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RESUMEN

Los tratamientos con agua bajo condiciones subcriticas permiten recuperar productos de
valor agregado en tiempos cortos y menor impacto ambiental. En este trabajo se estudio la
extraccion de o-quitina con agua bajo condiciones subcriticas a partir de cefalotérax de
camaron. El método de Taguchi se empled como disefio experimental para estudiar con un
ndmero reducido de experimentos los factores: relacion muestra de cefalotrax/agua
destilada (CW/4H20), tiempo y temperatura del tratamiento, con una matriz ortogonal Lo
(3%). Las variables de respuesta consideradas fueron rendimiento de proteina soluble,
determinacion de pH y analisis elemental. EI rendimiento de proteina soluble se cuantificd
por el método de Lowry-Peterson. El andlisis elemental se realizd por Fluorescencia de
Rayos X (FRX). La caracterizacion estructural y morfologia de las muestras se realizaron
por Espectroscopia de Absorcién en el Infrarrojo con Transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada (IRTF-RTA), Difraccion de rayos X (DRX), Microscopia
Electrénica de Barrido acoplada a un sistema de Microanalisis por Dispersion de Energia de
Rayos X (SEM-EDS). El contenido de proteina residual en la fraccion sélida se realizé por

analisis quimico proximal.

De acuerdo con el disefio experimental de Taguchi el mayor rendimiento de proteina soluble
se obtuvo con la relacion 0.09 CW/¢H20 durante 5 min a 260 °C, que fue de 140.73 mg de
proteina/g de CW. Los elementos identificados en todas las muestras fueron Ca, P, S, K, ClI
y Al % g/kg como macroelementos y Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br y Sr ug/g, como
microelementos. No se encontraron diferencias significativas en la composicion elemental y

valor de pH por la prueba de comparacion de medias multiples Tukey-Kramer.

Las fases cristalinas identificadas por DRX a-quitina, calcita, hidroxiapatita y trazas de
cuarzo. La presencia de estas fases se corroboro por IRTF-RTA, SEM-EDS. El mayor % wt
(82.2) de a-quitina se obtuvo con la relacién 0.17 CW/qH20 durante 30 min de tratamiento
a 260 °C. De acuerdo con los resultados obtenidos el tratamiento con agua bajo condiciones
subcriticas resultd efectivo para remover proteina, pero no se observaron cambios

significativos en la remocion de minerales.



ABSTRACT

Treatment with water under subcritical conditions allows the recovery of added-value
products in short times and low environmental impact. At this work was studied the
extraction of a-chitin with water under subcritical conditions from shrimp cephalothorax.
The taguchi method was used as an experimental design to study with a reduced number of
experiments, the factors sample of cephalothorax/distilled water ratio (CW/qH20), the time
and the treatment temperature with an orthogonal matrix Lo (3%). The response variables
considered were soluble protein yield, pH determination and elemental analysis. The soluble
protein yield was quantified through the method Lowry-Peterson. Elemental analysis was
carried out with X-ray Fluorescence spectroscopy (XRF). The structural and morphology
characterizations of the samples were made by Attenuated Total Reflectance Fourier
Transform Infrared spectroscopy absorption (ATR-FTIR), Powder X-ray Diffraction
(PXRD) and Scanning Electron Microscopy coupled to an Energy scattering X-ray system
(SEM-EDS). Protein residual content in the solid fraction was determined by proximal

chemical analysis.

According to the experimental design of Taguchi, the highest performance of soluble protein
yield was found for the ratio 0.09 CW/qH20, for 5 min of treatment at 260 °C, was of 140.73
mg of protein/g of CW. The elements identified in all samples were Ca, P, S, K, Cl and Al%
g/kg as macromoelements and Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Br and Sr pg/g as microelements. No
significant differences were found in the elemental composition and pH value by the Tukey-

Kramer multiple mean comparison test.

The crystalline phases identified by XRD were a-chitin, calcite, hydroxyapatite and traces
of quartz. The presence of these phases was corroborated by ATR-FTIR and SEM-EDS. The
highest content of a-chitin (82.2 wt%) was obtained for the ratio 0.17 CW/qH>0 and 30 min
of treatment at 260 °C. According to the results obtained the treatment with water under
subcritical conditions proved effective to remove protein, but no significant changes were

observed in the removal of minerals.
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1. INTRODUCCION

La a-quitina es un copolimero formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina unidas por enlace B-(1-4) (Kurita, 2006). Debido a sus propiedades
antibacterianas y antifingicas; que es biocompatible, biodegradable, biosorbente, se ha
estudiado en tratamiento de aguas residuales, industria papelera, en sistemas de suministro
de farmacos, ingenieria textil, biotecnologia, agricultura, entre otras (Gortari & Hours, 2013;
Gyung-Hyun, Ro-Dong, & Woo-Jin, 2010; Kurita, 2006).

En este trabajo se estudio la extraccion de a-quitina apartir de cefalotérax de camaron por
un método fisicoquimico. EI método consiste en emplear agua bajo condiciones subcriticas,
temperatura entre 230 y 280 °C, y una presion entre 2.7 y 20 MPa (Garrote, Dominguez, &
Parajo, 1999). La ventaja de este método es que solo se usa agua destilada y energia para
elevar la temperatura, no se generan residuos de acido y bases fuertes como en el método
quimico y los tiempos del tratamiento no son largos como en el método bioldgico. Para
optimizar el namero de experimentos se empled el método de Taguchi con una matriz
ortogonal Lg (3%) para estudiar los factores: relacion muestra de cefalotorax/agua destilada
(CW/4H20), tiempo y temperatura del tratamiento. Las variables de respuesta consideradas
fueron rendimiento de proteina soluble, determinacion de pH y analisis elemental. De
acuerdo con el disefio experimental de Taguchi el mayor rendimiento de proteina soluble se
obtuvo con la relacion 0.09 CW/4H>0 durante 5 min a 260 °C, que fue de 140.73 mg de
proteina/g de CW. La desproteinizacion de los desechos de crustaceos es un tema importante

en la extraccion de a-quitina, debido a sus aplicaciones biomédicas y en alimentos.

Para determinar la composicion elemental de las muestras y sus tratamiento se empleé la
técnica de Fluorescencia de Rayos X (FRX), con esta técnica se identificaron y cuantificaron
los elementos como Ca, P, S, K, Cl y Al % (g/kg) como macromoelementos y Cr, Mn, Fe,
Ni, Cu, Zn, Bry Sr ug/g, como microelementos o elementos trazas, su presencia se atribuye
a las funciones elementales de los crustaceos, a los alimentos ingeridos y a la capacidad que
tienen para absorber minerales del agua circundante (Tacon, 1989). Las fases cristalinas
identificadas por Difraccion de Rayos X (DRX): a-quitina, calcita, hidroxiapatita y trazas de
cuarzo. La identificacién de calcita e hidroxiapatita en este trabajo es de gran importancia,

debido a sus aplicaciones, biomédicas y en alimentos. El mayor % wt de a-quitina (82.2) se

13



obtuvo con la relacion 0.17 CW/4H20 durante 30 min de tratamiento a 260 °C. De acuerdo
con los resultados obtenidos el tratamiento con agua bajo condiciones subcriticas resultd
efectivo para remover proteina, pero no se observaron cambios significativos en la remocion

de minerales.

En el capitulo 2 se describen los fundamentos teoricos del presente trabajo. En capitulo 3 se
describe la metodologia experimental empleada en los tratamientos, el modelo del disefio
experimental de Taguchi y las técnicas de caracterizacion. En el capitulo 4 se presentan los
resultados del método del Taguchi para los variables rendimiento de proteina, pH y anélisis
elemental. Los resultados de la caracterizacion estructural y morfologia de las muestras por
Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo con Transformada de Fourier con Reflectancia
Total Atenuada (IRTF-RTA), Difraccion de Rayos X (DRX), Microscopia Electrénica de
Barrido acoplada a un sistema de Microanalisis por Dispersion de Energia de Rayos X

(SEM-EDS). Finalmente, en el capitulo 5 se presentan las conclusiones.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Propiedades estructurales de la quitina

La quitina es un biopolimero formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por
enlace B-(1,4), mismo que dicta la direccién en la que se agregan mas unidades (crecimiento
de la cadena) (Figura la). Las cadenas de este biopolimero se arreglan en un espacio
tridimensional a largo alcance, es decir, presenta semi-cristalinidad (Bé&ssler, 1984); que
puede adoptar diferentes formas polimorficas a, B, y y-quitina. (Rudall, 1963). La a-quitina
es el polimorfo méas abundate en crustaceos, las cadenas se arreglan antiparalelamente, a la
direccion de crecimiento (se alterna entre una y otra, Figura 1b) (Raabe et al., 2006). La a-
quitina se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos (cangrejos, camarones, gambas, Krill
y langostas) (Roberts, 1992) y se encuentra unida a proteinas y minerales (Gortari & Hours,
2013; Hou et al., 2016; Kurita, 2006) para brindar soporte y resistencia al caparazén. La -
quitina y y-quitina se encuentran en menor proporcion, en el primer caso las cadenas se
arreglan de forma paralela y en el segundo caso se alternan dos cadenas en una direccion
con otra en direccidn contraria (Figura 1b), ambos polimorfos se encuentran en estructuras

que requieren flexibilidad y tenacidad (Roberts, 1992).

a) Cadena de quitina

CHs /CH3
OH
H H O:c/ H H OH H o=¢ H
5 N\
H o H NH H 5 H NH
- - HO
o HO o
HO o] HO o
| e8] ] [ands)
o NH H Ho i i
H ofo/ H ofc/
N H o on Boo=t_ " H oH
CH3 CHz

Direccién de crecimiento
de la cadena

»

b)

s a a A A A A A A A A A A

A 4 A 4 v \ 4 v

a-quitina B-quitina y-quitina

Figura 1. a) Cadena de quitina y la direccion de crecimiento. b) Arreglo de las cadenas en los
tres polimorfos (Roberts, 1992).
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La parte mineral de los exoesqueletos, esta constituida principalmente por carbonato de
calcio (CaCOs3) amorfo y cristalino (Kurita, 2006; Mikkelsen, Engelsen, Hansen, Larsen, &
Skibsted, 1997; Roberts, 1992). EI CaCOs presenta tres polimorfos: aragonita, vaterita y
calcita (Zhang, Xie, Xu, Pan, & Tang, 2012). Los dos primeros polimorfos y el CaCOs en
estado amorfo son formas inestables, reaccionan fécilmente en medio acuoso para
convertirse en calcita, el polimorfo més estable (Zhang et al., 2012). EI CaCOs se almacena
en los crustaceos en estado amorfo (Zhang et al., 2012), en especial durante el proceso de
muda cuando se necesita endurecer el exoesqueleto (Luguet & Marin, 2004). La presencia
de Mg ayuda a estabilizar el CaCOs en estado amorfo y evita que se trasforme en calcita
cuando no es necesario (Zhang et al., 2012). Se ha descrito la presencia de fosfato de calcio
amorfo (Cas(POa4)2) y calcita con Mg que sustituye al atomo de Ca (BofRelmann, Romano,
Fabritius, Raabe, & Epple, 2007; Raabe et al., 2006).

