Juramento Yaqui
Para ti no habra sol,
para ti no habra muerte,
para ti no habra dolor,
para ti no habra calor,
ni sed, ni hambre, ni lluvia,
ni aire, ni enfermedad, ni familia.

Nada:te causara temor,
todo ha terminado parati,
exceptouna cosa:

HACER TU TRABAJO.

] !
En.el puesto que has sid0
ahi te quedaras para la defd
de t6 inte, de tu raza, de tus
de tu feligién. 3 ;
- S

i Juras cumplir con el divino mandato !

Con estas palabras, los capitanes yaquis dan autoridad a los nuevos
oficiales, quienes agachan sus cabezas y responden:
Jewi (Si)
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De la produccion anual de camaron, solamente el 39% se distribuye en el
mercado nacional y el 61% en el internacional (La economia en cifras,
1990). Durante 1995 fueron capturados alrededor de 85,000 toneladas de
camaron en litorales del Golfo de México y del Pacifico, siendo el Estado
de Sinaloa la entidad federativa que obtuvo en ese afo la mayor
produccién de camarén (29,983 t). De todo el camarén que se
comercializdé en el pais en 1993, el 17% aproximadamente proviene de la
camaronicultura. La superficie potencial disponible para Ila
camaronicultura en México es de aproximadamente 335,000 has.
distribuidas en ambos litorales, de los cuales el Estado de Sonora dispone
de 40,000 has. (Barrera,1987).

Cabe destacar que solo el 50% del animal es comestible y que el restante

50% esta constituida por el cefalotérax (cabeza) no comestible y que
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aparentemente no es aprovechada, ya que ocasionalmente se preparan
cantidades relativamente pequefias de harina a partir de estos

desperdicios del procesamiento.

Si se considera que la produccién anual promedio en México es de 70,000
t, se tendria una generacion de cabeza de camarén de 35,000 t por afo,
ésta es una cantidad bastante respetable, tomando en cuenta los
productos a obtener. Si estos mal llamados desperdicios no son
aprovechados se convierten en contaminantes, tanto en altamar durante

la captura como en tierra en las granjas camaronicolas (Cafipa,1994).

Sin embargo, estas descargas pueden evitarse, ya que los cefalotérax de
camardn contienen en su estructura al polimero denominado quitina que

tiene amplias aplicaciones (Escobedo,1994).

La quitina es un polisacarido importante que constituye la parte estructural
fundamental de los invertebrados. Se encuentra abundantemente en los
caparazones de los crustaceos y de algunos moluscos y también en la
mayoria de los hongos y algas. Quimicamente, la quitina es una poli-N-
acetil-D-glucosamina lineal con uniones glucosidicas p(1—4). La quitina se
asemeja mucho a la celulosa tanto en estructura como en funcién. Es

fibrilar y altamente cristalina (Braverman, 1980).

La quitina tiene una combinacion de propiedades fuera de lo comun
incluyendo, dureza, bioactividad y biodegradabilidad, las cuales la hacen
un material especialmente atractivo. Con estos factores en mente, fueron

instituidos estudios para promover a la quitina de cangrejo y exoesqueleto
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de camardn como un recurso marino y aliviar asi el creciente problema de

la disposicion de desechos en la industria de alimentos marinos.

Xi



El camardn por si sélo tiene un gran potencial econdémico tanto a nivel
nacional como internacional, pero a su vez para ser comercializado es
necesario cortar su cabeza, la cual representa un foco de infeccién tanto
en tierra en las granjas camaronicolas, como en las plantas procesadoras,

ocasionando un desequilibrio en el medio ambiente.

Para sanear asi el creciente problema de dichos desperdicios, se han
propuesto técnicas para la recuperacion de compuestos valiosos a extraer
de la cabeza de camardn y sobre todo la quitina, que puede ser obtenida
por métodos quimicos, enzimaticos y por fermentacion I|actica. Sin
embargo, es importante realizar un estudio a nivel laboratorio que permita
la comparacion de los diversos métodos disponibles considerando para su

evaluacion la sencillez, rapidez, economia, grado de pureza y rendimiento
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en la obtencion de quitina de cabeza de camardn (Panaeus vannamei).
Esto permitira la toma de decision en la eleccion del método mas idéneo
para ser llevado a nivel planta piloto y posteriormente a semi-industrial, y
de esta manera promover la extraccion a gran escala de éste compuesto

en la regidon Noroeste de México, principalmente en el Sur de Sonora.

También, ademas de dar un valor agregado a los materiales de desecho,
se generaran beneficios econdmicos adicionales para el productor,
pescador y al personal que se empleara para la realizacidn de estas
actividades productivas, y a su vez se mantendra un equilibrio en el medio
ambiente al reducir la cantidad de desechos organicos que se tienen

durante la captura, cultivo y procesamiento de camaron.

XIi



Es posible que el método de desproteinizacion de la quitina de cabeza de

camaron influya en su calidad y rendimiento.




1.1 QUITINA

1.1.1 Generalidades
La quitina es, por mucho, el componente de mayor importancia en el
cefalotérax de camardn. Fue descubierta por primera vez en 1811 por H.
Braconnot, al estudiar la composicion de hongos como Agaricus volvaceus
con alcalis, aislando una sustancia nitrogenada a la cual llamoé "fungina”.
En 1823, A. Odler descubrid la misma sustancia en la estructura de algunos
insectos, dandole el nombre de quitina (palabra derivada del griego que
significa tanica o envoltura). Posteriormente se encontrd6 que ambas
sustancias eran la misma y se encontraban presentes en otros organismaos
como levaduras, hongos, bacilos, insectos y algunos crustaceos. Sin
embargo, fue hasta 1878 cuando se indic6 que estaba compuesta por

glucosamina y acido aceético, lo que ocasioné controversia entre los
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hombres de ciencia de la época, estableciéndose finalmente en 1943 que

la quitina es un polisacarido acetilado de la glucosamina (Cafiipa,1994).

1.1.2 Estructura
El nombre quimico de la quitina es poli-B-(1,4)-N-acetil-D-glucosamina, un
biopolimero similar a la celulosa y distribuido ampliamente en la naturaleza,

ocupando el segundo lugar en abundancia después de la celulosa (Austin,

Celulosa

1981) (Ver figura 1).
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Figura 1. Comparacion de las estructuras quimicas de quitina, quitosano y
celulosa.

Fuente: http:/user.chollian.met/~chitin/cellulose.gif
La quitina se presenta en tres formas polimorficas: o, p y y siendo la mas

abundante la a- quitina, que forma una estructura cristalina muy
compacta y que no se hidrata. Las cadenas que la conforman presentan
un arreglo antiparalelo, a diferencia de las cadenas pB-quitina que
muestran cadenas paralelas y es la mas vulnerable, y la y-quitina formada
por dos cadenas arriba y una abajo, siendo la menos abundante. La
explicacion en cuanto a la cristalinidad y resistencia al tratamiento
térmico, se debe a los puentes de hidrogeno que se forman entre cadenas

(Caiipa, 1994).

1.1.3 Propiedades fisicoquimicas
La quitina es un sélido de color cristalino, insoluble en agua, soluciones
salinas acuosas diluidas y en la mayoria de los solventes organicos. Es
despolimerizado  por acidos inorganicos concentrados, pero
particularmente soluble en una mezcla de dimetilacetamida y cloruro de
litio (Ornum, 1992). La quitina sufre degradacion a altas temperaturas; no
pueden resistir temperaturas mayores a 100-120°C, la descomposicion
térmica de la N-acetil-D-glucosamina, alcanza su valor maximo alrededor
de los 200 °C. En la coccion, la B-quitina se degrada mas rapido que la a-
quitina debido a que permite una mejor penetracion de agua entre sus

cadenas (Caiiipa, 1994).

1.1.4 Fuentes
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La quitina es un carbohidrato presente en muchos organismos: hongos,
levaduras, diatomeas, pared celular de plantas (junto o sustituyendo a la
celulosa), cuticula de insectos, artropodos, cangrejos, krills, camarones,
etc. Sin embargo, actualmente la fuente principal de quitina la constituyen
los crustaceos (Cafipa, 1994). En la tabla 1 se presentan las fuentes

actuales y futuras de quitina y quitosana.

Tabla 1. Fuentes actuales y futuras de quitina y quitosana

CRUSTACEOS INSECTOS MICROORGANISMOS

Langosta (*) Escorpiones Hongos

Cangrejo (*) Arafas Levaduras

Camaron (*) Hormigas Algas verdes vy

Krill Cucarachas pardas

Otros Escarabajos Esporas
Diatomeas

(*) Fuentes comerciales actuales.

Fuente: Caiipa, 1994.

1.1.5 Aplicaciones
La quitina tiene una combinacion inusual de propiedades que la
convierten en un material especialmente provechoso (Austin, 1981). Es un
recurso natural biolégicamente reproducible, no toxico (DLsg 16g/kg de
peso en ratones), bioldgicamente funcional y es posible emplearlo en la
fabricacion de geles, pelicula, etc. (Escobedo, 1994). Por ser un

polisacarido, puede ser agregado a los alimentos para controlar

4
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propiedades funcionales, pues cuenta ya con la aprobacion de la FDA

para ser usado como aditivo alimentario.

En los organismos animales existen varias glucosidasas que permiten la
biodegradacion de éstas moléculas, por lo que se ha pensado en la
aplicacion de quitina en materiales biomédicos, una vez que se le hayan
aplicado modificaciones tan simples como la desacetilacion o la
carboximetilacion (Escobedo, 1994).

1.2 ETAPAS DE LA EXTRACCION DE QUITINA DE LA CABEZA DE CAMARON
Entre los componentes de la cabeza de camardn se encuentran la quitina,

pigmentos carotenoides con estructuras muy parecidas que globalmente
se conocen como astaxantinas, sales minerales y las proteinas, que estan
asociadas posiblemente por conjugaciéon de tipo i6nico o enlaces
covalentes entre ellas, dandole al animal la rigidez que lo caracteriza,

ademas del color rosado después del cocimiento (figura 2).

La obtencion de quitina a partir de desechos de algunos crustaceos, como
el camarén y el cangrejo, consiste basicamente en dos etapas:

despigmentacion-desmineralizacion y desproteinizacion.

1.2.1Despigmentacion
Los pigmentos carotenoides conocidos como astaxantinas son los de
mayor importancia en el cefalotérax de camardn y se encuentran unidos a
las proteinas formando el complejo conocido como caroteno-proteina, el
cual constituye el principal obstaculo para la extraccion del pigmento. En
estado natural existe una interaccion mutua entre proteinas y carotenos
gue aumenta la estabilidad de éstos ultimos. Si esta unién se debilita o se

rompe, por ejemplo en el secado, la estabilidad decrece favoreciendo asi




MM&W

la extraccion de los pigmentos. La desnaturalizacion del complejo
caroteno-proteina por calentamiento o por la extraccion con solventes
resulta en un marcado color rojo brillante. Por otra parte, los carotenoides
presentes en el camaron estan combinados con los grupos amino de la

quitina mediante enlaces imino tipo base de Schift (Armenta, 1998).

Para la despigmentacidon se han probado enzimas proteoliticas para
remover la unién de proteinas y pigmentos, asi como otros sistemas de
extraccion tales como acetona, éter de petrdleo, aceite de soya, mezclas

de éter de petrdleo-acetona-agua y acetona-ciclohexano (Cafipa, 1994).

El caracter no polar influye directamente en la eficiencia de la extraccion
de la astaxantina, ya que éste pigmento puede considerarse en mayor
medida no polar causado por la larga cadena hidrocarbonada de
unidades de isopreno, de tal manera que mediante el empleo de una
mezcla de solventes, éter de petrdleo:acetona:agua (15:75:10), cuya
naturaleza es no polar, se puede lograr una mayor extraccion de los

pigmentos (Armenta,1998).

1.2.2 Desmineralizacion
Las sales minerales, principalmente fosfatos y carbonatos de calcio, para su
remocion se han utilizado diversos solventes entre los que se puede
mencionar al acido clorhidrico y al acido acético al 50 %. Al incrementar la
concentracion de acido, la desmineralizacion también aumenta, pero
afecta negativamente a la viscosidad del biopolimero residual (Cafipa,
1994).

1.2.3 Desproteinizacion
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1.2.3.1 Quimica

Las cascaras de camardn son generalmente tratadas con solucion de
hidroxido de sodio diluido (1-10%) a elevadas temperaturas (65-100°C) para
disolver la proteina unida a la quitiha. Se puede lograr una
desproteinizacidon 6ptima de todas las proteinas, al tratar con KOH 1%
desechos de camarén (Gémez, 2000).

