.l 
1319 

122.55 

¡Suma 
de 

11 259 
13 .. 01 

115.989 

medio 

I Media del error 

10.11 9 
¡ Suma 
de 

Media 
cuadrada 

Pr>F 

I MC<lla 
ATI 

10. 52 ' 
Ipr>F 

113 ~-+ 1 .=608--¡" 0 ;-;; . ()( ,ºº-,;;¡;-;--
16.2 17 ).0001 

1 5 iOi~2 :;.-'-- - p';:""~~ 
5619 ~ ~ . ~ 

'.370 0.197 •. "ºº,------
.218 0.263 
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2. Curvas estándar de glucosa, etanol, ácidos lactico y acético determinados por 

HPLC. 

Se realizaron curvas estándar de glucosa, etanol, ácido acético y flcido láctico; en rangos de 

concentración de O a 6 gil por HPLC en las condiciones descritas en metodología. La regresión 

de estas curvas estándar se muestra en la Tabla AII2. 

Tabla A1I2. Ecuaciones de las curvas estándares de glucosa, ácido láctico, acético y 

etanol por HPLC. 

Compuesto Coeficiente de Ordenada Pendielllc Ecuaci6n 
(Tiempo correlación al origen 
de retención TR) 
Glucosa 1.0 ·) .226854 228~35 . 9 Area- 228-l35.9 (glucosa gil) . 3.226854 
(11.3-11.5331 
Acido Láctico 0 .999973 699.23 W693.5 Area"" 147693.5(ácido láctico gil) + 699.23 
( 15.813 - IS.S.U) 
Acido Acético 0.9999947 -8-1.1719 85008.10 Area"'8S008. 1 (ácido acético gil) 84. 1719 
( 18. 154 - 18. 173) 
Etanol 0.9914956 - 1·UO.06 68 176.6 1 Area- 68 176.6\ (etanol gil) • l -l -W.06 
(24,660 - 24,693) 
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APENDICE 111. 

Recuperación de proteínas. Purificación parcial de proteasas. 

1. Análisis de varianza para la selección de la membrana empleada para 

ultrafiltración. 

Tabla A11I1 . Anál isis de varianza del modelo para elegir la membrana de ultrafiltración 

con mayor retención de proteasas, es decir, retenidos con actividad en hemoglobina pH 

2. Membranas con diferentes cortes moleculares: 2, 10, 50 Y 300 kOa (SAS, 1989). 

Fuente Grados Suma Cuadrados Po>F 
De de medio 
Libertad cuadrados 

Modelo 3 50. 11 16.70 0.000 1 
ElTOr 20 2.82 O. I·H 3 
Total corrc,gido 23 52.94 
R-Cuadrada Coefi ciente de variación Media del error Media 

(MSE) Actividad 
~lfica 

O.9..l7 10.01 " 0.376 3.753 
Fuente Grados Suma Media Po>F 

De libenad De Cuadmd.'1 
Cuadrados 

Membrana 3 50.113 16.70 0.000 1 

Tabla AUI2. Pruebas de Duncan, comparación de medias de actividad específica en 

membranas de ultrafiltración, retenidos con actividad en hemoglobina pH 2. (SAS, 1989). 
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Tabla A1113 . Análisis de varianza del modelo para elegir la membrana de ultrafiltración. 

Permeados con activ idad en hemoglobina pH 2. Membranas con diferentes cortes 

moleculares : 2, 10, 50 Y 300 kDa (SAS, 1989). 

Fuente Grados Suma Cuadrados Pr>F 
Dc Dc medio 
Libertad Cuadrados 

Modelo 3 18.005 6 .002 0000 1 
Error 20 0.684 0.0342 
Total corregido 23 18.70 
R-Cuadrada Coeficiente de variación Media del crror Media 

(MSE) Actividad 
Especifica 

11.155 0. 185 1.66 
Fuente Grados Suma Media Pr>F 

De libertad Dc Cuadrad.1 
Cuadrados 

Membrana 3 18.0056 6.002 0.000 1 

Tabla A1II4. Pruebas de Ouncan, comparación de medias de actividad específica en 

membranas de ultrafiltración, permeados con actividad en hemoglobina pH 2. 