La a-quitina y la calcita forman estructuras tridimensionales altamente organizadas en el
exoesqueleto de crustaceos marinos como se muestra en la Figura 2a. Las cadenas de o-
quitina se arreglan en un espacio tridimensional, eje a, b y c: las cadenas crecen a lo largo
del eje ¢ antiparalelamente (Figura 2c); una cadena esta junto a otra a lo largo del eje b
(Figura 2c); y una cadena se encuentra atras de otra a lo largo del eje a (Figura 2c). Las
cadenas se mantienen unidas por fuertes puentes de hidrégeno. El arreglo tridimensional de
la estructura de la a-quitina un paralelepipedo Ilamada celda unidad que cristaliza en un
sistema ortorrombico, grupo espacial P212:2: (Minke & Blackwell, 1978; Raabe et al., 2006)
(Figura 2c). Los parametros red de la celda a = 4.74 A, b = 18.86 A, ¢ = 10.32 A, y los
angulos formados a = =y = 90° (Minke & Blackwell, 1978; Raabe et al., 2006),

Por otro parte, la calcita presente en los crustaceos, cristaliza en el sistema trigonal, grupo
espacial R3c, los parametros de red de la celda unidad sona=b=4.989 A, c=17.062 Ay
los &ngulos o = = 90° y y = 120°.
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\a de a-quitina ~30 nm ‘
s %ﬂ-#ﬁ'“?’»rﬂ?‘*ﬁ»’*‘\?‘*%%ﬂ'w

Nanofibril

0.5~2 pm

Cadena de quitina

Calcita

(@)

Celda unidad

N-acetil-D-glucosamina
(CaHsNO5)

(b)

Figura 2. Esquema de la estructura jerarquica del exoesqueleto de crustaceos marinos. (Qu, Verma, Alucozai, & Tomar,
2015).

La a-quitina forma nanofibrillas de aproximadamente 3 nm de diametro y 300 nm de largo
que se integran por 18-25 cadenas de quitina (Atkins, 1985; Raabe et al., 2006) (Figura 2a).
Las proteinas y el CaCOs se unen a las nanofibrillas de a-quitina para formar fibras de
quitina-proteina-mineral con diametros de 50 a 300 nm (Romano, Fabritius, & Raabe, 2007).
En el esquema de la Figura 2a solo se representa el arreglo estructural de la a-quitina y la
calcita debido a que el arreglo con las proteinas es complejo. Las fibras se apilan formando
planos que rotan 180° como se muestra en la Figura 2a (Raabe et al., 2006; Raabe, Al-
Sawalmih, Yi, & Fabritius, 2007; Romano et al., 2007).
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2.2. Métodos de extraccion de e-quitina

Para extraer la a-quitina es necesario remover proteinas y minerales, los métodos que se han
descrito en la literatura; el quimico, bioldgico, combinaciones de ambos y enzimatico. En el
método bioldgico se emplea la fermentacién con microorganismos del género Lactobacillus,
Bacillus y Serratia, entre otros (Hou etal.,, 2016). En el método quimico se utilizan
soluciones concentradas de alcali y acido (principalmente NaOHy HClal My 0.2-2 M
respectivamente) que a menudo requieren calentamiento (desde temperatura ambiente a 100
°C) (Percot, Viton, & Domard, 2003; Roberts, 1992) para desproteinizar y desmineralizar
La desventaja de este método es que el uso de acidos y bases fuertes dafia la estructura de la
a-quitina y se modifican las propiedades fisicoquimicas de la a-quitina (peso molecular,
viscosidad y grado de acetilacion) y las aguas residuales generadas pueden ocasionar
problemas ambientales (Mahmoud et al., 2007; Percot et al., 2003). EI método bioldgico, se
considera amable con el medio ambiente, debido a que se puede recuperar proteinas,
aminoacidos y pigmentos, ademas de a-quitina (Gyung-Hyun et al., 2010), y no se generan
aguas residuales acidas o de alcali como el método quimico. La desventaja de este método
es el tiempo de fermentacion de 3 a 5 dias, lo que puede impedir la adaptacion a escala
industrial. EI método enzimaético requiere el uso de proteasas, purificadas o extractos crudos,
como alcalasa, pepsina, papaina, pancreatina y tripsina. ElI empleo de proteasas purificas
elevaria el costo del tratamiento (Younes & Rinaudo, 2015). Ademas, se ha descrito que la
remocion de proteina por este método es inferior en comparacion con el quimico, con el 5-

10 % de proteina residual asociada a la quitina aislada (Younes & Rinaudo, 2015).

2.3. Agua bajo condiciones subcriticas

En el presente trabajo se empled agua en condiciones subcriticas como tratamiento para la
extraccion de a-quitina. El diagrama de fases del agua de la Figura 2 permite entender el
concepto de agua en condiciones subcriticas. El agua alcanza el punto critico cuando se
encuentra a 374 ° C y 22.1 MPa de presion, en este punto se puede diferenciar la region
subcritica y la region supercritica, la primera ocurre cuando el agua se encuentra en
condiciones cercanas a este pero inferiores, y la segunda cuando se encuentra en condiciones

superiores al punto critico (Brunner, 2009).
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Figura 3. Diagrama de fases del agua (Anénimo, 2012).

Cuando el agua se encuentra en condiciones subcriticas se favorece la formacion de iones
hidronio (HsO") (Figura 4), esto se debe a que el producto ion del agua (Kw) aumenta al
incrementar la temperatura entre 150 y 250 °C (Ruiz, Rodriguez-Jasso, Fernandes, Vicente,
& Teixeira, 2013). A temperatura ambiente el valor de Kw es 1 x 10" y alcanza su maximo
valor a los 250 °C con 1 x 10! aproximadamente (Brunner, 2009). El agua en condiciones
subcriticas se caracteriza por actuar como reactivo y medio de reaccion, por lo que, permite
la extraccion de sustancias no polares (es capaz de disolverlas) (Brunner, 2009; Ruiz et al.,
2013).

H,0 <> H* + OH"
H+ +H20 '—-‘H30+

Figura 4. Autoionizacion del agua.

El tratamiento con agua en condiciones subcriticas requiere de reactores que soporten altas
presiones y temperaturas. En los trabajos descritos en la literatura, los autores concuerdan
en que la temperatura, el tiempo de tratamiento, tamafio de particula, cantidad de agua y
configuracién de reactor, afectan, y puede causar reacciones de hidrdlisis,
despolimerizacion, deshidratacién, descarboxilacion, alteracion o degradacion de
componentes y mayor disponibilidad de productos. (Brunner, 2009); (Iryani et al., 2014;
Lavoie, Capek-Menard, Gauvin, & Chornet, 2010).
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Este método se empez6 a estudiar en los afios setenta para eliminar residuos tdxicos,
peligrosos o de dificil disposicion. Posteriormente se enfocé para la extraccion de
compuestos de valor agregado a partir de biomasa vegetal, principalmente para recuperar
azUcares, almidon, celulosa, hemicelulosa y lignina de residuos como bagazo de cafia, olotes
y madera (Vallejos, Felissia, Kruyeniski, & Area, 2015; Yang, Yuan, Li, & Sun, 2015). En
cuanto a biomasa animal hay reportes de tratamientos realizados en visceras de pescado
(Kang, Daimon, Noda, Hu, & Fujie, 2001; Yoshida, Terashima, & Takahashi, 1999) y
exoesqueletos de camardn (Quitain, Sato, Daimon, & Fujie, 2001) de los que se ha
recuperado proteinas principalmente, &cidos organicos y &cidos grasos, o bien como un
pretratamiento de alteracion morfolGgica para tratamientos posteriores con enzimas (Osada
etal., 2012). Es comun encontrar en la literatura al tratamiento con agua en condiciones
subcriticas como proceso de autohidrdlisis, agua caliente comprimida (HCW, por sus siglas
en inglés), hidrotermdlisis, agua caliente liquida (LHW, por sus siglas en inglés),
procesamiento acuoso, presion de coccion en agua y tratamiento hidrotérmico. (Brunner,
2009; Ruiz et al., 2013).

2.4. Método de Taguchi

El método de Taguchi fue desarrollado por el Dr. Genichi Taguchi en 1940 con el objetivo
de mejorar la calidad de productos manufacturados, posteriormente fue introducido en
Estado Unidos en 1980. Desde entonces este método se ha aplicado en la industria para

optimizar procesos y hacerlos robustos (insensibles ante variaciones de factores externos).

El empleo de este método como disefio experimental, ademas de la optimizacion, tiene la
ventaja de estudiar dos o mas factores con varios niveles mediante arreglos ortogonales
(matriz), que reducen el nimero de experimentos a realizar respecto de otros disefios
estadisticos. Los arreglos ortogonales tienen una nomenclatura como la siguiente: Lg (3%),
inicia con la letra “L” (Latin squares), un subindice que indica el nimero de experimentos a
realizar (9 para este caso), y entre paréntesis se especifica el total de combinaciones posibles
entre los niveles y factores de estudio, con el numero de niveles como base (3 para este
ejemplo) y el numero de factores como exponente (3 para este ejemplo). Para comprender
el ahorro en la cantidad de experimentos respecto de otros disefios, considérese el siguiente

ejemplo: el estudio de tres factores con tres niveles se puede llevar a cabo con un disefio
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factorial 3% 0 con el método de Taguchi mediante un arreglo Lo (3)%. En el primer caso se
tendrian que realizar 27 experimentos (sin considerar repeticiones), con el segundo se
tendrian que realizar 9 experimentos. EI nimero de experimentos a realizar es importante
debido al tiempo, materiales y reactivos que deben invertirse. La desventaja principal del
método de Taguchi es que solo considera los efectos principales de los factores, es decir, no
permite estudiar las posibles interacciones entre estos, situacion contraria en un disefio
factorial donde ademas de los efectos principales, se pueden encontrar todas las posibles
interacciones entre ellos. En el &mbito cientifico, el método de Taguchi ha sido aplicado en
investigaciones con arreglos Lis (2%), Lis (3°), Lis (2* x 37) y Las (3%) dependiendo de las
necesidades de cada investigacion (Rao, Kumar, Prakasham, & Hobbs, 2008).