La desproteinizacion quimica del cefalotérax de camardn consiste en la
hidrdlisis de las uniones peptidicas en presencia de acidos fuertes, bases
fuertes y ciertas enzimas (Braverman, 1980). La solubilidad de las proteinas
y, por tanto, el rendimiento de la extraccidon es mayor a pH alcalino que a
pH acido. De hecho, el nimero de restos negativamente cargados a pH >

p! (ac. aspartico y glutamico) es mayor que el
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Figura 2. Posibles uniones de la quitina con otras biomoléculas.

Fuente: Armenta, 1998.




MM&W

numero de restos positivamente cargados a pH < pl (lisina, por ejemplo)

(Fennema, 1993).

El tratamiento de las proteinas en medio alcalino o el tratamiento térmico
muy intenso induce varias reacciones de deterioro, principalmente de
destruccion de algunos aminoacidos indispensables, de hidrdlisis del
enlace peptidico, de racemizacibn y de formacidon de nuevos

aminoacidos (Badui, 1990).

1.2.3.2 Enzimética
La desproteinizacidon quimica implica un tratamiento con NaOH y calor. Las
proteinas se pueden recuperar del filtrado proveniente de dicho proceso, si
son centrifugadas, ajustadas a un pH de 4.5 con HCI, centrifugadas por
segunda vez y secadas en un horno con vacio a 50 °C durante 8 horas. La
recuperacion de proteina de los desechos de camardn requieren que se
neutralice el medio, lo cual a la vez facilita la formacion de sales en la
proteina recuperada (Caiiipa, 1994). Queda también la alternativa de
utilizar enzimas proteoliticas que permitan extraer las proteinas sin dafar al

biopolimero ni a los aminoacidos de la proteina.

Escobedo, 1994, obtuvo quitina a partir cabeza de camarodn, la cual fue
sometida a un proceso de hidrdlisis enzimatica. Utilizando diferentes tipos
de enzimas comerciales: alcalasa, neutrasa, papaina y proteasa alcalina;
encontré que la proteasa alcalina fue con la que se obtuvo una mayor
eficiencia de separacion de 92.7% a una temperatura de 50°C y un pH de

9.5.
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Las proteinas y péptidos se concentran para su utilizacion en la industria
alimentaria, complemento alimenticio para ganado y peces, o bien, en

formulacion de medios de cultivo.

e Definicién de enzima
Las enzimas son proteinas que actuan como catalizadores biolégicos
interviniendo en reacciones bioquimicas y se caracterizan porque hacen
que ésta se efectle a altas velocidades y con un alto grado de
especificidad. Esta actividad enzimatica esta dada por la estructura, de tal

manera que exista una regioén que reconozca a su sustrato (sitio activo).

Las enzimas muestran diferentes grados de especificidad, siendo la
especificidad de enlace el nivel mas bajo en esta caracteristica. Las
enzimas que constituyen ésta clasificacion son, en su mayoria,
degradativas entre las que se encuentran las proteasas con especificidad

hacia el enlace peptidico (Escobedo, 1994).

Las proteasas estan clasificadas de acuerdo a sus mecanismos de hidrolisis
de los enlaces peptidicos. Estos mecanismos dependen en gran parte del
residuo de aminoacido involucrado en el centro activo de la enzima.
Existen cuatro clases principales de proteasas de interés para la hidrdlisis de
proteina en alimentos, segun sea su sitio de accion: Las proteasas serinicas
gue tiene un residuo de serina en el centro activo, asi como también ac.
aspartico e histidina y con un maximo de actividad a valores de pH
alcalinos; las proteasas cisteinicas, caracterizadas por el grupo cisteina (SH-
) en su centro catalitico, y las metalo-proteasas, que poseen un residuo de
ac. glutamico en el sitio activo y que requieren de un cation divalente tales

como Zn, Ca o Mg para catalizar la hidrdlisis de los enlaces peptidicos,
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ambas con un maximo de actividad a valores de pH cercanos a la
neutralidad; y las proteasas asparticas, distinguida por la presencia de un
residuo de acido aspartico en el sitio activo cuyo maximo de actividad
catalitica se encuentra a un valor de pH acido (Garcia-Carrefio, 1992;

Navarrete, 1998).

e Estructura enzimatica

La estructura de las enzimas como la de las proteinas, consta de cuatro

niveles:

¢ Estructura primaria, que se refiere a la secuencia lineal de los diferentes
aminoacidos que conforman la cadena polipeptidica.

¢ Estructura secundaria, que indica las interacciones entre aminoacidos
cercanos en la secuencia para generar una forma estructural regular.

¢ Estructura terciaria, que se refiere a los plegamientos de la cadena
polipeptidica sobre si misma causante de las interacciones entre
aminoacidos existentes en regiones lejanas de la secuencia.

¢ Estructura cuaternaria, es el arreglo o interaccion de varias subunidades
o0 cadenas polipeptidicas que forman una sola enzima como unidad

funcional.

Las fuerzas involucradas en el mantenimiento de la estructura
tridimensional de las proteinas globulares, como lo son las enzimas, son
interacciones no-covalentes y pueden presentarse entre diferentes partes

de la enzima como entre la enzima y el medio que la rodea.

La conformacion especifica y activa de una enzima es el resultado de

todas éstas interacciones. Cuando las condiciones del medio se alteran de
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tal forma que algunas de éstas interacciones resultan debilitadas, se
presenta la modificacion de una gran parte de la estructura, en donde la
conformacion activa no es la mas favorecida (Sidney, 1977). La transicion
de una conformacion ordenada a una desordenada se conoce
normalmente como desnaturalizacion.

Un factor ambiental decisivo en la conformacion de la proteina es la
temperatura, ya que puede elevarse |lo suficiente como para provocar
que se destruya un puente de hidrégeno o una interacciéon hidrofébica,
teniendo lugar una brusca transicion estructural, y de esta manera, se llega
a la desnaturalizacion enzimatica.

Otros factores que pueden afectar la estabilidad conformacional son el
valor de pH, la presencia de disolventes y la concentracién de iones en el

medio entre otros.

e Mecanismo de acciodn de las proteasas
El mecanismo de accidén entre las diferentes clases de proteasas (serinicas,
cisteinicas asparticas y metalo-proteasas) presenta una serie de analogias

(Escobedo, 1994).

Los requisitos para que tenga lugar la catalisis, son los siguientes:

» Un grupo nucleofilico, Nu ©, que ataque al grupo carbonilo,
permitiendo la formacion del intermediario.

» Una especie electrofilica, E®), en la vecindad de la amida, de manera
gue se incremente la polarizada del grupo y se estabilice la carga
negativa que se genera en el atomo de oxigeno en el intermediario.

» Una especie donadora de protones, X — H, para hacer al — NH un

mejor grupo saliente.

12
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Las especies nucleofilicas y donadoras de protones provienen de la misma
enzima, dependiendo del tipo del que se trate, por ejemplo, en una
proteasa cisteinica como la papaina, el NU0® y la especie X — H, son los
aminoacidos Cys-25 e His-159, respectivamente. Ambos se encuentran

dentro de la cadena polipeptidica de la enzima.

En las proteasas serinicas como la quimiotripsina, el papel del nucledfilo
esta a cargo de la serina (Ser-195) y en las metaloproteinas como la
carboxipeptidasa un i6n metalico, usualmente el Zn *2, sive como

electrofilo.

e Cinética enzimatica
Existen cuatro parametros experimentales que deben tenerse bien
definidos al trabajar con enzimas (ademas del sustrato y la enzima misma)
y que en buena medida determinan la velocidad con que se llevara a

cabo la reaccion.

e La concentracion del sustrato [ S ] generalmente expresada como
porcentaje en peso del sustrato respecto a la masa total de la mezcla
de reaccion al inicio del ensayo.

e El porcentaje enzima/sustrato (%E/S), siendo la concentracion de
enzima respecto a la concentracion de sustrato al inicio de la reaccion.
Puede estar dada en porciento en peso o en unidades de actividad por

unidad de masa (g 6 kg) de sustrato.
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e Latemperatura, conforme se eleva aumenta la velocidad de reaccion.
Pero también se incrementa la posibiidad de desnaturalizacion de la
enzima, dada su estructura proteinica.

e El valor de pH, ya que afecta a la carga eléctrica de la enzima y por lo
tanto determina el que la estructura sea funcional o no. Cerca del
punto 6ptimo de pH existe la mayor afinidad hacia el sustrato y la

reaccion se da con mayor eficiencia.

1.3 FERMENTACION LACTICA

En términos generales, la fermentacion implica el empleo de
microorganismos para llevar a cabo transformaciones de la materia
organica catalizada por enzimas (Owen, 1989).

La fermentacion acido lactica, es uno de los métodos ancestrales
empleados para preservar alimentos, asi como para lograr mejoras en las
propiedades sensoriales y nutricionales. Las fermentaciones |acticas son
aquellas en que el acido es producido in situ por bacterias lacticas a partir
de una fuente de carbohidratos, los microorganismos responsables pueden

pertenecer a la microflora natural o ser cultivos iniciadores (Frazier, 1993).

Por el método de fermentacion, el pescado o desperdicio de pescado es
preservado y parcialmente digerido por el acido lactico producido, un pH
de 4-45 es suficiente. Es necesario para la fermentacion agregar
carbohidratos fermentables como las melazas. Se prefiere el ensilado
biologico debido a que no se desarrolla un olor a rancidez en los productos

(Armenta, 1998).

La fermentacion en pescado ha sido aplicada, en un principio de forma

artesanal, sirviendo como antecedentes para el desarrollo de tecnologia
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en paises tropicales. El hecho de que el suministro de cabeza de camardon
sea temporal o limitado geograficamente constituye un problema, y la
solucion es la practica del fermentado-ensilado de estas cabezas para
preservarlas. Los cambios significativos que ocurren durante el
almacenamiento son la autolisis de los tejidos y liberacidn de amoniaco

(Armenta, 1998).

Segun estudios realizados por Fagbenro (1997) sobre el efecto del
almacenamiento prolongado en la calidad quimica y nutricional de las
cabezas de camardn fermentadas, después de siete dias de iniciada la
fermentacion, la aireacion no tiene efecto alguno en la disminucion del
pH, puesto que los valores promedios de pH son de 4.2. y 4.1 en los

tratamientos aerobios y anaerobios respectivamente (Armenta, 1998).

Los buenos ensilados no tienen ningun signo de contaminaciéon por hongos
y otras bacterias, pero después de 180 dias se presenta un incremento
gradual del pH desde 4 hasta 5. La estabilidad en el pH puede deberse a
la accion amortiguadora de los aminoacidos y otras clases sobre el
ensilado o probablemente a la neutralizacion parcial del acido por el

calcio que proviene de los sedimentos de quitina

Después de 180 dias el contenido de nitrGgeno no proteico se incrementa
gradualmente hasta un 50.1% del total de nitrgeno. También se observa
una variacion ligera en la humedad, la proteina cruda y el contenido de
ceniza, pero el contenido de lipidos aparentemente se incrementa

significativamente (Armenta, 1998).

1.3.1 Bacterias lacticas
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La fermentacion lactica es un proceso microbiano muy complejo en el
cual una poblacion de bacterias lacticas llega a ser la microflora
predominante. Las bacterias |acticas son un grupo de microorganismos
Gram (+), no esporulados y que tienen la caracteristica por producir acido
lactico como producto principal durante la fermentaciéon de carbohidratos
(Frazier, 1993).

El desarrollo de bacterias |acticas durante el proceso fermentativo da lugar
a: (1) disminucién del crecimiento de microorganismos perjudiciales,
aminorando o evitando las alteraciones comunes, y (2) produccion de
sabores diversos por acumulaciéon de acidos organicos y por sustancias
que dan lugar a un producto final caracteristico y definido (Frazier, 1989).
Los requerimientos nutricionales que éstas tienen son exigentes porgque
necesitan la adicion de varias vitaminas y aminoacidos para fermentar los
carbohidratos. Aunque el pez contiene una baja cantidad de
carbohidratos, han aislado bacterias |acticas de éste, las cuales presentan

menos exigencias nutricionales para su desarrollo (Armenta, 1998).