(SAS, 1989). 

Grupos de DWlcan Media Tipo de membrana OdJa) 

A 2.687 300 
B 2.345 50 

e 0.827 10 
e 0.775 2 

" Medias con la nusma letra IfldlCan que no son slgruficallvamenlc diferentes 
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Tabla A1II5. Análisis de varianza del modelo para elegir la membrana de ultrafiltración 

con mayor retención de proteasas, es decir, retenidos con actividad en caseína pH 7. 

Membranas con diferentes cortes moleculares: 2, 10, 50 Y 300 kOa (SAS, 1989). 

Fuente Grados Suma Cuadrados PDF 
De de medio 
Libenad cuadrados 

Modelo 3 37-'8.]7 1249A6 0.000 1 
Error 20 923.U 46. 17 
TOIa1 corre2ido 23 4611.8 
R-Cuadrada Coeficiente de variación Media del error Media 

(MSE) Acti"idad 
Especifica 

0.8023 .. 0 19.32 6. 795 35. 17 

Fuente Grados Suma Media PDF 
Oc libert.1d De Cuadrada 

Cuadrados 
Membrana 3 37 .. 8.373033 1249 .. 6 0.000 1 

Tabla A11I6. Pruebas de Ounean, comparación de medias de actividad específica en 

membranas de ultrafiltraci6n, retenidos con actividad en caseína pH 7. (SAS, 1989). 

GruPOS de Duncan Media Tipo de membrana kDa) 
A 46.528 10 

A 40.083 50 

A -lO.05 2 

B 14.0 1 300 
Medias con la nusma letra Indican que no son SlgruJicahvamentc d lferenles 
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Figura A1II1 . Curva de calibración para determinación de peso molecular por 
cromatografla de filtración en gel. 
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Tabla A11I7 . Análisis de varianza del modelo para elegir la membrana de ultrafiltración. 

Permeados con actividad en caseína pH 7. Membranas con diferentes cortes 

moleculares: 2, 10, 50 Y 300 kDa (SAS, 1989). 

Fuelllc Grados Suma Cuadrados Pr>F 
De De medio 
Libertad Cuadrados 

Modelo 3 29.82 9.94 0.0001 
Error 20 1.79 0.089 
TOIal corree:ido 23 3 1.60 
R-Cuadrada Coe ficiente de variación Media del error Media 

(MSE) Actividad 
Esoecffica 

0.9-'3346 9.82 0.299 3.0-'6 

Fuente Grados Suma Media Pr>F 
Oc libertad De Cuadrada 

Cuadrados 
Membrana 3 29.8 18 9.94 0.000 1 

Tabla A1II8. Pruebas de Duncan, comparación de medias de actividad específica en 

membranas de ultrafiltración, permeados con actividad en caseína pH 7. (SAS, 1989). 
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2. Determinación de peso molecular por filtración en gel en cromatografía de baja 

resolución. 

Para la determinación del peso molecular de las fracciones obtenidas de la ultrafiltración así 

como la inicial (Sección V.2.1.), se utilizaron estándares de peso molecular conocido los cuales 

se li stan en la Tabla AIllI . 

Los estándares fueron separados en la columna y los tiempos de retención obtenidos fueron 

graficados. El coeficiente de correlación obtenido mostró un adecuado ajuste de los datos 

experimentales al modelo lineal. Esta curva fue empleada para determinar el peso molecular de 

las fracciones con activ idad proteoJítica obtenidas. 

Tabla A1II9. Proteínas con peso molecula r conocido utilizadas para la curva de 
calibración mediante cromatografía de filtración en gel. 