La variable respuesta se interpreta con un indicador llamado S/N (en inglés Signal/Noise)

que se calcula con la siguiente ecuacion:
5/y = —10log(MSD) (1)

La Distancia Estadistica Multivariada (MSD) es una medida de la dispersién de los datos,
para calcularla se debe definir cual es el comportamiento 6ptimo de la variable respuesta, es

decir, “qué es mejor™:

» Que la variable respuesta adopte el menor valor posible, disefio Tipo S:

)

» Que la variable respuesta adopte el mayor valor posible, disefio Tipo B:

_ YRHYE 4 4YE

MSD

S S
MSD = vivi vk ?3)
» Que la variable respuesta se aproxime a un valor establecido (nominal), disefio Tipo N:

(Y=Y 2+ (Y —Yg) 2 4 (Y —Yp)?
n

MSD

(4)

Con Y, = Valor de la variable respuesta para la n-ésima repeticion del experimento.
Yo = Valor que se desea aproximar
n = NUmero de repeticiones de cada experimento

Los valores de S/N para cada experimento se agrupan y promedian para construir graficas

como se muestra en el apartado 4.2.1 determinacion de proteina soluble.
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JUSTIFICACION

Los desperdicios de camardn pueden ser aprovechados para la recuperacion de productos de
valor agregado (a-quitina, pigmentos, proteinas y minerales), evitando asi problemas
ambientales debido a su rapida putrefaccion (descomposicion de materia organica). Cuando
esta ultima ocurre en grandes voliumenes puede alterar los ecosistemas. En condiciones
normales estos reciclan la materia organica, pero cuando la reciben en cantidades anormales
(eutrofizacidn), proliferan organismos descomponedores, saprofitos (hongos y bacterias)
que aumentan el consumo de oxigeno; esto en sistemas lacustres, es particularmente grave,
ya que no se oxigenan facilmente. Los compuestos azufrados y COg, liberados por estos
microorganismos cambian las condiciones fisicoquimicas del agua ocasionando mortandad
en los ecosistemas. Por otro lado, la descomposicion de materia organica sin presencia de
oxigeno, produce metano (CHa), un gas de efecto invernadero que también contribuye al

calentamiento global.

La a-quitina es el producto de mayor valor, su extraccion se ha descrito por métodos
quimicos, quimicos/mecanicos, bioldgicos y quimicos-biolégicos. EI principal
inconveniente de estos métodos es la generacion de efluentes con alcali y acido, y/o con un
alto contenido de materia organica, ademas de tiempos largos de reaccion. El método
fisicoquimico que se propone en este trabajo tiene como ventaja: tiempos cortos de
tratamiento (5 a 30 min), emplea agua destilada como medio de reaccion, y permite recuperar
a-quitina, proteina y minerales. Aunque se requiere de energia para alcanzar las temperaturas
entre 230 y 280 °C.

Por otro lado, la recuperacion de minerales como CaCO3z y Caz(POa4). es un tema importante
debido a sus aplicaciones biomédicas y en alimentos. El fosfato de calcio cristalino, forma
parte de las bioceramicas, un material biocompatible, que puede ser una alternativa de

protesis para diversas aplicaciones.
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HIPOTESIS

Se obtendré a-quitina como resultado de someter cefalotérax de camaron a un tratamiento
con agua bajo condiciones subcriticas. La a-quitina obtenida deberd contener una menor

cantidad de proteinas y minerales.

OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener a-quitina con agua bajo condiciones subcriticas a partir de cefalotérax de camarén.

Objetivos particulares

» Estudiar los factores: relacion muestra de cefalotérax/agua destilada (CW/4H20),
tiempo y temperatura del tratamiento empleando el método de Taguchi y las
variables de respuesta, rendimiento de proteina soluble, determinacion de pH y

analisis elemental.

» Determinar el valor de pH y cuantificar el rendimiento de proteina soluble por el
método de Lowy-Peterson de la fraccion liquida.

» Caracterizar la fraccion solida mediante las siguientes técnicas espectroscépicas:
e Fluorescencia de Rayos X (FRX).

e Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo con Transformada de Fourier
con Reflectancia Total Atenuada (IRTF-RTA).

e Difraccion de Rayos X (DRX).

e Microscopia Electronica de Barrido acoplada a un sistema de

Microanalisis por Dispersion de Energia de Rayos X (MEB-EDS).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia experimental

3.1.1. Preparacion de muestra

Se utilizo cefalotorax de camardn proveniente del mercado local “La Nueva Viga” como
materia prima para realizar los tratamientos con agua bajo condiciones subcriticas. Este
subproducto consistié en mezclas de especies de Litopenaeus que fueron molidos en un
molino para carnes (Tor Rey M-32-3 HP) a un tamafio de particula de 0.31 cm. El material
obtenido se seco en charolas cubiertas con papel aluminio a 50 °C durante 3 h en una estufa.
Posteriormente el secado prosiguio a temperatura ambiente por 3 dias y después a 30 °C

durante 24 h en una estufa.

La muestra de cefalotorax de camarén (CW) acondicionada como se describi6 anteriormente
fue analizada por métodos estandar de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales
(AOAC, 1990 por sus siglas en inglés). La composicion porcentual en base seca fue de 51.45
+ 0.17 de proteina y 25.05 + 0.08 de cenizas.

3.1.2. Reactor para tratamiento con agua bajo condiciones subcriticas

El reactor de alta presién empleado es de un volumen interno de 40 mL y fabricado de acero
inoxidable 316 (Figura 5a). Esta equipado con un manémetro (Swagelok, USA) (Figura
5a1), dos valvulas de alta presion (Swagelok, USA) (Figura 5az), una chaqueta ceramica
externa de calentamiento (Figura 5d) y dos termopares independientes (Figura 5asz). Un
termopar mide la temperatura dentro del reactor y el otro en la chaqueta cerdmica, ambos se

monitorean por un sistema de control y ajuste de temperaturas (Figura 5b).
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Figura 5. Componentes del reactor utilizado para la experimentacion: a) reactor armado
y sus partes; b) sistema de control; c) celda de reaccion; d) chaqueta de cerdmica.

3.1.3. Disefo experimental de Taguchi

El método de Taguchi se empled para optimizar los factores de variacion y estudiar su
influencia sobre las variables de respuesta. El disefio experimental empleado fue un arreglo
ortogonal Lo (3%) y los factores de variacion considerados: tiempo de tratamiento (t) con los
niveles 5, 15 y 30 min, temperatura del tratamiento (T) con los niveles 230, 260 y 280 °C y
la relacion de CW/4qH20 (g/g), donde: CW (desperdicio de camardn) y ¢H20 (agua destilada)
con los niveles 0.05,0.09y 0.17. Las variables de respuesta consideradas fueron rendimiento
de proteina soluble, pH y analisis elemental. En la Tabla 1 se muestran los factores de
variacion y los niveles a lo largo de matriz Lo, también la presion que registro cada
tratamiento. La nomenclatura de los tratamientos inicia con un nimero del 1-9 para facilitar
su identificacion seguido de la combinacion de niveles. Cada tratamiento se realizo por
duplicado. El andlisis estadistico se realiz6 con un indicador llamado relacion Sefial/Ruido
(S/N, por sus siglas en inglés) (Genichi T 2000).
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Tabla 1. Arreglo ortogonal Ly (3)° del disefio de Taguchi con los factores y niveles
empleados en la experimentacion y la presion que registré cada experimento.

Factor Relacion (g CW / Tiempo Temperatura (°C)
g dH20) (min) *
Nivel 1 0.05 5 230
Nivel 2 0.09 15 260
Nivel 3 0.17 30 280
Tratamiento Disefio Presion
(MPa)
1R1-t1-T1 1 1 1 2.78 +0.09
2R1-t2-T2 1 2 2 10.21 + 3.59
3R1-t3-T3 1 3 3 20.18 +2.78
4R2-t1-T2 2 1 2 5.36 £ 0.64
5R2-t2-T3 2 2 3 8.94 £ 0.60
6R2-t3-T1 2 3 1 3.94+£0.95
7R3-t1-T3 3 1 3 10.39 +1.98
8R3-12-T1 3 2 1 3.96 £ 0.66
9R3-t3-T2 3 3 2 5.00 + 1.66
*Desviacion estandar de £
4 °C para cada nivel.

3.1.4. Procedimiento experimental para los tratamientos

Los tratamientos con agua bajo condiciones subcriticas descritos en la Tabla 1 se realizaron
bajo la siguiente metodologia experimental: en la celda de reaccion (Figura 5c¢) se introdujo
un agitador magnético en forma de cruz, y la muestra con la relacion CW/qH20
correspondiente a cada nivel del factor relacién. El reactor fue cargado a su maxima
capacidad y se mantuvo con agitacion magnética en una parrilla (Thermolyne 1000).
Posteriormente, el reactor se armo y las valvulas fueron cerradas. La chaqueta de ceramica
se calento previamente antes de colocarla en el reactor a la temperatura requerida del cada
tratamiento. Una vez que en el interior de la celda de reaccion se habia alcanzado la
temperatura requerida, se registr0 la presién durante el tiempo de tratamiento
correspondiente. Para detener la reaccion una vez trascurrido el tiempo de reaccion
requerido, el reactor armado se llevo a bafio de hielo frappe dentro de un cuarto frio (5 °C).
Una vez que el reactor se encontrd bajo condiciones de presion y temperatura ambiente se
procedié a desarmalo. El producto del tratamiento se filtré con papel filtro tamafio 40 um,

la fraccion liquida se conservd en un tubo falcon de 50 ml, y en otro tubo se guardo la
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fraccion sélida retenida, ambos tubos se almacenaron a -20 °C (congelador Revco) hasta su

posterior analisis.