Las bacterias |acticas han sido aisladas de varias muestras de alimentos de
mar como camaron, pescado, alimentos de mar empacados al vacio
como el surimi, y pescado almacenado bajo 100% de CO; a 5°C. Mauguin
y Novel (1994) aislaron 86 diferentes cultivos y se agruparon de acuerdo a
su morfologia celular, presencia o ausencia de acido diaminopimelico en
la pared celular, y la configuracion del lactato. Cincuenta y cuatro cultivos
pertenecieron al género Lactococcus y algunos de ellos exhibieron DNA
homologo con L. Lactis subsp. Lactis. Cuatro cultivos fueron identificados
como lactobacillus plantarum, ocho del género Leuconostoc y 16

pertenecientes al género Carnobacterium. Una bacteria facultativa

16



MM&W

heterofermentativa (Lactobacillus) y tres cultivos mas no fueron
identificados. El 47% de los cultivos aislados presentaron patrones similares
de fermentacion de carbohidratos, especialmente entre cultivos del

género Lactococcus y Carnobacterium (Armenta, 1998).

Balogun y Akegbejo-Samsons (1992) mencionan que fueron aisladas de
camardn de Sri Lanka, por la Dra. Zainoha Zakaria, bacterias lacticas que
pueden ser empleadas en los ensilados biolégicos de los residuos de

camaron y pescado (Armenta, 1998).

1.3.2 Condiciones para la fermentacion lactica
Armenta (1998) menciona que las condiciones para que se desarrolle con
seguridad la fermentacioén lactica dependen sobre todo de la rapidez de
crecimiento y produccién de acido por parte de la bacteria lactica y la
supresion, por la disminucion del pH u otros factores antimicrobianos, de
microorganismos competitivos. La mayor influencia en el crecimiento de
bacterias lacticas y la velocidad con la cual decrece el pH de la

fermentacidén son debido a:

¢ Fuente de carbohidratos. En pescado y crustaceos frescos es muy baja
la cantidad de carbohidratos libres, por lo tanto es necesario agregar
alguna otra fuente de carbono para la buena produccién de acido en
la fermentacion. Normalmente las bacterias lacticas requieren de un
tiempo, segun sea el tipo de azucar, para fermentarlo, algunas
bacterias para generar energia emplean al aminoacido L-arginina en

presencia de bajas concentraciones de glucosa.
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¢ Factores organicos de crecimiento. Las vitaminas, aminoacidos y otros
factores organicos de crecimiento son requeridos para el crecimiento
de las bacterias |acticas, estos factores son disponibles en cantidades

adecuadas a partir de los musculos del pescado y crustaceos.

¢ Condiciones anaerobias. La pronta exclusion del oxigeno durante las
etapas iniciales de la fermentacion es un factor importante en la
reduccion del crecimiento de las bacterias Gram (-), las cuales son
contaminantes antes de que se establezcan Ilas condiciones
acidificantes. Es necesario el mantenimiento de las condiciones
anaerdbicas, especialmente en la superficie, para impedir el
crecimiento de microorganismos aerobios obligados, como hongos y
levaduras, los que pueden tolerar las condiciones de acidez y
desarrollarse, propiciando otra direccion en la fermentacion, ya que se
presenta una disminucion en la cantidad de acido organico y en
consecuencia sube el valor de pH de la fermentacion del material con
serias implicaciones que repercuten en la calidad y seguridad del

producto.

¢ Temperatura. La temperatura puede ser considerada como un factor
de influencia en la composicidon de la poblacidn microbiana y del
sabor final de las fermentaciones naturales. Ciertamente, las
temperaturas altas promueven el rapido crecimiento de
microorganismos indeseables, incluyendo los contaminantes vy
peligrosos para la salud y asi como promover el crecimiento de las

bacterias lacticas.

¢ Concentracion de sal. La sal tiene una doble funcién en la

fermentacion, disminuyendo el agua libre, y ayudando a las bacterias
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|lacticas en la competencia con bacterias contaminantes y peligrosas.
El efecto del cloruro de sodio sobre la microflora depende de la
concentracidon en que ésta sal se encuentre en la fase liquida, valor
qgue usualmente es desconocido. Al no tener esta informacion es dificil
estimar los efectos de la sal en la competicidon de las bacterias |acticas
y otros microorganismos. Sin embargo, la presencia de cloruro de sodio
en diversos tipos de fermentaciones lacticas de diversos alimentos
sugieren que las concentraciones son suficientes para ayudar al

crecimiento de las bacterias lacticas.

¢ Concentracion de acidos organicos y valor de pH. El crecimiento de
las bacterias l|acticas es necesariamente acompafiado por la
excrecion de acido lactico y, en algunas circunstancias, de acido
acético, y en consecuencia se disminuye el valor de pH en el medio.
Las bacterias lacticas son tolerantes a medios con bajo pH provocado
por la presencia de acidos organicos débiles. La toxicidad de éstos
acidos organicos débiles se relaciona con su no disociacion, lo cual se
relaciona con el pKa del a&cido y el valor del pH del sistema. Por lo
tanto, para que la inhibicion en alimentos sea efectiva sobre los
microorganismos contaminantes y peligrosos para la salud, es
importante que el valor de pH en la fermentacion pueda llegar
rapidamente a los niveles a los cuales la proporcion de la forma del
acido no disociado presente sea significativa. El pKa del acido lactico
es de 3.87.

¢ Concentracion de bidéxido de carbono. La tolerancia a altas
concentraciones de bidéxido de carbono es el factor ecolégicamente

decisivo para las bacterias lacticas. La mayoria de las otras bacterias
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son substancialmente poco tolerantes. Asi, la produccion temprana de
bioxido de carbono en fermentaciones por bacterias lacticas
heterofermentativas puede ser un factor en la supresion rapida de

bacterias contaminantes y peligrosas.

¢ Produccion de otros compuestos inhibitorios. Algunas bacterias lacticas
producen ademas de acido lactico otros compuestos como acido
aceético y bioxido de carbono que tienen efecto antagonistas en la
competicidon con otros microorganismos. Otros compuestos, inhibidores
de crecimiento de otras bacterias, producidos por algunas bacterias

|acticas, son conocidos como bacteriocinas, como la nisina.

¢ Capacidad de amortiguadores del sustrato. La preservacion de
alimentos por la fermentacion natural acido lactica depende sobre
todo del establecimiento rapido de las condiciones acidas hasta el
punto de inhibir el desarrollo de otros microorganismos. Es obvio que la
mayor influencia lo tiene la velocidad con la cual declina el valor de
pH, la cual depende de la capacidad de amortiguamiento del

material a fermentar.

¢ Cantidad inicial de bacterias lacticas. Las fermentaciones tradicionales
dependen de la cantidad de microorganismos que se encuentran en
forma natural en el sustrato o en su caso agregar un indculo, seguido
del suministro de las condiciones necesarias para la proliferacion del
tipo de bacterias deseadas. La inoculacion de un namero suficiente
alto de bacterias es apropiada en fermentaciones como la de la
mezcla arroz-pescado porque se consigue una acidificacion rapida,

pero no ha sido posible identificar el cultivo mas adecuado.
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¢ Cantidad inicial de microorganismos competidores. Antes de que los
microorganismos contaminantes o peligrosos alcancen poblaciones
peligrosas ocasionando cambios indeseables o produciendo
poblaciones infecciosas o0 toxigénicas, su multiplicacion debe de ser
suprimida por el crecimiento y actividad metabdlica de las bacterias

|acticas.

1.4 COSTOS
1.4.1 Concepto de costo

La palabra costo tiene dos acepciones basicas: Puede significar la suma
de esfuerzos y recursos que se han invertido para producir algo; asi, por
ejemplo, se dice: “su examen le costé dos dias de estudio”, lo que significa
que utilizé dos dias para poder presentarlo. La segunda acepcion se refiere
a lo que se sacrifica o se desplaza en lugar de la cosa elegida; en éste
caso, el costo de una cosa equivale a lo que se renuncia o sactrifica con el
objeto de obtenerla, asi por ejemplo: “su examen le costé no ir a la fiesta”,

quiere expresar que el precio del examen fue el sacrificio de su inversion.

El primer concepto, aun cuando no se aplico al aspecto fabril, expresa los
factores técnicos e intelectuales de la produccién o elaboracion, y el

segundo manifiesta las consecuencias obtenidas por la alternativa elegida.

1.4.2 Costo total
El costo, econdmicamente hablando, representa, en términos generales,
toda la inversibn necesaria para producir y vender una articulo; ahora
bien, éste costo se puede dividir en: Costo de produccién, costo de

distribucion, y costo administrativo, pero ademas, toda empresa puede
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tener otros gastos, impuestos sobre la renta, y reparto de utilidades a los
trabajadores, que también integran el costo total, desde el punto de vista

de la entidad o empresa; partes integrales que enseguida se explican:

é» Costo de produccién

Representa todas las operaciones realizadas desde la adquisicion de la
materia prima, hasta su transformacion en articulo de consumo o de
servicio, integrado por tres elementos o factores que a continuacion se

mencionan:

% Materia prima
Es el elemento que se convierte en un articulo de consumo o de servicio. A
la materia prima, cuando se le puede identificar por su monto y/o
tangibiidad en un articulo elaborado, se le conoce como Materia Prima
Directa, excepto cuando su apreciacion en el articulo producido se
dificulta, o su valor no justifica un procedimiento laborioso y en ocasiones

demasiado costoso para precisarlo en éste.

% Sueldos y Salarios
Es el esfuerzo humano necesario para la transformaciéon de la materia
prima. También se le conoce con los siguientes nombres: “Mano de obra”,
“Sueldos y Salarios Devengados”, “Costo del trabajo”, entre otros. Cuando
es factible cuantificar la materia prima y la labor en la unidad producida,
son elementos directos del costo precisamente porque su aplicacion es

especifica a la unidad

% Gastos indirectos de produccion
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Son los elementos necesarios, accesorios para la transformacion de la
materia prima, ademas de los “sueldos y salarios directos”, como son: el
lugar donde se trabaja, el equipo, las herramientas, la luz y fuerza,
etcétera. Los tres elementos anteriores son importantes e indispensables
para la elaboracion de un articulo de consumo o de uso, y su
cuantificacion se hace por medio del comun denominador llamado

moneda.

Por lo tanto el costo de produccidn, esta formado por la materia prima, los
sueldos y salarios directos, y los gastos indirectos de produccion (que

incluyen los gastos financieros de produccion).

@» Costo de distribucion

Esta integrado por las operaciones comprendidas, desde que al articulo de
consumo o de uso se ha terminado, almacenado, controlado, hasta
ponerlo en manos del consumidor. Incluye, naturalmente, los gastos

financieros de distribucion.

@» Costo de administracion

Comprende, por exclusion, todas las demas partidas normales, propias y
consuetudinarias, no localizadas en los costos de produccion, vy
distribucion; o dicho de otra manera, esta formado por las operaciones
habidas desde después de la entrega del bien de servicio o de uso al
cliente, hasta que se reciba en la caja o se deposite en el banco, el

importe, a precio de venta del bien respectivo, asi como las demas
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partidas administrativas no incluidas en los costos de produccion o de

distribucion.

» Otros costos

Comprende todas aquellas partidas no propias ni indispensables para el
desarrollo de las actividades de la empresa, las cuales no son
consuetudinarias, ni normales, y por lo tanto dificil de preverse, ya que no
se sabe cuales seran y cuando aconteceran, pero una vez sucedidas si
forman parte del costo total de la entidad. Ejemplo de éstos costos son: los
casos fortuitos o de fuerza mayor, como una huelga, un incendio, un

temblor, una inundacion, etc.

@ Impuesto sobre la renta y reparto de utilidades a los trabajadores
En el caso de haber utilidades, éstas partidas, naturalmente, también

forman parte del costo total.

1.4.3 Bases de costo y comportamiento del costo
Las bases de costo son factores que modifican el costo; dado que lo
controlan o causan, sirven para describir su comportamiento; por lo tanto,
para evaluar el comportamiento de costo deben medirse la actividad y los
cambios en la base de costo de la actividad; es decir, si el trabajo en la
linea de produccion es la actividad, los costos de la mano de obra directa
serian la seleccion logica como base del costo. A medida que se
modifican éstas horas, cabe esperar que cambien los costos de mano de

obra directa.
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Conocer el comportamiento de los costos pueden ser de sumo interés para
el costeo, planeacion, control y toma de decisiones en relacion con un
producto. Por tal razén, la descripcion del comportamiento de costos para
las actividades quiza sea uno de los aspectos mas valiosos del sistema de
informacion de administracidon de costos. Por lo general, se identifican tres
categorias importantes del comportamiento de costos: fijos, variables y

mixtos.