NOMBRE DEL PESO MOLECULAR TIEMPO DE RETENCION VOLUMEN DE 
MARCADOR (DALTONS) (T,) RETENCION (V, ) 

MINUTOS "ti 
Azul De."lran 2.000.000 36. 56 22 .0 

L.1clato deshidrogen.1S3 145.900 62 .93 37.6 

Albumina bovina sérica 66.000 54. 14 32A8 

Ovoalbúmina -'2.700 55.92 33.55 

Citocromo e 12,300 74.67 44 .80 

Triptofano 204 .23 98.21 58.93 

Tirosina 181.19 I t8.30 70.98 
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Ouoalbumina 

Cito cromo C 

Núnero de fracciÓl 
Figura AIII,2. Cromatograma de ovoalbumina y citocromo e, tiempos de retención (min) 

de 58.95 Y 74.67 respectivamente. 
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Tirosina 

Triptofano 

Número de fracción 

Figura A1I1.3. Cromatograma de triptofano y tirosina, tiempos de retención (min) de 101 y 

122 respectivamente. 
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Azul delCtran 

Seroalbúmina 
bovina 

Citocromo C 

Figura AIII.4. Cromatograma de azul dextran, seroalbúmina bovina y citocromo e, 

tiempos de retención (min) de 36.56, 54.14 Y 74.67 respectivamente. 
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1 

Figura AIU.5. Cromatograma de Azul dextran (1), Lactato deshidrogenasa (2), 

Seroalbúmina bovina (3), Ovoalbúmina (4), Citocromo C (5), Triptofano (6) y Tirosina (7), 

tiempos de retención (min) de 35, 62, 54.60, 55.03, 74, 101 Y 122 respectivamente. 
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APENOICE IV. 

1. Extracción de pigmentos 

Tabla AIV1 . Análisis de varianza del modelo comparando solventes para la extracción de 

pigmentos en muestras fermentadas y sin fermentar, variable de respuesta 

concentración de pigmento. (SAS, 1989). 

Fuente I Grados 
: ~~m. . P",F 

De medio , ;> 

~ 
.000 

~ , 2' 
~ 12485 To'al 

de variación 
t ~~~) del erro, 

~6' 10. 110.28 .17 
1 F"cn'. 

I ~~<t~;rtad 1 S"m. IMedia P",F 
De Cuadrada 

MUEST~t' 11 11878.8 1878.8 10.0007 
1 6059.74 6059 .74 0.0001 

SOL VENTES-MUESTRA 1 126 ... 08 1264.08 0.00",0 

oy 

Tabla AIV2. Pruebas de Duncan, comparación de medias de concentración de pigmento 

con diferentes solventes. (SAS, 1989). 

Grupos de Duncan Media Solventes 
A 116.83 Clorofonno 
B 100.45 Eter de oetr6leo 

Medias con la rrusma letra Indican que no son slgruficauvamcnte diferentes 

Tabla AIV3. Pruebas de Cunean, comparación de medias de concentración de pigmento 

con muestras fermentadas y sin fermentar. (SAS, 1989). 

Grupos de Duncan Media Muestra 
A 119.60 Fennentada 
B 88.90 No Fennentada 

Medias con la Imsma letra Indican que no son slgruficauvamente diferentes 
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2. Desmineralización 
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Figura AIV1. Curva de calibración de calcio (carbonato de calcio) por absorción atómica 
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3. Desproteinización enzimática 

Tabla AIV4. Anális is de varianza del modelo comparando el uso de enzimas (proteasas 

de camarón ; mezcla de Neutrasa, Savinasa, Pronasa y Alcalasa ; tripsina y sin 

enzimas{Control)) en muestras fermentadas y sin fermentar, tiempo 0, 24 Y 48 horas de 

reacción, variable de respuesta concentración de proteína en los medios de reacción 

enzimática. (SAS, 1989). 

Fuente Grados Suma Cuadrados Pr.>F 
De De medio 
Libertad Cu.'ldrndos 

Modelo 2 9 17869.% 616. 17 0.0001 
Error 30 7~2 . 40 2 ~ . 75 
Total corregido 59 18611A 

R-Cuadrada Coeficiente de variación Media del error Proteína 
(MSEl soluble 

20.73 • . 97 23.99 
Fuente Grados Suma Media Pr.>F 

De Iibenad Oc Cuadrada 
Cuadrados 

MUESTRA 1 1770.5 17705 0.0001 
ENZIMA 4 7459.6 1864 .9 0.000 1 
TIEMPO 2 3500.33 1750.2 0.0001 MUESTRA '"ENZ IMA 4 797 .94 199.48 0.0002 MUESTRA tTIEMPO 2 453.90 226.95 0.0008 
MUESTRA ·ENZIMA ·TLEMPO 16 3886.74 242 .92 0.000 1 

Tabla AIV5. Pruebas de Duncan, comparación de medias de concentración de proteína 

en medios de reacción enzimática de muestras de camarón. (SAS, 1989). 