La fracciodn liquida de cada tratamiento se descongel6 a temperatura ambiente, después fue
centrifugada a 10,000 rpm durante 15 min a 4 °C (Thermo Scientific Sorvall Legend XTR).
El sobrenadante obtenido se filtro con papel filtro 40 um y para cada tratamiento: se guardd
una porcién como referencia en un ultracongelador a -20°C (modelo -86 °C 120 V 60 Hz
Thermo Scientific™ Forma™ serie 900), mientras que la otra porcion se utilizé para realizar
las determinaciones correspondientes (se guarddé a — 4°C cuando no era utilizada). La
fraccion solida de cada tratamiento fue secada en una estufa a 40 °C durante 24 h, y luego
se molié (Micro molino Bel-Art H3725-20000; hoja y camara de molienda de acero

inoxidable: 120 VAC, 60 Hz.) durante 3 min aproximadamente.

3.2.  Andlisis Disefio de Taguchi

3.2.1. Determinacion de proteina soluble

La cantidad de proteina soluble se determind en el sobrenadante de las muestras testigos (Po)
y las tratadas con agua bajo condiciones subcriticas (Ps) siguiendo la técnica descrita por
Lowry-Peterson, 1977; para ello se prepar6 una curva estandar con seroalbimina bovina. La
curva estandar presentd una respuesta lineal que se ajustd a un factor r2 = 0.9925 entre 50 y
700 ug de proteina soluble/mL de sobrenadante. Todas las mediciones de absorbancia fueron

realizadas en un espectrofotometro Genesys 6 (Thermo Spectronic).

Las muestras testigos (Po) se prepararon con la muestra (CW) y agua destilada (4H20) para
las relaciones propuestas, pero no fueron sometidas a tratamiento con agua bajo condiciones
subcriticas (C1, C2 y C3). Para cada nivel del factor relacion (Tabla 1) se adicioné6 CW/
dH20 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, el cual se sell6 con parafilm y se mantuvo con
agitacion magnética durante 30 min (Thermo Scientific modelo SP131015Q, nivel 5),

posteriormente se filtro para separar la fraccion liquida y la fraccion sélida.
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Para calcular el rendimiento de proteina soluble (Y) por tratamiento, se empleé la ecuacion
(1), cuidando que nivel del factor Relacion fuera el mismo que el tratamiento en cuestion.

Ye = P — Py (5)
Donde:
Y« = Rendimiento de proteina en el k-ésimo experimento con el i-ésimo nivel del factor
relacion.
Po = Cantidad de proteina soluble inicial presente en el sobrenadante del testigo en el i-
ésimo nivel del factor relacion.
Pw = Cantidad de proteina soluble final presente en el sobrenadante del k-ésimo
tratamiento en el i-ésimo nivel del factor relacion.
i = Valores de 1, 2 0 3 segun el nivel de la Relacion considerada

k = Valores de 1, 2... hasta 9 segtn el experimento.

3.2.2. Determinacion de pH

Las medidas se realizaron con un potenciometro HANNA pH 210 previamente calibrado

conun bufferapH4ypH7.

3.2.3. Fluorescencia de Rayos X (FRX)

El andlisis elemental determinado por Fluorescencia de Rayos X se utilizé como variable de
respuesta para identificar y cuantificar los elementos quimicos presentes en la muestra antes
y después de los tratamientos, estas se analizaron por duplicado. El sistema de FRX
empleado es un equipo para analisis in situ SANDRA (Sistema de Analisis No Destructivo
por Rayos X) (Ruvalcaba Sil, Ramirez Miranda, Aguilar Melo, & Picazo, 2010), que detecta
elementos a partir del nimero atomico 13. El equipo cuenta con un detector de Si a 45° de
la direccion de excitacion de los rayos X. Los tubos de rayos X disponibles tienen un &nodo
de Mo, Rh y anodos con ventana de Be y filtro de N. También cuenta con dos laseres que se
centran manualmente utilizando una camara junto con el dispositivo, esto con el fin de
establecer la region de analisis. La potencia maxima de los tubos de rayos X es 75 W (50 kv,
1.5 mA). Las condiciones utilizadas para el analisis fueron 0.125 mA, 35 kV en un area
activa de 0.03 cm? a 2 cm de distancia, los datos se colectaron del canal 20 al 270 y el tiempo

de adquisicion de los espectros fue 120 s. Los datos obtenidos se procesaron con el software
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DppMCA (Redus, Huber y Sperry, 2009) visualizacion y control para procesadores de
sefiales Amptek. El tratamiento de los datos se realiz6 con el software PyMCA (Solé et al.,
2007). Los calculos de analisis cuantitativo se realizaron con el software AXL y se usaron
estandares como materiales de referencia, Referencia de Materiales Estandar (SRM por sus
siglas en inglés) del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST por sus siglas en
inglés): NIST SRM 1573A.

3.3.  Caracterizacion estructural de fracciones sélidas obtenidas

3.3.1. Espectroscopia de Absorcién en el Infrarrojo con Transformada de Fourier
con Reflectancia Total Atenuada (IRTF-RTA)

La espectroscopia FT-IR se utiliz6 para determinar los grupos funcionales presentes en las
muestras de la fraccion solida. Los espectros se obtuvieron por ATR (Reflectancia Total
Atenuada) en un espectrémetro FTIR (Perkin EImer modelo Spectrum 100, UK) en la regién
de 4000 a 550 cm™ con 32 escaneos por muestra. Todas las muestras fueron previamente
pulverizadas hasta obtener un tamafio de particula de 140 um. Los espectros obtenidos se
compararon con el espectro de CaCOs puro (Laboratorio Laitz S.A. de C.V.), de
hidroxiapatita (Sigma-Aldrich) y una a-quitina obtenida por un método bioldgico descrito
por Cira et al., 2002.

3.3.2. Difraccion de Rayos X (DRX)

Las muestras se analizaron en difractometro Rigaku Ultima V, operado a 40 KV y 30 mA,
con radiacién CuKo A = 1.5406 A. Los datos fueron colectados de 5 a 80° en escala 26 con
detector de estado solido D/teX-ULTRA a una velocidad de 10 °/min. La identificacion de
fases se realiz6 considerando los resultados del analisis quimico EDS, consultado la base de
datos del Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD, 2007 por sus siglas en inglés).
Para el andlisis cuantitativo de fases los datos de las fases cristalinas identificadas, se
obtuvieron de la base de datos Estructuras Cristalinas Inorgénicas (ICSD, 2013 por sus siglas
en inglés), de la Base de Datos Estructural de Cambridge (CSD, 2015 por sus siglas en
inglés) y de la Base de Datos de la Estructura Cristalina del Mineralogista Americano

(AMCSD por sus siglas en inglés). Las fases cristalinas identificadas fueron a-quitina (CSD-
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SUSGIWO04) (Sikorski et al., 2009), calcita (CaCOs3) (ICSD - 16710), hidroxiapatita Cas
(PO4)30H (ICSD-22059) (Kay et al., 1964) y cuarzo (SiO2) (ICSD-27826).

Los parametros de celda, la simetria del cristal y las coordenadas atomicas se introdujeron
en el programa de Rietveld GSAS Il (Toby & Von Dreele, 2013). Los parametros refinados
fueron: factor de escala, parametros de forma del pico, pardmetros de orientacion
preferencial y parametros de red al final del refinamiento. Los parametros de forma el pico
instrumentales se mantuvieron constantes y se determinaron a través del andlisis de una
muestra estandar de hexaboruro de lactano, LaBs (NIST SRM 660). Lo anterior permitio
modelar la forma del pico refinando Unicamente pardmetros microestructurales. Las
coordenadas atomicas se mantuvieron fijas durante el refinamiento. El fondo fue modelado
utilizando un conjunto de puntos seleccionados a los cuales se ajustd una funcion polinémica
Chevyschev con 12 términos y pardmetros de refinamiento. La microestructura de a-quitina
se model6 considerando una simetria uniaxial para el tamafio de dominio cristalino, de esta
manera, dos parametros son refinables: tamafo ecuatorial D y tamafio axial L. El tamafio
axial es el tamafio del dominio cristalino a lo largo del eje C, la direccion de la fibra, que es
la direccion de la cadena polimérica de la a-quitina, este parametro no se refind ya que su
tamafio es del orden de um y no contribuyen al ensanchamiento de las reflexiones; sélo se

refind el tamaro ecuatorial D.

El sistema cristalino en el que se arreglan las fibras de a-quitina es ortorrombico con un
grupo espacial P21212;. Estructuralmente las cadenas de a-quitina estan alineadas en forma
corrugada y antiparalela sobre el plano bc. Con la posicién antiparalela se establecen puentes
de hidrdgeno y por consiguiente se tiene una estructura mas estable (ref). La hidroxiapatita
cristaliza en un sistema hexagonal con simetria descrita por el grupo espacial P63/m, también
se model6 la microestructura con una componente axial L (con direccion del eje ¢ hexagonal)
y una ecuatorial D para el tamafio de dominio cristalino. Para la calcita y el cuarzo (en su
caso) no se consideraron efectos de tamafio de cristal para describir la anchura de las

reflexiones.

30



3.3.3. Microscopia Electronica de Barrido (MEB) con Microanalisis de Energia
Dispersiva de Rayos X (EDS) acoplada

Las imagenes obtenidas por MEB, se observaron en un microscopio JEOL JSM-7800F
equipado con un sistema de microanalisis por dispersion de energia de rayos-X
caracteristicos (EDS), con un voltaje entre 3y 5 kV para MEB; y entre 12 y 20 Kv para EDS.
Las muestras con forma de hojuelas con tamafio fino menor a 177 um, se fijaron en una cinta
de carbono adherida a un porta muestras de aluminio. Posteriormente se recubrieron con una

capa fina de oro para evitar que la muestra se cargara.

3.4.  Anélisis quimico proximal

El porcentaje de humedad, cenizas y cuantificacion de nitrogeno total se realizé de acuerdo
con el método de la Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1990 por sus

siglas en inglés) nimero 954.01.

Para la determinacion de nitrogeno total las muestras fueron digeridas en tubos de digestion
tipo Kjeldahl de 300 ml, empleando una unidad de digestion Biichi B-426 que fue conectada
a un lavador de gases Bichi B-412 para atrapar los vapores de trioxido de azufre (SOs). La

destilacion de las muestras digeridas se realiz6 en una unidad Biichi B-323.
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4., RESULTADOSY DICUSION

4.2.  Andlisis Disefio de Taguchi

4.2.1. Determinacion de proteina soluble

Los resultados de la cuantificacion de proteina soluble presente en las fracciones liquidas
obtenidas de los tratamientos se presentan en la Tabla 2. Los valores negativos corresponden
a la pérdida de proteina, es decir, la cantidad de proteina soluble presente en los tratamientos
fue inferior a la que habia en el testigo C1.