@3 Costos fijos
Los costos fijos son costos que en total permanecen constantes dentro de

la escala relevante a medida que cambia el nivel de la base de costo.

3 Costo variable
Los costos variables se definen como costos que en total varian en

proporcion directa a los cambios en la base de costos.

3 Costo mixto

Los costos mixtos tienen un componente fijo y otro variable.
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2.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO Y MATERIAL BIOLOGICO

El presente trabajo se realizé en el laboratorio LV-716, Unidad Nainari del
Instituto Tecnolégico de Sonora, ubicado en Antonio Caso S/N, Colonia
Villa ITSON de Ciudad Obregdén, Sonora. Como material biolégico se
empled la cabeza de camardn de Bahia de Guasimas y de acuacultura,
ésta ultima proporcionada por la planta congeladora Yaco Impulsora de
la Costa S.A. de C.V., localizada en Cd. Obregdén, Sonora.

2.2. METODOLOGIA

El experimento se desarrollé segun el procedimiento indicado en la figura 3
y 4, donde se especifican los tratamientos que recibié el desecho de
camaron, las etapas de purificacion, los parametros de calidad para la
quitina obtenida y la evaluacion de prefactibilidad. A continuacion se

describe cada una de las partes.




Materiales 4 métodos

Cabeza de camaron

Obtencion de la harina Caracterizacio
n quimica

Despigmentacion

Desmineralizacion

Desproteinizacion quimica Desprotenizacion

— = — 1 D

Figura 3. Metodologia general para la extraccion de quitina por el método

de desproteinizacion quimicay enzimatica
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Materiales 4 métodos

* 3 asadas de Lactobacillus sp. en
caldo MRS e incubado a 30 °C
por 24 h. hasta tener una peptica =
2 a una A=535 nm.

Figura 4. Metodologia para la obtencion de quitina por el método de
desproteinizacion quimica y enzimatica del residuo de la

fermentacion lactica de cabeza de camardn
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2.2.1 Elaboracion de harina de cabeza de camaron

a). Obtencion de la muestra

Las cabezas de camaron frescas, recolectadas en la Bahia de Guasimas y
en la Planta congeladora, fueron transportadas en hieleras al laboratorio

LV-711, Unidad Nainari del ITSON.

b). Limpieza y almacenamiento

A las cabezas frescas se les elimind manualmente la materia extrafia
(peces, jaibas, algas y corales) y al mismo tiempo recibian un lavado bajo
el chorro de agua potable. Una vez homogenizada la muestra, se
colocaron entre 3y 5 kg. de cabezas enteras en bolsas del plastico para
facilitar su manejo y su rapida congelaciéon durante 2 dias, y por lo tanto su

buena conservacion.

c). Secado

Para ello se empled la parte de muestra de cabeza de camardn entera
conservada mediante congelacion. Una vez descongeladas se procedio a
secarlas en un secador marca VORTON modelo TR2-1600, bajo las
siguientes condiciones: temperatura del aire a flujo perpendicular de 80 °C
+ 2 °C, monitoreando la humedad cada media hora hasta presentar

humedad final del 8%, para lo cual se requiere aproximadamente 4 horas.

» Meétodo de la termobalanza

La humedad se determina usando una termobalanza analitica marca
OHAUS. El método consiste en pesar 10 g de muestra en el plato del
aparato, extenderla lo mejor posible y conectar el aparato de tal manera
qgue la lampara quede exactamente sobre la muestra. Seleccionar el

tiempo y el voltaje adecuado con los controles (de preferencia
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condiciones suaves). Registrar la variacion de peso cuando éste llegue a
un valor constante. Calcular el porcentaje de pérdida de peso, el cual
corresponde al contenido de humedad de muestra y por lo tanto de la

cabeza de camardn en proceso de secado.

d). Molienda

Después de obtener las cabezas secas, se continué con la reduccion de
tamarfo en un molino de cizalla marca The Straub Company, modelo 4E
Grinding Hill. Es importante que las muestras estén completamente secas

para evitar posibles dificultades durante la molienda.

e). Tamizado

Se realiz6 empleando un tamizador mecéanico Steve-Shaker portable N°
6958 con tamices de malla No. 20, 40 y 60, las muestras que quedaron
retenidas en la malla No. 20 y 40 se volvieron a moler nuevamente para
obtener un tamafo de particula menor que quedara retenida en la No. 60.
La fraccidon que traspaso la malla No. 60 se desechd debido a que es un
polvo muy fino, de dificil manipulaciéon y de aprovechamiento pobre de la

quitina.

f). Conservacion

Las harinas fueron conservadas a temperatura ambiente en bolsas de
papel, debidamente cerradas y rotuladas, el tiempo necesario hasta su

utilizacion.

g). Caracterizacion de la harina

La humedad, cenizas y nitrdgeno total, se determinaron en la harina entera

por los métodos estandar (AOAC, 1980).
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2.2.2 Fermentacion lactica de la cabeza de camaron
Para ello se requiri6 como materia prima la pasta de cabeza de camardn
Panaeus vannamei, previamente congelada y molida. Las cabezas de
camardon congeladas a -20 °C se molieron en un molino para carne
marca TORREY modelo 12 con dado 4 mm. La muestra molida, se colecto
en botes de plastico blanco de 1, tapados y almacenados a -20 °C en un
congelador American modelo CL 110, lo cual permiti6 su conservacion

hasta el momento de su utilizacion.

+ Microorganismos

Se utilizaron cepas puras de Lactobacillus sp., la cual fue suministrada por
el M.C. Roberto Armenta de la Universidad Autbnoma Metropolitana de la
Cd. de México, la cual fue aislada de residuos de camardén por la Dra.
Zainoha Zakaria, de la Universidad de Loughborough y suministrado el
cultivo en agar MRS. Para obtener el in6culo, esta bacteria se incub6 en
caldo MRS a 30°C durante 24 horas, hasta alcanzar una densidad Optica
igual a 2, determinada a una A=535 en un espectrofotObmetro marca

Genesis.

% Condiciones de fermentacion

A los residuos de camaron descongelado se le adicion6 10% de sacarosa
(p/p) y se inoculd con la cepa de Lactobacillus sp. (5% v/p). La
fermentacion de este sustrato semisélido de llevé a cabo por 7 dias a 30°C
en muestras de 2 kg, para lo cual se emplearon frascos de cristal con tapa
de plastico y capacidad para 4 kg. El pH se monitoreo cada 24 horas, con
la ayuda de un potenciometro marcas VWR Scientific modelo 2000

previamente calibrado con soluciones buffer pH 7 y pH 4; ésto, con el fin
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de confirmar la disminucion del pH y su estabilidad durante todo el

proceso.

Después de transcurrido los 7 dias de fermentacion y haberse mantenido el
pH 4, el fermentado se procedié a tamizar con malla de lino y lavado con
agua corriente, el licor obtenido se conservé en congelacion a -20 °C para

analisis posteriores (enzimas y proteinas).

El residuo sélido obtenido fue secado en estufa a 80°C por 6 horas para su
posterior caracterizacion quimica con los métodos empleados para la
caracterizacion de la harina de cabeza de camarén. A diferencia de las
harinas de camarén este residuo fue tratado primeramente por una
desproteinizacibn quimica y/o enzimatica y posteriormente una

despigmentacidén-desmineralizacion.

2.2.3 Extraccion de quitina
A continuacion se describe la secuencia de pasos que se siguieron para la

purificacion de quitina.

2.2.3.1 Despigmentacion y desmineralizacion
El cefalotérax de camardn contiene en su estructura, ademas de quitina
gue es el polimero de interés para este trabajo, un pigmento de tipo
xantina y sales minerales. Estos dos ultimos componentes se eliminaron

siguiendo la técnica de Caiiipa (1994).

Para realizar la despigmentacion se prepard una combinacion de
disolventes conteniendo acetona (75 %), éter de petrdleo (15 %) y agua (10

%). La relacién harina-solvente empleada fue 1 g/10 ml, se mantuvo la
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mezcla durante 3 horas en agitacion constante (300 rpm), a temperatura

ambiente.

Al finalizar este tiempo las muestras se filtraron con papel filtro grueso y
vacio para eliminar la fase liquida que contiene al pigmento extraido. La
fraccion sélida se enjuago varias veces con acetona hasta que los residuos
del lavado se observaron incoloros y posteriormente se secaron en estufa a

80 °C durante 6 horas.

Ya que se elimindé la parte de los pigmentos, se procedid a la
desmineralizacion. Esta consisti6 en tratar a la muestra con HCI 1N, en
relacion 1g/ 10 ml, durante 3 horas, a temperatura ambiente y con
agitacion constante (300 rpm). Al transcurrir las 3 horas se agregdé agua
corriente a la muestra, con el fin de disminuir la acidez y enseguida se
vertié sobre un tamiz de malla No. 80, en donde la harina fue lavada,
primeramente con abundante agua corriente y posteriormente con agua
desionizada. A continuacioén, para facilitar el secado, se filtra con vacio

finalmente se seca en estufa a 80 °C durante 6 horas.

En este punto, la harina problema contiene un complejo proteina-quitina
gue posteriormente es tratado quimicamente o bien enzimaticamente con
una proteasa alcalina comercial para solubilizar la proteina y finalmente

obtener quitina.

2.2.3.2 Desproteinizacion quimica
A la muestra despigmentada y desmineralizada se le realizd6 la
desproteinizacion por el método de Caiipa (1994), empleando NaOH al

4.5 % a una relaciéon masa:volumen de 1:15, el matraz se tap6 con papel

30



MZ'fy'Z[

aluminio y se colocdé en un bafio a 65 + 5 °C con agitacion constante
durante 3 horas. Transcurrido el tiempo preestablecido, se diluyé con agua
de la llave y se filtré sobre tamiz No. 100, se lavo a chorro de agua hasta
alcanzar la neutralidad y la remocion de la proteina hidrolizada. El dltimo
lavado se hizo con agua desionizada. Luego, el sélido se colocd sobre
papel filtro grueso y se removidé toda la humedad posible con vacio.

Finalmente, el residuo se seco6 en estufa a 80 °C durante 6 horas.

2.2.3.3. Desproteinizacion enziméatica
Para ello se empleo la técnica de Escobedo (1994), pesandose 10 g de
harina de cefalotérax de camardn previamente despigmentada vy
desmineralizada y se mezclé con 80 ml de la preparacion de un buffer de
carbonatos ajustado a pH 9.5, previamente verificado con potenciémetro.
Por otro lado se prepararon 5 ml de una solucion de la enzima proteasa
alcalina TAKABATE 380, marca ENMEX, de tal forma que la relacion
enzima:proteina fuese del 1%. Se colocaron, sin mezclar, ambas soluciones
en un bafo de agua a 50 °C. Una vez alcanzada esa temperatura en
ambos sistemas, se afiadid la solucidon enzimatica a la muestra, y se
empezd a contabilizar los 180 minutos de hidrdlisis, controlando la
temperatura y manteniendo constante la agitacion (300 rpm). Transcurrido
este tiempo, se inactivd a la enzima llevando el sistema a ebullicion 5
minutos. Se enfrid y lavdo a chorro de agua en un tamiz No. 100 para
remover la proteina hidrolizada. Se enjuagd con agua desionizada, se
realizd un nuevo filtrado sobre papel filtro grueso para la remocion de toda
la humedad posible empleandose vacio y se procedié a secar en una

estufa a 80 °C durante 6 horas.
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2.2.4 Determinacion de la calidad de la quitina, harina de

cabeza de camaron y residuos de la fermentacion

Tanto la harina de cabeza de camaron, los residuos de la fermentacion
como las quitinas obtenidas por los tres métodos evaluados, se les
realizaron determinaciones de humedad por el método de la estufa,
cenizas (AOAC, 1980), nitrégeno total por el método Kjeldahl (AOAC, 1980)
y a su vez comparando éstas ultimas con una muestra de quitina comercial

marca Sigma.

2.2.4.1 Humedad
Se realiz6 por el método de la estufa la cual consistid en pesar 2 g de
harina en la capsula de porcelana, el cual habia sido previamente pesado
después de secarlo 2 horas a 130 °C con la ventilacion abierta. Se Retiré de
la estufa, dejandolo enfriar en desecador y posteriormente pesar tan

pronto como se haya equilibrado con la temperatura ambiente.