Grupos de Cunean Media Muestra 
A 29.426 No fennentada 
B 18.562 Fennemada 

Medias con la RUSnta tetra Indican que no son slgnificauvameme diferentes 
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Tabla AIV6. Pruebas de Ouncan, comparación de medias de concentración de protelna 

en medios de reacción enzimática de diferentes enzimas. (SAS, 1989). 

Gruoos de Duncan Media Enzima 
A H790 Mezcla 
8 25.94 Triosina 
8 22.92 Proteasas de camarón 
e 16.04 Control 50°C 
D 11.281 Control 30° C 

Medias con la nusma letra indican que no son slgruficauvamente diferenles 
Mezcla de Neutrasa. Sa\'inasa. Pronasa y Alcalasa 

Tabla AIV7. Pruebas de Ouncan, comparación de medias de concentración de proteína 

en medios de reacción enzimática de diferentes tiempos (SAS, 1989). 

Gruoos de DWlcan Media Tiempo 
A 31.62 48 
8 26.80 24 
e 13.56 o 

Medias con la nusma letra IIldlcan que no son slgruficauvamcntc diferentes 
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Tabla AIV8. Análisis de varianza del modelo comparando el uso de enzimas (proteasas 

de camarón; mezcla de Neutrasa, Savinasa, Pronasa y Alcalasa ; tripsina y sin 

enzimas(Control)) en muestras fermentadas y sin fermentar, tiempo O, 24 Y 48 horas de 

reacción, variable de respuesta nitrógeno total en los sólidos después de la reacción 

enzimática. (SAS, 1989). 

Fuente Grados Suma Cuadrados Pr>F 
De De medio 
Libertad Cuadrados 

Modelo 29 5.298 0. 183 0.000 1 Error )) 0.U6 0.0 129 
TOlal corregido 62 5.72-' 
R-Cuadrada . Coeficiente de variación Media del error Nitrógeno 

I( MS~ total 
0.925563 2. 16 O. I I-l 5.262 

Fuente Grados Suma Media Pr>F 
De libertad Dc Cuadrada 

Cuadrados 
MUESTRA 1 1.979 1.979 0.000 1 
ENZIMA , 1.347 0.))7 0.000 1 TIEMPO 2 0.8 16 OA08 0.000 1 MUESTRA-ENZIMA 4 0.197 0.049 0.01 16 MUESTRA -TIEMPO 2 0.244 0.122 0.0006 MUESTRA-ENZ IMA-TIEMPO 16 0.714 0.044 0.00 13 

Tabla AIV9. Pruebas de Duncan, comparación de medias de nitrógeno total en residuos 

de muestras de camarón. (SAS, 1989). 

Grupos de Duncan Media Muestra 
A 5.43 12 No fermentada 
B 5.0763 Fennentada 

Medias con la nusma letra indican que no son slgru ficaltvamente diferentes 
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Tabla AIV10. Pruebas de Duncan, comparación de medias de nitrógeno total en residuos 

de muestras de camarón eon diferentes enzimas. (SAS, 1989). 

Grupos de Duncan Media Enzima 
A 5.-'55 Control 30°C 
A 5AO-' Control SOoC 
B 5.286 PrOleas.1s de c.:,maron 
B 5,202 Tripsina 
e 5.035 Mezcla 

, Medias con la mIsma letra IndIcan que no son slgmficatl\ amente diferentes 
Mezcla de Neutrasa. Savinasa, Pronasa )' Alcalasa 

Tabla AIV11. Pruebas de Dunean, comparación de medias de nitrógeno total en residuos 

de muestras de camarón a diferentes tiempos (SAS, 1989). 

Grupos de Duncan Media Tiempo_ 
A l.42 O 
B l .21 24 
B l .16 .8 

Medias con la rrusma letra IOdlcan que no son Slgruficallvamenle diferentes 

197 