Tabla 2. Rendimiento de proteina soluble obtenido para cada tratamiento con agua bajo
condiciones subcriticas. Las letras en superindice indican grupos con diferencia significativa
mediante la prueba de Tukey-Kramer.

Rendimiento (mg proteina soluble / g de CW)

Tratamiento Datos \ Media y desviacién estandar
1R1-t1-T1 94.91 53.24 74.07 + 29.46 ¢
2R1-t2-T2  -70.22 -30.09 -50.15 + 28.37°¢
3R1-t3-T3 -3.86 -3.86 -3.86+0.0%
4R2-t1-T2 15349  127.98 140.73 £ 18.04 2
5R2-t2-T3 89.71 96.51 93.11+4.81%
6R2-t3-T1 98.21 113.52 105.87 + 10.822
7R3-t1-T3 16.10 17.52 16.81 +1.00 <
8R3-t2-T1 11.84 0.47 6.16 + 8.04 %
9R3-t3-T2 72.44 71.02 71.73 +£1.00%°

Las dos columnas de datos de la Tabla 2 se emplearon para calcular los valores de S/N para
cada tratamiento, se utilizaron las ecuaciones 1 y 3 del apartado 2.4 de antecedentes. Estos
valores se agruparon y promediaron por cada nivel de factor (Tabla 3), se obtuvieron 3
valores de S/N con los que se construyé una grafica por factor (Figura 6). Cada gréafica

permite interpretar el efecto que tuvo el factor sobre la variable respuesta.
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Tabla 3. Valores de S/N por nivel de factor a calculados partir de S/N.

Valores de S/N
Tratamiento Datos S/N

9491 Factor relacion
1R1-t1-T1 5324 36.35 Nivel 1 5 3

-70.22 36.35 42.86 24.49
2z -30.09 Bl S/IN 31.85 39.36 -3.49

-3.86 11.73 40.43 37.11
SRIB-TS | 5 g5 1173 S/N 26.64 40.88 19.37

153.49 Factor tiempo
ARZUT2 1107098 #280 Nwel 1 2 3

89.71 36.35 31.85 11.73
SR2-2-T3 [ 9o 59 3936| /N 42.86 30.36 40.43

98.21 2449 -3.49 37.11
OR2A3-TL | 1135, 4043 S/N 3456 2257 29.76

16.1 Factor temperatura
7TR3-t1-T3 17 52 24.49 Nivel 1 5 3

11.84 36.35 31.85 11.73
szl 0.47 e SIN 40.43 42.86 39.36

72.44 349 3711 24.49
RIBT2 | 7102 3 578 2443 3727 25.19

Valores de S/N |

La linea base ( S/N) que corta cada grafica se obtuvo como la media de los 9 valores (3 por

cada factor) de S/N calculados antes (Tabla 4).

Tabla 4. Valor de S/N.

Factor Nivel S/N
0.05 26.64

Relacion 0.09 40.88
0.17 19.37

5 34.56

Tiempo 15 22.57
30 29.76

230 24.43

Temperatura 260 37.27
280 25.19

S/N 28.96
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Los niveles ubicados por encima esta linea S/N son aquellos que influyen sobre la variable
respuesta rendimiento de proteina soluble maximizandola, por el contrario con los niveles

ubicados por debajo de la linea, la variable se minimiza.
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Figura 6. Gréficas de S/N para los factores considerando el rendimiento de proteina soluble.
En la Figura 6 se observa que el maximo rendimiento de proteina soluble se optimiza con
los niveles R2, t1 y T2 que en combinacion corresponden al tratamiento 4R2-t1-T2 (Tabla

1). En cambio, con los niveles R3, t2 y T1 se obtuvieron rendimientos cercanos a cero.

Los datos de la Tabla 2 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple, (p < 0.05). Se encontrd que con el tratamiento 4R2-t1-T2
se obtiene un rendimiento maximo de proteina de 140.73 £18.03 mg / g de CW. Quitain et
al., en 2001, reportan un rendimiento maximo de 70 mg de aminoé&cidos / g de cascara de
camarodn seca, empleando una relacion de 1:125 (g cascara de camardn / g agua desionizada)
a 250 °C, 60 min de tratamiento y con una presion de 4 MPa (corresponde a la presién de

vapor saturado del agua a esa temperatura).

La liberacion de proteina y posiblemente de minerales de la fraccion sélida hacia la fraccion
liquida, se debe al efecto del agua bajo condiciones subcriticas. Yoshida, Terashima, y
Takahashi, 1999 y Kang et al., 2001), describieron que el agua bajo condiciones subcriticas
alcanza su maximo producto ion Kw 1 x 107! entre 250 y 268 °C entre 4 y 9 MPa
aproximadamente, en todo caso Kw depende de la temperatura. Considerando lo descrito

por los autores, se puede decir, que las proteinas presentes en la fraccion solida se hidrolizan
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cuando alcanza su maximo Kw, los péptidos y posiblemente aminoacidos pasan a la fraccion

liquida como compuestos solubles cuantificables (Figura 7).

I R
H;;N—CH—(HJ—OH + H—N—CH—CO0O"
0
H,0 4% H,O
R! H R

.| !
HBN—CH—tllj—N—CH—COO

Figura 7. Hidrolisis del enlace peptidico.

Los datos de la Tabla 2 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple (p < 0.05) y se encontrd que los factores tiempo y
temperatura no fueron significativos sobre el rendimiento de proteina soluble. El factor
relacién si fue significativo, de hecho, con el nivel R2 se obtuvo la mayor media 113.23 £
24.04 mg / g de CW, es decir, las medias mayores de rendimiento de proteina soluble en la

fraccion liquida se obtuvieron en los tratamientos con el nivel R2.

4.2.2. Determinacién de pH

En la Tabla 5 se presentan los valores de pH obtenidos para cada tratamiento. Las
determinaciones se realizaron por duplicado y se observa que la variable pH toma valores
dentro de un intervalo reducido de 8.26 a 8.91.

Tabla 5. pH obtenidos para cada tratamiento de CW en agua bajo condiciones subcriticas.

Las letras en superindice indican grupos con diferencia significativa mediante la prueba de
Tukey-Kramer.

Tratamiento pH
Datos | Media y desviacion estandar
1R1-t1-T1 | 8.66 8.26 8.46 +0.28 %
2R1-t2-T2 | 8.37 8.26 8.32+0.08°
3R1-t3-T3 | 854 85 8.52 +£0.03 %
4R2-t1-T2 | 8.58 8.56 8.57 +0.012
5R2-t2-T3 | 8.91 8.87 8.89+0.032
6R2-t3-T1 | 8.47 8.27 8.37+0.14°
7R3-t1-T3 | 8.50 8.46 8.48 £0.03 %
8R3-t2-T1 | 8.42 8.62 8.52 +0.14 %
9R3-t3-T2 | 853 8.74 8.64 +0.15
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Con los datos de la Tabla 5 se obtuvieron las graficas de cada factor y la linea base ( S/N)
como se describié para la determinacion de proteina soluble, pero se utilizaron las
ecuaciones 1y 2 del apartado 2.4 de antecedentes. En este caso se interpreta que los niveles

ubicados por encima de esta linea S/N influyen positivamente sobre la variable respuesta

pH minimiz&ndola, mientras que aquellos ubicados por debajo la maximizan.

Debido a la pequefia variacion en el valor del pH, el intervalo de valores que puede tomar
S/N también es reducido (-18.72 y -18.52).
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SIN = -10*log10((Sum(Y2))/n)
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Figura 8. Gréficas de S/N para los factores considerando la variable pH.

En la Figura 8, se observa que el valor minimo de pH se optimiza con los niveles R1, t1y
T1, que en combinacion corresponde al tratamiento 1R1-t1-T1 (Tabla 1). En cambio, con
los niveles R2, t2 y T3 se obtuvieron los valores mas altos que corresponden al tratamiento
5R2-t2-T3 (Tabla 1).

Los datos de la Tabla 5 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple, (p < 0.05). Se encontro que el tratamiento con la media
mas baja de pH fue el 1R1-t1-T1 (8.31 + 0.077), mientras que con el tratamiento 5R2-t2-
T3 se obtuvo la media mas alta (8.89 + 0.028).

De acuerdo con la hipotesis planteada para esta variable se esperaban cambios de mayor
significancia en el pH, debido a la posible liberacion del grupo acetamido de la a-quitina en

forma de acido acético, sin embargo, los valores de pH obtenidos cambian dentro de un
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intervalo reducido. Esto puede atribuirse a que las proteinas liberadas de la fraccion sélida
hacia la fraccidn liquida propiciaron un efecto de amortiguamiento en el pH.

Los datos de la Tabla 5 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple (p < 0.05) y se encontrd que los factores relacion, tiempo y

temperatura no fueron significativos sobre el pH.

4.2.3. Anadlisis elemental por Fluorescencia de Rayos X (FRX)

La técnica de FRX permite identificar y cuantificar elementos de manera simultanea en una
misma muestra sin afectarla (Klockenkamper y VVon Bohlen, 1996); (Stephens y Calder,
2004); (Szoboszlai et al., 2009). Se ha descrito su aplicacion para estudiar la acumulacion
de elementos en muestras bioldgicas (Szoboszlai etal., 2009) principalmente en
especimenes vegetales (Stephens y Calder, 2004); (Margui et al., 2009), animales (Stump et
al., 1979) (Bohuss et al., 2001), y en tejidos y fluidos humanos (Borjesson y Mattsson, 2007).
En la Figura 9 se muestra el espectro de Fluorescencia de Rayos X que presentaron las

muestras, mismo en el que se indican los elementos identificados.
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Figura 9. Espectro de Fluorescencia de Rayos X caracteristico que presentaron todas las muestras.