Se calcula el porcentaje de humedad reportandolo como pérdida de
peso por secado a 130 °C.
% de Humedad = (A -B) 100

m

Donde:
A = Peso de la capsula mas muestra himeda
B =Peso de la capsula mas muestra secada
en la estufa

m = Peso de la muestra en gramos
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2.2.4.2 Cenizas
Se pesaron con precision 3 g de harina en un crisol de porcelana
previamente pesado después de haber sido calcinado 2 horas a 600 °C.
Luego se calcind la muestra carbonizandola primero con mechero en una
campana de extraccion, hasta que ya no saliera humo. Se metidé a la
mufla, cuidando que la temperatura no pasara de 550 °C para evitar que
los cloruros se volatilizaran. Posteriormente se suspendié el calentamiento
cuando las cenizas estuvieron blancas o grises (cuando se observaban
puntos negros, éstas se humedecian con gotas de agua destilada y se
secaban en la estufa a 130 °C para luego calcinarlas). Finalmente se enfrié
en desecador y se pesaron. El porcentaje de cenizas se calculo con la

férmula:

% de cenizas = (A - B) 100
m
Donde:
A = Peso del crisol + cenizas
B = Peso del crisol vacio

m = Peso de muestra en gramos

2.2.4.3 Nitrégeno total
Se realizé por el método Kjeldahl que consiste en una digestion, destilacion

y titulacion.

» Digestion
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Se peso 1 g de muestra y se coloco en el fondo de un matraz Kjeldahl de
800 ml, se adicionaron 3 perlas de vidrio, 85 g de mezcla digestora y

finalmente 25 ml de acido sulfurico concentrado.

Antes de iniciar la digestion encender el extractor de gases del equipo,
ajustar el reostato del digestor a temperatura media; colocar el matraz en
el digestor, y cuando la solucién deje de espumar, ajustar el reostato de tal
manera que el contenido del matraz siga en ebullicion hasta obtener un
color azulverdoso transparente, dejar la muestra por 30 minutos mas en el
digestor. El matraz se gira ocasionalmente para facilitar la remocién del
carbén; una vez completa la digestidon, dejar enfriar el matraz y su

contenido.

> Destilacion
Limpiar completamente el destilador utilizando de 150 a 200 ml de agua en

un matraz Kjeldahl, desechandose el destilado.

Colocar en el extremo inferior del condensador un matraz Erlenmeyer
conteniendo 50 ml de acido bdrico al 4% y 5 gotas de indicador rojo de
metilo, de tal manera que el extremo por donde sale el destiado quede
inmerso en el liquido contenido en el matraz.

Si la soluciéon contenida en el matraz se hubiera cristalizado durante el
enfriamiento, calentar ligeramente, posteriormente agregar 300 ml de
agua destilada manteniendo el matraz inclinado durante la operacion.
Anadir con sumo cuidado dos piezas de granalla de zinc y resbalando por
las paredes adicionar 90 ml de hidroxido de sodio al 50% previamente

enfriado en bafo de hielo, de tal manera que se forme una capa de
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hidroxido de sodio sin mezclarse por debajo de la solucion contenida en el

matraz.

Inmediatamente conectar el matraz destilador abriendo la llave de agua
de enfriamiento y agitando el contenido del matraz hasta que la soluciéon
adquiera un color uniforme, destilar manteniendo una ebulliciobn constante
hasta obtener un volumen de 300 ml en el matraz que contenga el acido

baorico.

Una vez terminada la destilacion, no se apaga la fuente de calor sin antes
desconectar el bulbo Kjeldahl del condensador; de lo contrario el destilado

sera succionado por el matraz Kjeldahl.

» Titulaciéon
Anadir dos gotas de indicador rojo de metilo al destilado y titular con una
solucidon valorada de acido sulfurico 0.1 N hasta un punto final de color
amarillo cobre o incoloro.

El porcentaje de Nitrdgeno se calculd con la siguiente féormula:

% Nitrégeno = (ml blanco - ml problema) (N H>SO4) (0.014) (100)

g de muestra

El contenido de proteina en las harinas de cefalotérax de camaron se hizo
restando el nitrdgeno quitinico al porcentaje de nitrdgeno total y
multiplicando esta diferencia por el factor 6.25. Para ello tuvo que
determinarse previamente el contenido de quitina de las muestras

empleando un método riguroso como es el de Horowitz y col (1957. La
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descripcion de este método, asi como el diagrama de flujo se muestran a

continuacion.

2.2.4.4 Estimacion del factor para la conversion de

nitrégeno a proteina de cabeza de camarén

Primeramente se requiere obtener quitina estandar (Figura 5) y para ello se
aplica el método propuesto por Horowitz y col. (1957), y posteriormente se
determina la cantidad de nitrdgeno en ella y finalmente se obtiene el

factor de conversién.

» Descripcion del método
Se pesan 10 g de muestra descalcificada (b.s.) y se mezclan con 100 ml de
acido férmico al 90%. Agitar durante 18 horas a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, la mezcla se diluye con agua deionizada y se filtra
con un tamiz nimero 100; hacer enjuagues con agua desionizada.
Posteriormente, el residuo se trata con 500 ml de una solucion de NaOH al
10% a 100 °C con agitacidon constante durante 2.5 horas. Enjuagar con

agua desionizada. El residuo es quitina.

2.2.5 Estimacion de costo, rendimiento, tiempo de proceso a nivel
laboratorio

Se realizdé un estudio de costos integrando los requerimientos de material,

reactivos y equipo, tomando como base al tratamiento elegido en cada

etapa; asi como también, el tiempo y el rendimiento. Se hizo un calculo

estimado de costo de 100 g. de quitina a partir de materia prima, la

cabeza de camaron fresca.
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(1) 25 h a 100 °C, agitacidon constante, NaOH al 10% y a razdn de 50 veces la muestrs

Figura 5. Metodologia para la obtencion de quitina estandar por el método

de Horowitz y col.
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Para la extraccidon de quitina a partir de la cabeza de camarén se
utilizaron como procesos fundamentales el secado para la obtencion de la
harina y la fermentacion lactica elaborar el residuo sélido fermentado.
Tanto la harina como el residuo de la fermentacion fueron caracterizados
guimicamente, y  posteriormente  desproteinizados quimica vy
enzimaticamente con el fin de comparar su efecto en la calidad y el
rendimiento de la quitina obtenida por ambos métodos de purificacion
empleados. También se realizd una estimacion de costo tomando como

base de calculo 100 g de quitina obtenida por ambas técnicas.
3.1 CARACTERIZACION DE LA HARINA DE CABEZA DE CAMARON

3.1.1 Distribucién del tamafio de particula
Las operaciones implicadas en la preparacion de las muestras de cabeza

de camardn, es decir, la obtencion, lavado, secado, molienda y tamizado




Rewdlados 4 Aisevsiones

no representan dificultad alguna, ya que se emplean procesos comunes y
accesibles. Después de la molienda de las cabezas secas se tiene, como
resultado de su tamizado, que las particulas correspondientes a la malla
No. 40 y 20 representan la fraccion mayoritaria, con un 54.5% y 34.5%,
respectivamente, del total de las harinas. Juntas representan mas del 80%
del total de las harinas. Las particulas obtenidas de la malla No. 10 tienen la
ventaja de poder ser molidas nuevamente. En la tabla 2 se muestra la

distribucion fraccionadas de las particulas obtenidas del tamizado.

Tabla 2. Proporcion de fragmentos de harina de cabeza de camardén

generados de la molienda (en base a un kg de muestra seca).

MUESTRA ‘ PESO (g) PORCENTAJE (%)
Harina entera 66 6.6
Harina de malla 20 345 34.5
Harina de malla 40 545 54.5
Harina de malla 60 44 4.4
TOTAL 1000 100.0

En muchas operaciones de la manufactura de los alimentos suele ser una
necesidad frecuente desmenuzar los sélidos mediante la aplicaciéon de
fuerzas mecanicas. La razon de disminuir el tamafio de la particula de una
masa dada del sélido producido conduce a un aumento en la superficie
del sélido, y dicho aumento en superficie sirve de ayuda a la velocidad de
extraccidon de un soluto deseado que crece al aumentar el area de
contacto entre el sélido y el disolvente (Brennan, 1970). A su vez el
tamizado permite fraccionar uniformemente en tamarfos a partir de la
mezcla original.

3.1.2 Humedad
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La humedad es uno de los parametros importantes a controlar durante las
operaciones de secado de la cabeza de camardn, pues la presencia de
agua puede facilitar o complicar el proceso de trituracion y conservacion.
Para ello se evalua el contenido de humedad de las muestras del
cefalotérax de camardn en diferentes etapas del procesamiento, los
cuales se reportan en la tabla 3. En ella se aprecia un alto contenido de
humedad en cabeza frescas, 77.5% y una reduccion hasta 8.5% después
del secado. El contenido de humedad continda disminuyendo, aunque en
menor proporcion, al moler las cabezas, debido a que se genera calor o
altas temperaturas por la friccion entre las particulas. Finalmente al tamizar
la harina entera, separando las particulas por su tamafo, la harina de

malla No. 40 presenta una humedad ligeramente menor a las otras.

Tabla 3. Variacion del contenido de humedad en la cabeza de camaréon y

sus harinas.
Cabeza fresca 77.5
Cabeza seca 8.5
Harina entera 8.0
Harina malla No. 20 7.6
Harina malla No. 40 7.0

Simpson y Haard (1985) reportan humedad en la harina de cabeza de
camaron del 4.4%, por su parte Canipa (1994) un 7.3%, mientras que las
particulas de malla 20 y 40 presentan humedades de 7.6 y 7.0 %,
respectivamente; estos valores tienen la ventaja de que se reduce su
capacidad de rehidratacion debido a que durante el secado se propician

dafos térmicos que alteraran los grupos polares (hidroxilos, aminas,
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carbonilos, etc.) por lo que dichos grupos ya no estan disponibles,
permitiendo asi una mejor conservacion de la harina. Del agua contenida
en un alimento dependen las propiedades reoldgicas y de textura de éste,
pero también es responsable en gran medida de las reacciones quimicas,
enzimaticas y microbiolégicas que son las tres principales causas del
deterioro de un producto (Badui, 1993). Ademas la capacidad de
produccién y eficiencia de la molienda pueden resultar afectadas. En
presencia de humedad puede tener lugar también una aglomeracion de

los productos (Brennan, 1970).

Es por ello que se requiere del secado de la materia prima para
contrarrestar éstos efectos y aumentar asi su vida de anaquel. Otro de los
efectos favorables del secado es que permite la disminucion de la
estabilidad de los carotenos, rompiendo o debilitando la unién que existe
con las proteinas y por lo tanto la facilidad de extraccion de los pigmentos
(Cheny Meyers, 19822; 1982 b).

3.1.3 Composicion quimica
En la tabla 4 se presenta la composicion quimica de la harina de cabeza
de camardn, para lo cual a la muestra primeramente se le dio un secado
previo hasta un porcentaje de humedad especificado, se molié y tamizd
con malla No. 20 y 40, evaluandose finalmente humedad, proteinas y
cenizas. Se observa un alto contenido de proteina en malla No. 40; la
determinacion de proteina, para el caso del cefalotérax de camaron, es
un punto polémico, debido a que no existe un factor para transformar
directamente el nitrdgeno total en proteinas. En este caso se empled un
factor de 5.81, cuyo origen se explica detalladamente en la discusion de la

tabla 5.
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Tabla 4. Composicion quimica de la harina de camaron.

HUMEDAD PROTEINA CENIZAS
No. MALLA (%) (%) (%)
20 7.64 42.30 16.98
40 6.97 48.16 15.67

Si se comparan los resultados de la tabla 4 con los obtenidos en
investigaciones realizadas anteriormente por Simpson y Haard (1985),
quienes reportaron un contenido de proteina de 43.13%, cenizas 25.2%,
humedad 4.4% y los de Caiiipa (1994) quien reporta un contenido de
proteina de 44.71%, cenizas 26.32% y humedad 7.3%; se tiene que son
semejantes en todas las fracciones excepto en el contenido de cenizas. Sin
embargo, No y Meyer (1995) mencionan que la diferencia de fracciones
de los componentes del cefalotérax de camardn se debe al tipo de

especie empleaday a la temporada de captura del camaroén.