En la Tabla 6 se presentan los resultados del analisis elemental por FRX de la fraccidn solida
de los testigos C1, C2, C3 y los tratamientos. Los elementos identificados en todas las
muestras fueron Ca, P, S, K, Cl y Al % (g/kg) en mayor cantidad macroelementos y Cr, Mn,
Fe, Ni, Cu, Zn, Bry Sr ug/g, en menor cantidad microelementos, clasificados de acuerdo su
concentracion. Los datos de Tabla 6 fueros analizados mediante comparacion de medias

multiples por prueba de Tukey-Kramer, se consider6 un valor p <0.05. Después del analisis
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no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos, ni en los testigos C1, C2
y C3. La presencia de los minerales identificados y cuantificados, se explica principalmente
por su requerimiento para las funciones elementales de los crustaceos, a los alimentos
ingeridos y a la capacidad que tienen para absorber minerales del agua circundante (Tacon,
1989). Se ha descrito en la literatura la presencia de Ca, P, Na, y Zn en el cefalotorax de
algunas especies de camaron, y K y Mg en altas concentraciones (lbrahim et al., 1999;
Ravichandran et al., 2009). Weaver J.C. et al., (2012) sugieren que el calcio que es
almacenado por el crustdceo, probablemente es utilizado en la calcificacion de su
exoesqueleto, mientras que el P parece necesario para la sintesis de quitina. La concentracion

de Cay P aumenta cuando un crustaceo se encuentra en periodo de pre-muda
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Tabla 6. Andlisis elemental por Fluorescencia de Rayos X para las muestras CW y los tratamientos en Macromoelementos (% g/kg) y Microelementos (1.g/g), asi como la relacion Ca/P,
(Ca/P)prom =2.84.

. Macroelementos (%, g/Kg de muestra) Microelementos (Mg/g muestra)
Tratamiento
Ca P S K Cl Al Ca/P Cr Mn Fe Ni Cu Zn Br Sr
c1 9.040 = 3.460 = 0362+ | 0174+ | 0385+ | 0.088+ 261 22.083 £ 58.224 £ 343.669 £ 49.081 = 43.206 = 53.843 362.612 + 1714111
0.719 0.332 0.049 0.013 0.093 0.020 ' 31.230 31.416 258.463 31.330 0.783 17.084 21.130 313.119
c2 7.821 2.834 0436+ | 0201+ | 0864+ | 0.077% | , 76 20.319 % 30.605 £ 162.355 + 67.451 % 56.860 £ 75.847 256.839 + 1412.406 =
1.286 0.408 0.087 0.008 0.272 0.018 ' 9.007 15.798 46.287 53.768 4.587 18.542 50.806 464.925
c3 8.598 + 2631+ 0494+ | 0241+ | 1220+ | 0.073+ 397 0.000 0 90.231 % 7.536 + 16.576 + 82.588 305.605 + 1744.149 =
0.760 0.497 0.040 0.008 0.057 0.004 ’ 2.012 10.657 23.442 10.138 42.362 153.802
1RI-t1-T1 9.640 = 3.083 = 0313+ | 0103+ | 0.154% | 0.077 313 46.755 = 45.675 = 142.355 + 103.383 + 67.946 93.500 £ 52.355 % 948.093 £
2.220 2.964 0.078 0.024 0.018 0.017 ' 41.084 8.470 65.556 91.581 13.304 22.502 7.746 810.688
JR1-12-T2 9.657 + 3.746 + 0279+ | 0112+ | 0.161+ | 0.067 258 35.350 £ 45.688 + 225.555 54.947 £ 68.967 106.807 + 46.877 + 1644303 +
0.015 0.469 0.004 0.012 0.052 0.004 ' 15.124 1.056 41.596 39.747 30.114 29.905 12.174 311.895
3R1-13-T3 10.972 = 4.832 = 0.337+ | 0140+ | 0283+ | 0.097 297 50.600 £ 57.848 £ 366.210 £ 45.847 = 56.694 85.208 £ 53.430 £ 1913.916 =
0.527 0.359 0.008 0.015 0.062 0.010 ' 16.071 6.351 52.154 13.798 19.751 4.107 9.814 45.992
AR2-1-T2 7.268 = 2.089 = 0413+ | 0187+ | 0837+ | 0.059+ 348 24.690 £ 53.109 £ 109.668 + 30.155 = 140.848 = 95.322 91.956 1345.581 +
0.541 0.484 0.023 0.006 0.042 0.008 ’ 7.856 5.619 7.519 6.979 7.015 1.118 5.739 27.361
5R2-12-T3 7.664 + 2.552 + 0405+ | 0172+ | 0657+ | 0.071+ 3.00 26.897 40.556 + 190.561 + 59.809 + 387.574 + 122.391 + 94.059 + 1363.676 +
0.036 0.368 0.009 0.015 0.127 0.009 ' 12.384 4.573 31.453 36.804 23.103 11.528 1.650 390.650
6R2-13-T1 7.583 = 1.965 0374+ | 0141+ | 0465+ | 0.065=* 386 27.059 £ 35.701 £ 133.941 77.153 84.043 £ 135.131 = 70.073 £ 949.406
1.218 0.149 0.002 0.010 0.030 0.000 ' 13.123 6.504 42.066 62.259 24.396 49.415 12.496 267.292
7R3-41-T3 8.797 + 3.985 0490+ | 0192+ | 0685+ | 0.075+ 291 37.276 46.649 + 224.870 + 73.855 % 126.194 + 117.364 + 105.989 + 1493.887 +
0.109 +0.469 0.047 0.008 0.081 0.007 ’ +14.294 2.728 11.973 49.270 18.810 4.436 4.769 514.227
8R3-12-T1 9.048 + 3174+ 0403+ | 0.201+ | 0695+ | 0.074+ 285 8.439 + 38125+ 105.554 + 24111+ 82.916 140.715 + 114.219 + 1556.989 +
1.277 0.803 0.009 0.011 0.022 0.011 ' 11.934 6.532 28.928 7.317 18.361 41.882 6.265 232.688
OR3-13-T2 7.133 % 3.461+ 0514+ | 0273+ | 1188+ | 0.062+ 206 18.598 + 43.554 + 139.290 + 36.900 = 106.833 = 145573 = 176.952 = 1885.681 =
0.864 0.344 0.056 0.053 0.235 0.006 ' 1.295 0.436 10.971 4.804 12.924 25.160 39.589 189.115
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El método de Taguchi se aplico en este andlisis con el fin de estudiar la presencia de los
macroelementos Ca, P, Sy K, que se cuantificaron en mayor concentracion en las fracciones

solidas.

4.2.3.1. Cuantificacién de calcio

El calcio es un componente esencial del exoesqueleto de crustaceos y en conjunto con los
fosfolipidos, juega un papel fundamental en la regulacién de la permeabilidad de las
membranas celulares y como consecuencia sobre la capacidad de nutrientes por célula
(Kurita, 2006; Tacon, 1989). En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion de Ca presente en las fracciones solidas en mg de elemento por kg de la matriz

(esta se consideré como a-quitina).

Tabla 7. Porcentaje de Ca presente en las fracciones solidas. Las letras en superindice
indican grupos con diferencia significativa mediante la prueba de Tukey-Kramer.

% Ca (mg/Kg)
Tratamiento Datos ] Media y desviacion estandar
1R1-t1-T1 | 11.210 8.070 9.64 £2.222
2R1-t2-T2 9.647 9.668 9.66 £0.012
3R1-t3-T3 | 11.345 10.599 10.97 £ 0.532
4R2-t1-T2 7.650 6.885 7.27+0.54°
5R2-t2-T3 7.638  7.689 7.66+0.04°
6R2-t3-T1 6.721 8.444 7.58+1.22°
7R3-t1-T3 8.874 8.720 8.80+0.11°
8R3-t2-T1 8.145 9.951 9.05+1.28"
9R3-t3-T2 6.523 7.744 7.13+0.86°

Con los datos de la Tabla 7, se obtuvieron las gréaficas de cada factor y la linea base ( S/N),

se utilizaron las ecuaciones 1 y 2 del apartado 2.4 de antecedentes. Los niveles ubicados por

encima esta linea S/N influyen positivamente sobre la variable respuesta porcentaje de

calcio minimizandola, mientras que aquellos ubicados por debajo la maximizan.
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Figura 10. Gréficas de S/N para los factores considerando el contenido de Ca en los tratamientos

En la Figura 10 se observa que el porcentaje de Ca se minimiza con los niveles R2,t3y T2,

mientras que con R1, t2 y T3 se obtuvieron los valores mas altos.

Los datos de la Tabla 7 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple, se consider6 un valor p < 0.05. Entre los tratamientos no
se encontrd diferencia significativa. Los factores tiempo y temperatura no fueron
significativos sobre el contenido de Ca. El factor relacion si fue significativo, con los niveles
0.09 y 0.05 se registraron las medias mas bajas (0.75 + 0.62 y 8.3 + 1.15 % Ca
respectivamente), es decir, para la variable porcentaje de Ca los valores menores se

obtuvieron en los tratamientos con los niveles R2 y R3.

4.2.3.2. Cuantificacion de fésforo

El P es un componente esencial en el exoesqueleto de crustaceos, igual que el Ca, juega un
papel central en el metabolismo celular y energético (Tacon, 1989). El P se encuentra en
forma de grupos fosfato (PO4+*) en moléculas como fosfolipidos, &cidos nucleicos (ADN),
fosfoproteinas, ésteres de fosfato altamente energéticos (ATP), hexosa fosfato, fosfato de
creatina y varias enzimas claves (Tacon, 1989). En la Tabla 8 se muestran los datos
obtenidos del porcentaje de P presente en las fracciones sélidas en mg de elemento por Kg

de la matriz (esta se considero como a-quitina).
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Tabla 8. Porcentaje de P presente en las fracciones solidas. Las letras en superindice
indican grupos con diferencia significativa mediante la prueba de Tukey-Kramer.

Tratamiento % P (mg/Kg)
Datos | Media y desviacion estandar
1R1-t1-T1 |5.179 0.987 3.08+2.96 2
2R1-t2-T2 | 4.077 3.414 3.75+0.47 2
3R1-t3-T3 | 5.086 4.578 4.83+0.362
AR2-t1-T2 | 1.746 2.431 2.09+0.48"
5R2-t2-T3 | 2.292 2.812 2.55+0.37°
6R2-t3-T1 | 1.859 2.070 1.96 +0.15°
7R3-t1-T3 | 3.654 4.316 3.98+0.47%
8R3-t2-T1 | 2.607 3.742 3.17+0.80 %
OR3-t3-T2 | 3.218 3.704 3.46+0.34 2

Con los datos de la Tabla 8, se obtuvieron las graficas de cada factor y la linea base ( S/N),
se utilizaron las ecuaciones 1 y 2 del apartado 2.4 de antecedentes. Como en el caso de la
variable pH, se debe interpretar que los niveles ubicados por encima esta linea S/=N influyen
positivamente sobre la variable respuesta porcentaje de P minimizandola, mientras que

aquellos ubicados por debajo la maximizan.
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Figura 11. Gréficas de S/N para los factores considerando el contenido de P en los tratamientos

En la Figura 11 se observa que el porcentaje de P se minimiza con los niveles R2 'y T1, el

nivel “tiempo” practicamente no presenta efecto sobre esta variable ya que su gréafica traslapa
a la linea S/N = -10.02. Con los niveles R1 y T3 se observan porcentajes altos de este

elemento.
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Los datos de la Tabla 8 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple, se considerd un valor p < 0.05. Entre los tratamientos no
se encontrd diferencia significativa. Mediante la misma prueba se encontr6 que los factores
tiempo y temperatura no fueron significativos sobre el contenido de P. El factor relacion si
fue significativo, con el nivel R2 se obtuvo la menor media (2.2 + 0.39 %P) respecto de los
otros niveles, es decir, que las medias menores del porcentaje de P se obtuvieron en los

tratamientos con el nivel R2.

4.2.3.3.  Cuantificacion de potasio

El K forma parte de las funciones biolégicas de los crustaceos. Es el principal catién de los
fluidos intracelulares para regular la presion osmdtica intracelular y el balance acido-base.
Ademas se requiere para la sintesis de glicdgeno y proteinas, asi como en el desdoblamiento

metabdlico de la glucosa (Tacon, 1989).

En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos del porcentaje de K presente en las fracciones
solidas. El calculo se obtuvo como mg de elemento presente por Kg de la matriz (esta se

consideré como a-quitina).

Tabla 9. Porcentaje de K presente en las fracciones solidas. Las letras en superindice
indican grupos con diferencia significativa mediante la prueba de Tukey-Kramer.

Tratamiento % K (mg/Kg)

Datos | Media y desviacion estandar
1R1-t1-T1 | 0.120 0.086 0.103 + 0.024 ¢
2R1-t2-T2 | 0.121 0.103 0.112 + 0.012 «
3R1-t3-T3 | 0.150 0.129 0.140 + 0.015 b«
4AR2-t1-T2 | 0.191 0.182 0.187 + 0.006 2°¢
5R2-t2-T3 | 0.183 0.162 0.172 + 0.015 b«
6R2-t3-T1 | 0.134 0.148 0.141 + 0.010 bed
7R3-t1-T3 | 0.186 0.198 0.192 + 0.008 2°
8R3-t2-T1 | 0.194 0.209 0.201 +0.011 %
9R3-t3-T2 | 0.235 0.310 0.273 +0.053 2

Con los datos de la Tabla 9, se obtuvieron las gréaficas de cada factor y la linea base ( S/N),

se utilizaron las ecuaciones 1y 2 del apartado 2.4. de antecedentes. Los niveles ubicados por

encima esta linea S/N influyen positivamente sobre la variable respuesta porcentaje de K

minimizandola, mientras que aquellos ubicados por debajo la maximizan.
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Figura 12. Graficas de S/N para los factores considerando el contenido de K en los tratamientos.

En la Figura 12 se observa que el porcentaje de K se minimiza con los niveles R1,t1y T1,
mientras que con los niveles R3, t3 'y T2 se obtuvieron los valores més altos, en la Tabla 1

corresponden a los tratamientos 1R1-t1-T1 y 9R3-t3-T2 respectivamente.

Los datos de la Tabla 9 también fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por
comparacion de medias multiple, se considerd un valor p < 0.05. Se encontrd que para la
variable porcentaje de K, la menor media se obtuvo con el tratamiento 1R1-t1-T1 (0.10 +
0.024 %K) y mayor media con el tratamiento 9R3-t3-T2 (0.27 £ 0.053 %K). Mediante la
misma prueba estadistica se encontré que los factores tiempo y temperatura no fueron
significativos sobre el contenido de K. El factor relacion si fue significativo, con los niveles
R1y R3 se registraron las medias mas bajas de porcentaje de K, con 0.11 + 0.021 %K y 0.16
+ 0.02 %K respectivamente, es decir, para la variable porcentaje de K los valores menores
se obtuvieron en los tratamientos con los niveles R1y R3.

4.2.3.4.  Cuantificacion de azufre
Los datos obtenidos del porcentaje de S presente en las fracciones solidas se muestran en la

Tabla 10. El célculo se obtuvo en mg de elemento presente por Kg de la matriz (esta se

consideré como a-quitina).

44



Tabla 10. Porcentaje de S presente en las fracciones sélidas. Las letras en superindice
indican grupos con diferencia significativa mediante la prueba de Tukey-Kramer.

Tratamiento

1R1-11-T1
2R1-t2-T2
3R1-t3-T3
4R2-11-T2
S5R2-12-T3
6R2-t3-T1
7R3-t1-T3
8R3-12-T1
9R3-t3-T2

% S (mg/Kg)

0.369
0.276
0.331
0.397
0.411
0.373
0.457
0.397
0.474

Datos

0.258
0.281
0.343
0.429
0.398
0.376
0.523
0.409
0.554

| Media y desviacion estandar

0.313 +0.078°
0.279 + 0.004°
0.337 £ 0.008°
0.413 £0.023 2
0.405 + 0.009 2
0.374 +0.002 2
0.490 + 0.047°2
0.403 + 0.009 2
0.514 + 0.056 2

Con los datos de la Tabla 10, se obtuvieron las graficas de cada factor y la linea base ( S/N),

se utilizaron las ecuaciones 1 y 2 de apartado 2.4 de antecedentes. Los niveles ubicados por

encima esta linea S/N influyen positivamente sobre la variable respuesta porcentaje de S

minimizandola, mientras que aquellos ubicados por debajo la maximizan.

S/N = -10*log10((Sum(Y?2))/n)

---0—--0—--?-/-:3“---0---#'{:

0.05 0.09 0.17

R (g CW/g ¢H20)

5

15 30 230 260 280
t (min) T (°C)

Figura 13. Gréficas de S/N para los factores considerando el contenido de S en los tratamientos.

En la Figura 13 se observa que el porcentaje de S se minimiza con los niveles R1,t2 y T1,

mientras que con los niveles R3, t3 'y T3 se obtuvieron los valores més altos.

Los datos de la Tabla 10 fueron analizados mediante la prueba de Tukey-Kramer por

comparacion de medias multiple (p <0.05). Se encontro que los tratamientos con las medias
mas bajas para el porcentaje de S son 2R1-t2-T2 (0.27 + 0.003 %S), 1R1-t1-T1 (0.31 £
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0.078 %S) y 3R1-t3-T3 (0.33 £ 0.008 %S); mientras que las medias mas altas se obtuvieron
con los tratamientos 9R3-t3-T2 (0.51 £ 0.056 %S) y 7R3-t1-T3 (0.49 + 0.046 %S). Mediante
la misma prueba estadistica se encontré que los factores tiempo y temperatura no fueron
significativos sobre el contenido de S. El factor relacion si fue significativo, con el nivel R1
se registro la menor media (0.3 £ 0.044 % S) respecto de los otros niveles, es decir, para la

variable porcentaje de S los valores menores se obtuvieron con el nivel R1.

De acuerdo con los resultados se encontré que los factores tiempo y temperatura no fueron
significativos sobre la composicion elemental de los tratamientos mediante la prueba de
Tukey-Kramer por comparacion de medias multiple, (valor p < 0.05). El factor relacién fue
significativo sobre la composicion elemental de los tratamientos. Se obtuvo la menor
cantidad de Ca con los niveles R2 y R3, para el P con el nivel R2, para el K con los niveles
R1yR3, yparael Scon el nivel R1.

4.3. Caracterizacion estructural de fracciones sélidas obtenidas

4.3.1. Espectroscopia de Absorcién en el Infrarrojo con Transformada de Fourier
con Reflectancia Total Atenuada (IRTF-RTA)

En la Figura 14 se muestran los espectros de IR obtenidos de las muestras de los
tratamientos. Las bandas identificadas para todos los tratamientos se reportan en la Tabla
11, asi como la literatura consultada. El espectro del testigo C1 corresponde al control,
muestra sin tratamiento (los espectros de C1 y C3 no presentaron diferencia respecto de
este). Las bandas caracteristicas de a-quitina se compararon con las de una muestra de
quitina obtenida por el método bioldgico (Cira et al., 2002), las bandas de grupo CO3? se
compararon con una muestra de CaCOs puro (Laboratorio Laitz S.A. de C.V.) y las bandas
caracteristicas de la hidroxiapatita se compraron con una muestra de hidroxiapatita (Sigma-
Aldrich).
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Figura 14. Espectros de IR obtenidos del testigo C2 y de las muestras tratadas, de CaCO3 puro, hidroxiapatita y a-
quitina obtenida por el método biolégico (Cira et al., 2002).
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Tabla 11.- Bandas caracteristicas identificadas en los espectros de IR de las fracciones
solidas obtenidas con los tratamientos.

Frecuencia vibracional (cm™) Asignacion Referencia
3479 Vas del OH (Pavia, Lampman y Kriz, 1979)
3268 Vas del NH (Cérdenas, Cabrera, Taboada, &
3106 vs del NH Miranda, 2004), (Seoudi y Nada
2007)
2927, 2850 vs del C-H
1660 (doblete 1657, 1620) Vs del C=0 (Pavia, Lampman y Kriz, 1979)
(Amida l)
1558 N-H (Amida 1)
1409 COs* (Miller & Wilkins, 1952)
1032, 962 PO,
1021 C-0 (Cérdenas et al., 2004)
874,725 COs* (Miller & Wilkins, 1952)

* Vas = Estiramiento asimétrico; vs = Estiramiento simétrico (tension).

Las bandas en 3479 a 1558 cm™ y en 1021 cm corresponden a la a-quitina, (Cardenas et al.,
2004; Jang, Kong, Jeong, Lee, & Nah, 2004; Seoudi & Nada, 2007). Estas bandas se
observaron en todos los tratamientos Las bandas de a-quitina se observaron en todos los
tratamientos, a excepcion del testigo C2 en la que aparece una banda en 1660 cm™. Esta
banda se atribuye a la presencia de proteinas, se ha descrito que estas afectan la intensidad y
posicién del doblete de la amida I (Barth, 2007; Duarte, Ferreira, Marvao, & Rocha, 2002).

Las bandas en 1032 y 962 cm™ corresponden al grupo fosfato PO, mientras que las bandas
en 1409, 874 y 725 cm son caracteristicas del grupo CO3? (corresponden al mineral mas
abundante en el exoesqueleto de crustaceos, CaCOz) (Mikkelsen et al., 1997; Rahman &
Halfar, 2014). En todos los tratamientos se observaron las bandas caracteristicas de ambos
grupos, esto corrobord la presencia de hidroxiapatita y CaCOs, minerales identificados
también por DRX y MEB-EDS.