Se puede decir que la cabeza de camardn esta compuesta en mayor
proporcion de proteina, lo cual lo hace altamente valioso desde el punto
de vista nutricional por el aporte de aminoacidos y especialmente de los
esenciales (como treonina, valina, isoleucina, leucina, lisina, triptéfano,
metionina y fenilalanina) (Cafipa, 1994), y de minerales; los cuales,
requieren de su remocidén, casi en su totalidad, en las etapas de
purificacion de la quitina, principalmente cuando se requiere obtener
quitina de buena calidad, ya que la presencia de cenizas y proteinas en la
quitina es un indicador de la efectividad del método utilizado, y por lo

tanto repercute finalmente en el precio de la misma.
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3.1.4 Factor de conversion para proteina
Fue necesario determinar un factor de conversion para el tipo de proteina
gue se esta trabajando, por no encontrarse en bibliografia este dato. La
finalidad de obtener este factor se debe a que la cabeza de camardn
esta compuesta por nitrdgeno proteico y no proteico, esta ultima fracciéon
corresponde al nitrdgeno quitinico, lo cual falsea el resultado final durante
la cuantificacién del contenido de proteina cruda real de la muestra; por

lo que se requiere realizar la correccion de proteina.

En la tabla 5 se presenta el valor de proteina cruda y proteina corregida en
las harinas de malla No. 20 y 40. El primer valor corresponde a la proteina
gue se obtiene al multiplicar por 6.25 el contenido de nitrégeno total en la
muestra. El segundo valor se obtiene restando el contenido de nitrbgeno
quitinico del nitrégeno total, para lo cual se tuvo que hacer un estudio del
contenido de quitina de la muestra por el método de Horowitz y col (1957),
cuya técnica se describe en la figura 5. Asi la diferencia se atribuye
exclusivamente al nitrdgeno proteico, por lo cual al multiplicar este valor
por 6.25 se obtiene la proteina corregida en la muestra y finalmente el
factor de conversion que surge como producto del cociente del valor de
proteina corregida entre el valor del nitrégeno total de la muestra, dando
como valores 5.67 y 5.96 para malla 20 y 40, respectivamente; sin embargo
se empled un factor de 5.81 que es el promedio de los dos factores
obtenidos, este valor es inferior al factor 6.25 el cual se utiliza generalmente
para la conversidon de proteina de origen animal, por lo que al utilizar éste
como factor para la harina de cabeza de camarén da un contenido de
proteina mas alto que si se utilizaran los factores de conversion aqui
obtenidos. Por otra parte Cafipa (1994) obtiene los factores de conversion

de 5.28 y 540 para las mallas 20 y 40 respectivamente, los cuales son
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inferiores a los reportados en el presente trabajo, esto puede deberse a la

especie utiizada y a la temporada de captura del camaron.

3.2 FERMENTACION LACTICA

3.2.1pH
El monitoreo del pH en la fermentacion |lactica es uno de los parametros
indicativos sobre la eficiencia del proceso de fermentacion, en este caso
una disminucién hasta el punto 6ptimo es lo deseable. En la tabla 6 se
muestran los promedios de pH registrado desde su inicio hasta el final del

proceso, siendo monitoreados cada 24 horas por un periodo de 6 dias.

Los resultados anteriores se emplearon para su representacion grafica
como se observa en la figura 5, en donde se esquematiza el
comportamiento del pH durante el proceso de fermentacion de la cabeza

de camardn cruda molida, obteniéndose valores entre

Tabla 5. Obtencién del factor para la conversion de nitrdgeno a proteina

de cabeza de camaron.

No. MALLA

20

Rendimiento quitina estandar

b) Nitrdgeno quitinico

¢) Nitrégeno quitinico (a*b/100)

d) g N2/100 g harina

e) N2 total en la muestra

f) Proteina total, factor 6.25
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g) N2 quitinico

h) Quitina (N2 quitinico * 100/6.9)

i) Nitrdgeno corregido (e - g)

) Proteina corregida, factor 6.25

k) Factor (j/e)

Promedio del factor

promedios deseables para la estabilizacion de sélidos de pH 4.4 ya que el
rango Ooptimo para este proceso es de pH 4.2 a 4.5 en un tiempo de 6 dias
a 30°C; los cuales resultan semejantes a los obtenidos por Cira y col. (1999)
quienes logran descender el pH de 7.5 hasta 4.4 utilizando una cepa pura
de Lactobacillus sp. como inéculo iniciador y teniendo como fuente de
carbohidratos la sacarosa al 10% (p/p). Por otra parte Vargas (2000) y
GoOmez (2000) quienes emplearon como in6culo al Lactobacillus sp.
presente, en forma inmovilizada y como fuente de carbohidratos la
melaza, en un producto denominado "probidtico" y ajustando el pH de la
fermentacion cercano a 6.5 con acido citrico observan el descenso de pH
hasta 4.4 en 6 dias. Esta disminucion del pH es el resultado de &cidos
organicos, principalmente acido lactico, producido por los

microorganismos presentes en el sistema.

Tabla 6. Monitoreo de pH durante la fermentacion lactica.
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5.2
4.6
4.5
4.4

o 01~ W

En la grafica se observa que durante el primer dia el descenso de la acidez
fue minima, debido a que el in6culo de Lactobacilllus sp. estaba en la fase
de latencia o adaptacion al sustrato, pero al transcurrir del primero al
segundo dia la variacion de pH fue mayor de 7.7 a 5.2, es decir cuando el
microorganismo esta en la fase logaritmica, y los dias posteriores el
lactobacilos entra en la fase estacionaria ya que es inhibido por el acido
|&ctico, esto lo explica Vargas (2000) al considerar que la acidificacion y la
multiplicacién celular del microorganismo estan muy relacionadas con las
cuatro fases del desarrollo microbiano, es decir a mayor reproduccion
mayor cantidad de acido lactico generado y que a su vez éste cambio de
acidez es provocado por la liberacion del fosfato inorganico y amonio
debido a la degradacion enzimatica de ATP y la capacidad buffer del
sustrato.

Si bien la cabeza de camarén alberga una microflora natural donde se
encuentra una gran variedad de bacterias lacticas que pueden ser
aisladas y emplearlas como indculo en la fermentacion de residuos de
camaron. Esto puede indicar el empleo innecesario del indculo iniciador
en un proceso fermentativo; sin embargo éste Ultimo por ser una cepa
pura tiene la ventaja de predominar en mayor cantidad sobre los
competidores, favoreciéndose asi su rapida multiplicacion y propagacion;
teniéndose por lo tanto un aumento en la cantidad de acido lactico
sintentizado, que afecta al desarrollo de la mayoria de los microorganismaos

causantes de la putrefaccion.
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Figura 6. Comportamiento del pH en el proceso de fermentacion lactica en
cabeza de camaroén fresco (Panaeus vannamei).
3.2.2 Separacion del residuo fermentado
En la tabla 7 se muestra la fraccion de residuo sélido fresco y licor separado
mediante filtracibn de manera artesanal. Como producto de la
fermentacion de 2000 g de cabeza de camarodn fresca se obtienen 2345 g
de residuo sdlido fresco que representa el 11.73%, llevandose a sequedad
para luego realizarle los analisis correspondientes a su caracterizacion
quimica y purificacion; por otra parte, el licor o sobrenadante obtenido es
de 1750 ml que representa el 88.27%, el cual puede ser almacenado en

refrigeracion para extraer otros materiales de interés.
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Tabla 7. Proporcion de los residuos de la fermentacion lactica de la cabeza

de camaron.

PRODUCTOS DE LA FERMENTACION LACTICA

CABEZA DE CAMARON OLIDQ OR
FRESCA Y MOLIDA R O
@ ¢
2000 234.5 1750
100% 11.72% 87.50

Estos resultados indican que la mayor proporcién esta representado por el
licor que contienen como componentes: agua, pigmentos, proteinas,
minerales, complejos enzimaticos y acidos organicos, productos de la
fermentacion y que pueden ser separados los componentes de valor
comercial como pigmentos y proteinas. Gémez (2000) mediante
centrifugacion refrigerada logré obtener como resultado de la separacion
un 36 % de residuo sélido, 61 % de licor y 3 % de sobrenadante
(correspondiente a los pigmentos). Esta gran diferencia en los resultados
demuestra que la centrifugacion bajo refrigeracion, en comparacion con
el método artesanal, tiene la ventaja de separar eficientemente las fases
generadas por la fermentacion, evitando al maximo la pérdida del residuo
solido, el cual contiene mayor proporcidn de quitina que es obtenida

mediante un proceso de purificacion.

3.2.3 Caracterizacion del residuo solido fermentado
En la tabla 8 se reportan los resultados obtenidos de la caracterizacion
guimica del residuo solido fermentado, de la cual se partid inicialmente

con 2000 g de cabeza de camaron fresca y molida para la fermentacion,
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obteniéndose 234.5 g de sodlido filtrado, posteriormente se sometido a
secado a 85 °C hasta humedad final de 8.3 %, dando como resultado 64.3
g de sdlido seco, y que a su vez se le determind proteina total por el
meétodo Kjeldahl usando como factor de conversion 5.81; asi como el

porcentaje de cenizas con un valor de 13.23 %.

Tabla 8. Caracteristicas quimicas del residuo sélido de la fermentacion

lactica

2000 234.5 64.39 8.3 32.13 13.23

Comparando éstos resultados con los reportados en la tabla 4 del presente
trabajo, sobre la caracterizacion de la harina de cabeza de camarodn sin
fermentar, se observa el producto de la fermentacion del cefalotérax,
posee menor contenido de proteina y cenizas, esto se debe a que
durante la fermentacion existe una desproteinizacion del residuo que es
causada por el aumento en la actividad proteolitica de las enzimas
digestivas presentes en el tracto digestivo localizado en la cabeza de
camaroén, con lo que se provoca una hidrdlisis de las proteinas segun lo
sugieren Cira y col (1998); y Gomez (2000). Por otra parte las condiciones
de alta acidez provocan una desmineralizacién del residuo de camarén al
reaccionar el acido lactico con los minerales (carbonato y fosfato de
calcio) unidos a la quitina, lo cual produce a su vez una descarboxilacion

gue conduce a la liberacion de CO;, apreciandose por la formacion de
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burbujas en la superficie del medio lo cual coincide con las observaciones

reportadas por Ciray Col (1998) y Gomez (2000).

Los resultados obtenidos podran servir en un momento dado para
determinar las concentraciones y volimenes de reactivos utilizados en la
purificacion de la quitina, y reducir asi en gran medida los costos de dichos

materiales, los cuales a su vez afectan al medio ambiente.

3.3  PURIFICACION DE LA QUITINA

3.3.1 A partir de harina de cabeza de camaron
3.3.1.1 Desproteinizacion quimica

En la tabla 9 se indica el rendimiento para cada una de las etapas al
extraer la quitina de la harina de cabeza de camarén, para ello se toma
una base de calculo de 100 g de harina para realizar el proceso de
separacion de minerales, proteinas y pigmentos. Como primer paso se
realizd la despigmentacion con una mezcla de acetona:éter de
petréleo:agua relacién de 75:15:10, y relacion masa:volumen de 1:10 con
un rendimiento de 91.01 g; el residuo sdlido filtrado; ya seco se procedié a
desmineralizarlo mediante acido clorhidrico al 1N con relacion
masa:volumen del 1:20, dando un rendimiento de 31.27 g; y finalmente la
desproteinizacion quimica con hidroxido de sodio al 4.5% en relaciéon
masa:volumen de 1:10. El residuo sélido obtenido es quitina cruda con un

rendimiento del 11.99%.

Caiipa (1994) reporta 12 % de rendimiento de quitina como resultado de

su investigacion al aplicar el método quimico durante la extraccion en
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harina de cabeza de camarodn, por lo que al hacer la comparacion con el
rendimiento de 11.99% de quitina obtenida se confirma la semejanza entre

ellos.

Tabla 9. Relacion de rendimiento por etapa al utilizar deproteinizacion
quimica en harina de cabeza de camaroén.

MUESTRA DESPIGMENTACION DESMINERALIZACION DESPROTEINIZACION
INICIAL (RESIDUO) (RESIDUO) QUIMICA

(QUITINA)

100 g 91.01 g 31.27g 11.99 g

Durante el proceso de purificacion de la quitina, la despigmentacion se
logra debido a que el pigmento astaxantina es una molécula no polar, y
conociendo que un solvente no polar solubiliza compuestos no polares y
viceversa, entre los solventes utilizados, para éste caso esta la acetona que
es levemente polar y el éter de petroleo que es solvente no polar. Segun
Luna (2000) la efectividad de la técnica empleada radica en los solventes
y en la necesidad de que la muestra este libre de agua (seca), ya que el
agua tiene una polaridad muy alta y su solubilidad es muy baja en los
solventes utilizados e impide que el solvente entre en contacto con el

pigmento Luna (2000).

Otra de las etapas de la purificacidn de quitina es la desmineralizacidon que
consiste en la remocion de los minerales, principalmente fosfatos y
carbonatos de calcio, que se encuentran asociados a la quitina mediante
enlaces idnicos. La reaccion se lleva a cabo por intercambio i6nico, en la
que el ién cloro del acido clorhidrico se une al ibn calcio de los fosfatos y

carbonatos, formando el cloruro de calcio, siendo éste soluble en agua,
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por lo tanto es facilmente eliminarlo por el drenado; pero la desventaja de
éste procedimiento es que afecta negativamente a la viscosidad del

biopolimero residual Cafipa (1994).

Estos resultados demuestran que es posible obtener quitina a partir de
residuos de los crustaceos por hidrélisis quimica de las uniones peptidicas
empleando hidréxido sodio, ya que a pH alcalino, a diferencia de pH
acido, es mayor la solubilidad de las proteinas y, por tanto, el rendimiento
en la extraccidn de proteinas. Sin embargo, es importante mencionar el
impacto ambiental de los efluentes al utilizar compuestos quimicos para
lograr este objetivo. Con esto ciertamente se logra la separacion de la
quitina, ya que el tratamiento alcalino ayuda a la solubilizacion de la
proteina; sin embargo, Escobedo (1994) indica que pH tan alcalino que se
alcanza hasta 12.5 en combinacién con la temperatura (60 °C 6 mas),

provoca dafios también en la molécula de quitina.

3.3.1.2 Desproteinizacion enzimatica

En la tabla 10 a diferencia con la tabla 9 en la desproteinizacion
enzimatica de la quitina se obtiene un rendimiento mayor de quitina cruda
de 1398 g a partir de 100 g de harina de cabeza de camardn en
comparacion con el tratamiento quimico donde se obtiene 11.99 g/ 100 g
de harina de cabeza de camarodn; por lo que, si se compara el método
guimico y el enzimatico para la obtencion de quitina, el método
enzimatico es mejor, por dos razones fundamentales que son esenciales en
las metas de este proyecto: La primera es un mayor rendimiento, y

segunda, la no utilizacion de reactivos que al final del proceso se
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convierten en contaminantes, y finalmente se logra reducir los costos de

separacion de la quitina y simplificar el proceso.

El procedimiento enzimatico para la desproteinizacion permite reducir el
uso de reactivos agresivos y, por lo tanto, se facilita la recuperacion de
otros componentes de interés, y se minimiza la despolimerizacion de la
quitina, asi como la desacetilacion no controlada. Estudios realizados sobre
la efectividad de este método han arrojado muy buenos resultados y la
factibiidad de llevar a cabo una desproteinizacidon enzimatica para
extraer quitina (Caiipa, 1994; Lizardi, 1998 y Luna, 2000).

Tabla 10. Relacion de rendimiento por etapa al utilizar desproteinizacion
enzimatica en harina de camaroén.

HARINA DE DESPIGMENTACION DESMINERALIZACION  DESPROTEINIZACION
CAMARON (RESIDUO) (RESIDUO) ENZIMATICA

(QUITINA)
100 g 91.28 g 32.24 g 13.90 g

Si en lugar de efectuar una hidrdlisis quimica se lleva a cabo una hidrdlisis
enzimatica empleando proteasas, se tendra un rompimiento gradual de los
enlaces peptidicos que permita que la proteina se desprenda del
complejo quitinico y se solubilice en el medio de reaccidn, quedando un
polisacarido menos dafado, ya que las enzimas no lo atacan (Escobedo,
1994).

Es por ello que se considera al tratamiento enzimatico como una

alternativa para la etapa de extraccidon de proteina y obtener quitina,
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buscando asi mejorar la calidad del producto. Puesto que la enzima
utilizada en el presente trabajo tiene la caracteristica de ser una
endopeptidasa capaz de hidrolizar los enlaces peptidicos de las moléculas
proteicas en intervalos de pH Optimos para su actividad de 9 a 10, y
temperaturas Optimas de 60 °C, existe el riesgo de que bajo estas
condiciones las proteinas sean desnaturalizas provocando asi la exposicion
de los enlaces peptidicos y subsecuentemente la susceptibilidad a la

accion de las enzimas.

3.3.2 A patrtir del residuo de la fermentacion

3.3.2.1 Desproteinizacion quimica

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del tratamiento quimico
aplicado a los residuos de la fermentacidon para la purificacion de la
quitina, para lo cual se tomd6 una base de calculo de 100 g del residuo
solido inicial. La separacibn de sus componentes que consistid
primeramente en la despigmentacion con una mezcla de acetona:éter de
petréleo:agua relacion de 75:15:10 y relacion masa volumen de 1:10,
teniéndose un rendimiento de 90.1 g, posteriormente el residuo sdélido
fitrado y seco se desproteinizd gquimicamente con hidroxido de sodio al
4.5% en relacion masa:volumen de 1:10, generandose un rendimiento de
67.7 g, y finalmente desmineralizarlo mediante acido clorhidrico al 1N con
relacion masa:volumen del 1:20. El residuo solido obtenido fue quitina

cruda con un rendimiento de 52.4 g.

Tabla 11. Relacion de rendimiento por etapas al utilizar desproteinizacion
quimica en el residuo de la fermentacién
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RESIDUO DE LA DESPIGMENTACION | DESPROTEINIZACION | DESMINERALIZACION
FERMENTACION (RESIDUO) QUIMICA (QUITINA)
LACTICA (RESIDUO)
100 g 90.19g 67.79 5249

Comparando este rendimiento con el presentado en la tabla 9 y 10, donde
se trabajé con harina de cabeza de camardn, resulta ser alto, en
apariencia; pues para obtener la cantidad de 52.4 g de quitina a partir de
residuo sélido fermentado se requirid de 3110 g de cabeza de camardn
fresca, mientras que para obtener el mismo rendimiento a partir de harina
de cabeza de camardn se requeririan 1939 g de cabeza de camardn
fresca, la cual es menor. Pero la diferencia estriba en las caracteristicas
qguimicas de ambas, puesto que el residuo soélido presenta una
prepurificacion por efecto de la fermentacion por lo que requiere de
menos cantidad de reactivos para su posterior purificacion en

comparacion a la harina.

3.3.2.2 Desproteinizacion enzimatica

En el residuo de la fermentaciéon generalmente se espera una cantidad
menor a la inicial de los componentes de la cabeza de camarén, dentro
de los cuales se encuentran: Lipidos, cenizas, proteinas y pigmentos, aun
asi éstos requieren de una extraccion o purificacién para la obtencion de
quitina. Para lograrlo, primeramente, se realizé la despigmentacion con
una mezcla de acetona:éter de petréleo:agua relacidon de 75:15:10 y
relacion masa volumen de 1:10, presentandose un rendimiento de 90.1 g,
el residuo sélido filtrado y seco se procedié a desproteinizarlo con una
enzima comercial "Tekabate", determinandose un rendimiento del 73.3 g, y

posteriormente desmineralizarlo mediante acido clorhidrico al 1IN con
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relacion masa:volumen del 1:20. El residuo soélido obtenido fue quitina

cruda con un rendimiento del 55.9 g (tabla 12).

Tabla 12. Relacion de rendimiento por etapa al utilizar desproteinizacion
enzimatica en el residuo de la fermentacion lactica.

RESIDUO DE LA DESPIGMENTACION DESPROTEINIZACION DESMINERALIZACION

FERMENTACION (RESIDUO) ENZIMATICA (QUITINA)
LACTICA (RESIDUO)

100 g 90.19g 73.39 5599

A partir de métodos biolégicos se pueden obtener productos con mejores
resultados, aunque con frecuencia los rendimientos son bajos comparados
con los métodos quimicos. Dentro de estos métodos se encuentra el
procedimiento del ensilado con bacterias lacticas, el cual tiene la ventaja
sobre los métodos, de que es posible recuperar producto de alto valor
agregado, tales como enzimas, proteinas y pigmentos a partir de los
mismos residuos. Ademas combinados con la desproteinizacion enzimatica
presentan la ventaja de obtener una quitina de mayor calidad debido a
que las enzimas no destruyen al biopolimero, permitiendo una efectiva
hidrélisis de los enlaces peptidicos, y a su vez una reduccién en la
utilizacidn de reactivos nocivos, que al final son la principal fuentes de

contaminacioén del medio ambiente.

3.4 CALIDAD DE LA QUITINA OBTENIDA

3.4.1 Composicion quimica de la quitina

En la tabla 13 se muestran los resultados de la caracterizacidon quimica de

las quitinas obtenidas a partir de harina de cabeza de camarén y residuo

de la fermentacion mediante desproteinizacidon quimica y enzimatica,
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cuyos metodos se detallan ampliamente en la metodologia. Los
parametros principales evaluados fueron: cenizas y nitrégeno, teniéndose
niveles de cenizas el maximo (1.3 %) para la obtenida por
desproteinizacion enzimatica a partir de harina de cabeza de camaréon y
minima (0.9%) para la obtenida de la desproteinizacion quimica del residuo
de la fermentacioén, en la cual también el porcentaje de nitrégeno total
resultd bajo, aunque esta disminucion del contenido de nitrégeno se
observa que predomina en los métodos quimicos aplicado tanto para la
harina como para el residuo de la fermentaciéon en comparacion con la

desproteinizacién enzimatica.

GOmez (2000) y Canhipa (1994) obtuvieron 0.4 y 0.65% de cenizas
respectivamente; a su vez la quitina comercial de la marca Sigma presenta
0.85% de cenizas; por lo tanto, los valores obtenidos en la quitina extraida
resultan superiores a los recomendados pero en general se encuentran
dentro de los niveles aceptables en funcidn del uso que tendria la quitina.
La presencia de cenizas en la quitina es un indicador de la efectividad del
meétodo utilizado para remover el carbonato célcico, por lo que se puede
decir que el proceso de desmineralizacion es eficiente segun Luna (2000)

cuando el contenido de cenizas es menor del 1%.

Tabla 13. Composicion quimica de la quitina obtenida por
desproteinizacion quimica y enzimatica a partir de harina vy
residuo de la fermentacion de la cabeza de camaroén.

HARINA DE CABEZA RESIDUO DE LA
i DE CAMARON ] FERMENTACION
COMPONENTE (%) METODO METODO METODO METODO
QUIMICO  ENZIMATICO @ QUIMICO  ENZIMATICO
Cenizas 1.0 1.3 0.9 1.0
Nitrogeno total 4.4 5.9 4.9 5.4
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En cuanto al contenido de nitrdgeno, éstos son inferiores a los reportados
por Gomez (2000) y Caiiipa (1994), 7.14 y 6.29% respectivamente, y a los de
la quitina comercial Sigma, siendo mas marcados en las muestras que
fueron tratadas quimicamente. Tedricamente se considera como quitina
pura un rango de porcentaje de nitrégeno de 6.7 - 7.01% segun Luna
(2000). Sin embargo, los bajos niveles de nitrdgeno obtenidos en este
trabajo pueden deberse a que las proteinas fueron solubilizadas en mayor
proporciéon durante el tratamiento quimico por efecto de la temperatura y
de la concentracion de los agentes quimicos tales como hidroxido de
sodio o bien a la pérdida de nitrdgeno durante la operacidn del equipo
Kiendhal.

3.5 ESTIMACION GENERAL DEL COSTO DE PRODUCCION DE QUITINA

A continuacion se presenta una relacion de los materiales, reactivos,
equipo y tiempo necesarios para la realizacion de éste proyecto. El estudio
preliminar acerca de costos, corresponde a escala experimental y
deberan ajustarse si se desea realizarlos a nivel piloto.

3.5.1 Insumos, tiempo y equipo empleado durante el proceso para

obtener quitina

En la tabla 14 y 15 se presentan los requerimientos minimos, divididos en
etapas para la produccion de 100 g de quitina a nivel laboratorio a partir

de harina de cabeza de camaron y residuo de la fermentacion |lactica.

Como se puede observar en la tabla 14 el equipo que se utiliza por mas
tiempo y que requiere mas potencia es la estufa de secado cuando se

inicia la extraccion de quitina de la harina de cabeza de camardn. En
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cambio en la tabla 15, se tiene que la incubadora representa el equipo de
mayor tiempo de uso (168 h) y con una potencia de 600 W/hora, seguido
por la estufa de secado. Por ello se considera que estos equipos influyen

directamente sobre el costo de produccion de quitina.

Tabla 14. Insumo, tiempo y equipo empleado para obtener quitina a partir
de harina de cabeza de camaron.

ETAPA MATERIAL EQUIPO, POTENCIA OPERACION
Y REACTIVOS Y TIEMPO MANUAL
Obtencion, Cabeza de Secador eléctrico 6600 W,
secado, molidoy |camardnfresca 3.70 [3h 25h
tamizado de kg Molino p/ cereal 667 W, 20'
muestra Tamizador 971 W, 20'
Despigmentacion | Eter de petroleo  1.251 | Agitador magnético 180 W,
Acetona 6.261 |3h 1h
Agua destilada 0.83 | Estufa p/secado 750 W,
| 6h
Desmineralizacion | Ac. clorhidrico 0.47 | | Agitador magnético 180 W,
Agua desionizada 3h 1lh
1.701 Estufa p/secado 750 W,
Agua destilada 14.71 | 6h
I
Quimica |Hidroxido de sodio 0.18 | Agitador magnético 180 W,
kg 3h 1h
c Agua destilada 3.91 |Estufa p/secado 750 W,
he) | 6h
% Enzimatic |Enzima Tekabate 0.004 |Agitador magnético 180 W,
= a kg 3h 1h
2 Na.COs 0.004 kg |Estufa p/secado 750 W,
a NaHCOs 0.015kg |6h
g agua destiada  0.13
|

Tabla 15. Insumo, tiempo y equipo empleado para obtener quitina a partir
de residuo de la fermentacion lactica.

MATERIAL

EQUIPO, POTENCIA

OPERACION

Obtencion,
congelaciony
molienda de la
muestra

Y REACTIVOS

Cabeza de
camaron fresca  5.93

kg

Y TIEMPO

Congelador 1491 W, 48 h
Molino p/carnes 2237 W, 20'

MANUAL
1h
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Preparacion de Cepa Incubadora 600 W, 24 h 0.25h
indculo Caldo MRS 0.02 kg
Periodo de Incubadora 600 W, 144 h
fermentacion y Estufa 760 W, 6 h 1lh
secado del
residuo
Eter de petréleo 0.291 | Agitador magnético 180 W,
Despigmentacion | Acetona 1.431 3h 1lh
Agua destilada 0.19 | | Estufa p/secado 750 W,
6h
NaOH 0.12 kg |Agitador magnético 180 W,
c Quimica |Agua destilada 2.58 |3h 1h
58 I Estufa p/secado 750 W,
S 6h
£ Enzima 0.0006 kg | Agitador magnético 180 W,
% Enzimatic |Na:COs 0.0020 kg |3h 1h
a a NaHCOs 0.01 kg |Estufa p/secado 750 W,
g Agua destiada  1.30 |6h
I

Ac. clorhidrico  0.081 |Agitador magnético 180 W,
Desmineralizacion | Agua desionizada 0.20 | 3h 1h
| Estufa p/secado 750 W,
Agua destilada 2.62 [6h

|

En lo que se refiere a los reactivos y su costo, el mas caro es el étery el que
se utiliza en mayor cantidad es la acetona, pero ambos solventes pueden
recuperarse en 70%, por lo tanto su efecto en el costo podria verse

disminuido al considerar este beneficio.

Por otra parte, en la tabla 16, 17, 18 y 19 respectivamente se indican los
insumos y equipo empleados para la obtencidon de 100g de quitina, a
términos econdmicos, con precios vigentes a la fecha (Septiembre del
2000), para la desproteinizacion quimica y enzimatica, tanto para la harina
como para el residuo de la fermentacion.

En la tabla 17 a diferencia de la tabla 16, el costo de los insumos y equipo
utilizados es menor y a su vez con un mayor rendimiento, por lo tanto esto

se reflejaria en mejores ganancias para la empresa.
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Tabla 16.

Costo estimado de 100 g de quitina obtenida por

desproteinizacion quimica de harina de cabeza de camarén.

INSUMOS \ CANTIDAD PRECIO TOTAL
Cabeza de 3.71Kg $ 0.00 $ .00
camaron fresca
Eter de petr6leo 1.251 163.95/ | 204.94
Acetona 6.26 | 57.05/I 359.95
HCI 0.47 | 50.01/I 23.55
NaOH 0.18 kg 208.00/kg 37.44
Agua destilada 19.46 | 2.60/I 50.60
Agua desionizada 1.701 7.37/ 12.53
Energia eléctrica 35.46 KWH 0.41/KWH 14.54

TOTAL: $ 70355

Tabla 17.

Costo estimado de 100 g de quitina obtenida por

desproteinizacion enzimética de harina de cabeza de camaron.

INSUMOS \ CANTIDAD PRECIO TOTAL
Cabeza de 3.20Kg $ 0.00 $ 0.00
camaron fresca
Eter de petréleo 1.08 | 163.95/ | 177.06
Acetona 5.40 | 57.05/ 308.07
HCI 0.40 | 50.01/I 20.00
NaHCOs 0.02 kg 428.00/kg 8.56
Na2COs 0.004 kg 318.00/kg 1.27
Enzima 0.004 kg 325.00/kg 1.30
Agua destilada 15.60 | 2.60/! 40.56
Agua desionizada 1.40 | 7.37/| 10.32
Energia eléctrica 35.46 KWH 0.41/KWH 14.54
TOTAL $ 581.68

Por otra parte al comparar los resultados de las tablas 16 y 17 con la 18 y 19

se observa una marcada diferencia, puesto que para obtener 100 g de

quitina a partir de residuo sélido fermentado se requiere de una mayor

cantidad de materia prima debido a que en la actualidad la cabeza de

camaron es un desperdicio sin importancia para el acuacultor o pescador;

sin embargo, los costos de produccion se ven reducidos con respecto a los
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presentados en la tabla 16 y 17. Puesto que la cantidad de reactivos es

menor al purificar la quitina proveniente del residuo de la fermentacion.

Tabla 18.

Costo estimado de 100 g de quitina obtenida por

desproteinizacion quimica del residuo de la fermentacion lactica de la
cabeza de camaron.

INSUMOS \ CANTIDAD PRECIO TOTAL

Cabeza de
camaron fresca 5.94 Kg $ 0.00 $ 0.00
Caldo MRS 0.02 kg 3400.00/kg 60.00
Azucar 0.59 kg 6.00/kg 3.54
Eter de petréleo 0.29 | 163.95/ | 47.55
Acetona 1431 57.05/I 81.58
HCI 0.08 1 50.01/I 24.96
NaOH 0.12 kg 208.00/kg 4.00
Agua destilada 5.27 | 2.60/I 13.70
Agua desionizada 0.20 | 7.37/ 1.47
Energia eléctrica 206.76 KWH 0.41/KWH 84.77
TOTAL:| $ 329.57

Tabla 19.

Costo estimado de 100 g de quitina obtenida por

desproteinizacion enzimatica del residuo de la fermentacion
lactica de la cabeza de camaron.

Cabeza de

camaron fresca 556 kg $ 0.00 $ 0.00
Caldo MRS 0.02 kg 3400.00/kg 68.00
Azucar 0.56 kg 6.00/kg 3.36
Eter de petréleo 027 | 163.95/ | 44.27
Acetona 134 | 57.05/I 76.45
HCI 0.08 | 50.01/! 4.00
NaHCOs 0.01 kg 428.00/kg 4.28
Na2COs 0.002 kg 318.00/kg 0.64
Enzima 0.000.6 kg 325.00/kg 0.20
Agua destilada 4.30 I 2.60/I 11.18
Agua desionizada 0.20 I 7.37/| 1.47
Energia eléctrica 206.76  KWH 0.41/KWH 84.77
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TOTAL:

298.62

Tabla 20. Resumen del costo estimado de produccion de 100 g de quitina

en relacion del método.

HARINA DE CABEZA

RESIDUO DE LA

DE CAMARON FERMENTACION
METODO METODO ME,TODO METQDO
QUIMICO ENZIMATICO QUIMICO ENZIMATICO
Cabeza fresca 3.71 kg 3.20 kg 5.96 kg 5.56 kg
Costo $ 703.55 $581.68 $ 329.57 $ 298.62

En la tabla 20 se presenta un resumen general del costo de produccion de

100 g de quitina, observandose que éste es menor al utilizar el residuo de la

fermentacion y la desproteinizacidon enzimatica, por lo tanto se beneficia la

calidad y el costo de produccion de la quitina.
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@» Es posible obtener quitina mediante la desproteinizaciéon quimica y
enzimatica de la harina y residuo sélido fermentado de la cabeza de

camaron.

&> El rendimiento de la quitina en residuo soélido fermentado se ve

afectado cuando se emplea filtracidn artesanal.

@» Los métodos de extraccidon empleados en la harina y residuo sélido
fermentado de la cabeza de camardn no influyen determinantemente

en la calidad de la quitina obtenida, la cual cumple con los




Concusiones

parametros mas importantes especificados en investigaciones

anteriores.

@» Los costos de produccion de quitina a nivel laboratorio se reducen al
emplear la combinacion de meétodos de fermentacion lactica y
desproteinizacion enzimatica, aunque el tiempo para su produccion es

mas prolongado.

@» La fermentacion lactica combinada con la desproteinizacion
enzimatica resulta una alternativa viable para preservar los desechos
de camardn, ya que facilita su manejo, deposicion o utilizacion con el
fin de resolver problemas de contaminacion generados por las plantas

procesadoras de camaron.
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Comparar el efecto de la desproteinizacidn quimica y enzimatica en la
calidad y rendimiento de la quitina obtenida a partir de harina o residuo

de la fermentacion de la cabeza de camardn (Panaeus vannamei).

Objetivos especificos:

% Obtener quitina de la cabeza de camarén a partir de su harina o del
residuo de la fermentacion lactica mediante desproteinizacion quimica

y enzimatica.

% Determinar el grado de pureza de quitina extraida en cada método

mediante la determinacion de nitr6geno total y cenizas.




05121\'40 W

s Determinar el tiempo requerido por cada método en la extraccion de

quitina.

% Evaluar el costo de produccion de quitina a nivel laboratorio.
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@» E| cefalotérax de camarén es un subproducto que puede ser
aprovechado. Tiene la ventaja de que proviene de un recurso
renovable, es wuna materia prima econdmica vy, ademas,
especialmente como fuente de quitina, quitosano, pigmentos Yy
proteinas. Con el aprovechamiento integral de estos componentes se
evitaria el problema de estos residuos contaminantes, tanto en las

granjas camaronicolas como en las plantas procesadoras.

@» La siguiente etapa de esta investigacion debe comprender estudios a
escala piloto para evaluar la factibilidad técnico-econdmica y con

estos resultados ofrecer la tecnologia desarrollada al sector productivo.




Recomendaciones

@& También es necesario realizar estudios a nivel laboratorio sobre la
desacetilacion de la quitina para obtener quitosano, la cual tiene una

amplia gama de aplicaciones.

@&» El empleo de la centrifugacion refrigerada para la separacion de los
componentes de la fermentacibn es importante pues asi se

incrementaria el rendimiento de residuo solido fermentado.
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El propésito del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
desproteinizacion quimica y enzimatica de la harina y del residuo
fermentado de la cabeza de camardn sobre la calidad y rendimiento de

la quitina.

Primeramente fue necesario obtener la cabeza de camardn, las cuales
fueron facilitadas por la comunidad de Bahia de Guasimas y la planta
congeladora Yaco Impulsora de la Costa S.A. de C.V., y luego se empled
el proceso de secado para obtener la harina y la fermentacion lactica
para generar el residuo sélido fermentado, y posteriormente realizar la

caracterizacion quimica de ambos materiales.




Resumer

Tanto la harina como el residuo solido de la fermentacion fueron
despigmentadas, desmineralizadas y desproteinizadas quimica vy
enzimaticamente para la obtencion de quitina, y finalmente se determino
su calidad y rendimiento. La calidad no se vié afectada por ninguno de los
métodos empleados, pues los parametros de calidad evaluados cumplen
con los requerimientos sugeridos en investigaciones anteriores. En cuanto al
rendimiento, para el caso el residuo sélido fermentado si se ve afectado,
pero no por los métodos aplicados sino por las operaciones de filtracion

realizadas artesanalmente.

Finalmente se realiz6 una estimacion del costo de produccién a nivel
laboratorio de quitina para los dos métodos evaluados, teniéndose mejores
resultado con la combinacién del método de fermentacioén lactica con la

desproteinizacion enzimatica.
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