4.3.2. Difraccion de Rayos X de polvos (DRX)

En la Figura 15 se muestran los patrones de difraccion de rayos X ajustados por el método
Rietveld. Los patrones de difraccion C1, C2 y C3 corresponden a las muestras control que
no fueron sometidas a los tratamientos con agua en estado subcritico. En la Tabla 12 se
presentan los datos cristalograficos de las fases identificadas (a-quitina, calcita,
hidroxiapatita y cuarzo) y su cuantificacion (en % wt); el diametro del tamafio de dominio

cristalino ecuatorial D (nm) (para o-quitina e hidroxiapatita) y axial L (nm) para
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hidroxiapatita; asi como el factor de discrepancia Rr cuya definicion se indica en el pie de
figura y es un indicador Util del refinamiento. La altura y ancho de los picos que produce un
compuesto en DRX aporta informacion de su cristalinidad. Entre més altos y delgados sean
los picos, méas cristalino sera el compuesto. Por ejemplo, los picos de la calcita son
notoriamente mas altos y delgados que los obtenidos para la a-quitina (Figura 15). Ademas,
la altura de los picos es directamente proporcional al porcentaje en peso de la fase cristalina.
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Figura 15. Patrones de difraccion de rayos X ajustados por el método Rietveld. Los patrones de difraccion C1, C2 y C3
corresponden a las muestras control y el panel de nueve a los tratamientos. La linea continua en negro corresponde al
difractograma obtenido y la linea verde que la traslapa corresponde al ajuste calculado a partir de las fases identificadas.
La linea en gris de la parte inferior indica qué tan bueno fue el ajuste. En rojo se observa el fondo o linea base que se ajusto.
A continuacion de esta Gltima, las barras de color indican las reflexiones correspondientes a cada fase cristalina, en orden
descendente: azul para a-quitina, naranja para calcita, negro para hidroxiapatita y rojo para cuarzo.
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Tabla 12. Datos cristalograficos y resultados de la cuantificacion de las fases cristalinas identificadas. La relacion Ca/P de la Gltima columna,
se determind a partir de las proporciones en peso de calcita e hidroxiapatita listadas en la tabla.

Fases identificadas

Nombre Quitina Calcita Hidroxiapatita Cuarzo
Formula (CsH1305N)n CaCOs Cas(PO4)s0OH SiO2
peso férmula (g/mol) 812.78 100.088 502.32 60.084
Grupo espacial P212121 (19) R-3c (167) P63s/m (176) P3221 (154)
Sistema cristalino Ortorrémbico Trigonal Hexagonal trigonal
z 1 6 2 3
a=4.750
. . _ a=4.989 a=9.432 a=4091
parametros reticulares (A) 2; igggg c=17.062 ¢ 6831 c=540
Referencia Sikorski et al. (2009) ICSD-16710 ICSD-22059, Kay et al. (1964) ICSD-27826
Muestra %wt D (nm)* Re** %wt Re* | %wt D (nm)* L (nm)* Re** | %wt Re** Ca/P
C1 95.4 1.7 0.08 4.3 0.08 | N.D. 03 011
(67 96.7 25 0.09 31 0.07 | N.D. 02 011
C3 95.9 2.7 0.09 3.8 0.08 | N.D. 02 0.16
: 3.7
2.3 (promedio) (promedio)
1R1-t1-T1 72.0 7.0 0.03 10.0 0.04 | 18.0 3.3 6.3 0.03 | N.D. 2.60
2R1-t2-T2 78.8 7.7 0.05 12.3 0.06 | 89 4.1 8.9 0.07 | N.D. 3.98
3R1-t3-T3 68.6 7.9 0.04 16.9 0.03 | 145 2.4 1.0 0.04 | N.D. 3.62
4R2-t1-T2 76.7 5.5 0.08 16.3 0.06 | 6.7 3.1 11.6 0.09 | 0.3 0.12 5.74
5R2-t2-T3 64.0 7.7 0.04 19.0 0.04 | 15.6 15 11.8 005 | 1.5 0.08 371
6R2-t3-T1 52.2 23 0.04 22.1 0.03 | 25.7 1.2 1.0 0.04 | N.D. 31
7R3-t1-T3 76.0 6.7 0.05 16.1 0.04 | 80 24 15.8 0.06 | N.D. 5.04
8R3-t2-T1 67.9 49 0.06 20.6 0.05 | 11.2 1.8 13.7 0.07 | 04 0.10 4.75
9R3-t3-T2 82.2 6.6 0.09 14.4 0.06 | 34 14.1 1.0 0.11 | N.D. 8.76
6.3 (promedio) 3.8 (promedio) 7.9 (promedio) 4.59 (promedio)

* En el modelo monoaxial usado para el tamafio de cristalito con el eje a lo largo de la direccion [001] (eje c), D y L son los tamafios en direccién ecuatorial y dominio axial respectivamente.
** El valor de discrepancia de Rietveld se obtuvo mediante Rg = (thl'Fobs,hkl_Fcalc,hkl|) / (th1|Fobs,hk1|) donde Fobshki'y Fealchki SON las amplitudes del factor estructura observados y
calculados para la fase cristalina especifica. Es ideal que el valor de Rr sea menor a 0.1.

N. D. = No detectable.
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La a-quitina y los polimorfos de CaCOsg, calcita, aragonita y CaCOs amorfo, son las
estructuras més estudiadas el exoesqueleto de camarén como Pandalus borealis (Mikkelsen
etal., 1997) y Penaeus aztecus (Heredia et al., 2007). Se ha descrito la presencia de CaCO3
en fase amorfa o cristalina en el exoesqueleto de crustaceos dependiento de factores
ambientales y el proceso de biomineralizacion que esta estrechamente ligada al ciclo de
muda de estos organismos (Luquet G. & Marin F. 2004; Neues et al., 2011). De acuerdo con
la hipotesis planteada, se esperaba que la fase cristalina de a-quitina predominaria respecto
de la calcita en los difractogramas de los tratamientos debido a la remocion de proteinas y
minerales (CaCOs3). Sin embargo, la altura de los picos de calcita aument6 respecto de los
testigos y se identifico la fase cristalina de hidroxiapatita.

Los resultados de la Tabla 12 muestran que el porcentaje de fase cristalina de calcita en los
tratamientos es mayor que en los testigos. Con los tratamientos 6R2-t3-T1 y 1R1-t1-T1 se
obtuvieron el mayor y menor porcentaje de calcita con 22.1 y 10 %wt respectivamente,
mientras que en los testigos el porcentaje tuvo una media de 3.7 %wt. El aumento de la fase
cristalina de calcita se atribuye al efecto de la presion y temperatura de los tratamientos, es
decir, se obtuvo calcita a partir del CaCOzamorfo debido a las condiciones ensayadas. Se ha
descrito que el CaCOz amorfo es inestable y, por lo tanto, altamente reactivo; en crustaceos
(Becker, Ziegler, & Epple, 2005) y moluscos (Fratzl, Fischer, Svoboda, & Aizenberg, 2010)
esto permite que el CaCOz amorfo se transforme en calcita y aragonita para brindar dureza
en ciertas estructuras. La presencia de la calcita se corrobor6 por IRTF-RTA y MEB-EDS.
Mediante IRTF-RTA se identificaron bandas caracteristicas del grupo COs> (Figura 14 y
Tabla 11). Mediante MEB se observaron diferentes morfologias de estructuras cristalinas
en los tratamientos (Figura 24-29), y el analisis de EDS revel6 que estan compuestas
principalmente por C, O y Ca (Tabla 14 y 15); mientras que en las micrografias del testigo
(C2, Figura 18-20) se observaron morfologias de minerales en estado amorfo compuestas
principalmente por C, O y Ca, pero que contienen otros elementos en porcentajes menores
(Tabla 13).

La fase cristalina de cuarzo (SiOz) se identifico en los testigos C1y C3, y en los tratamientos
4R2-t1-T2, 5R2-t2-T3 y 8R3-t2-T1, fue incluida en el refinamiento (Figura 15 y Tabla
12) debido a los picos intensos que produce. La intensidad integrada de la reflexion mas

intensa de esta fase, es directamente proporcional % wt de la fase y en todas las muestras es
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menor al 1.5 % wt en comparacién con la fase de quitina, calcita e hidroxiapatita. En todas
las muestras, la presencia de SiO- se atribuye a la ingesta de alimentos de los crustaceos
principalmente algas (Neues et al., 2011; Spinde et al., 2011). El Si también fue identificado
y cuantificado por analisis de EDS en el testigo C2 (Figura 19 y Tabla 13).

La fase cristalina de hidroxiapatita se identifico en los difractogramas de todos los
tratamientos, pero no en los testigos (Figura 15). Con el tratamiento 1R1-t1-T1 se obtuvo
el porcentaje menor de hidroxiapatita (3.4%) (Tabla 12), y con el resto de tratamientos se
obtuvieron valores superiores al 6%. El porcentaje mayor se obtuvo con el tratamiento 6R2-
t3-T1 (25.7%) (Tabla 12), mismo que registré el mayor porcentaje de fase cristalina de
calcita. En la literatura se ha descrito la presencia de este mineral en estructuras
especializadas tipo martillo del camarén Odontodactylus scyllarus (Weaver et al., 2012),
pero no en camarones de consumo; y varios autores han estudiado el método hidrotermal
para sintetizar hidroxiapatita a partir de fuentes marinas ricas en aragonita (polimorfo del
CaCOs3) a las que se afiade una fuente de POs* externa (entre 120 a 200 °C) (Jinawath,
Polchai, & Yoshimura, 2002; Yoshimura et al., 2004). En los tratamientos llevados a cabo
la fuente de PO4> presente al inicio en las muestras: mediante FRX se cuantifico el P como
uno de los elementos presentes en mayor cantidad (Tabla 6) y mediante espectroscopia
IRTF-RTA se identificaron las bandas caracteristicas de este grupo funcional (Figura 14 y
Tabla 11). Se ha descrito la presencia de fosfato de calcio amorfo (Casz(POa4)2) en crustaceos
(Becker et al., 2005; BoRelmann et al., 2007); por lo tanto, es factible que la hidroxiapatita
se formara in situ a partir de este precursor de fosfato. Ademas, mediante MEB se observaron
estructuras con morfologia de hojuela (Figura 28) que estan compuestas principalmente por
C, O, Py Ca (Tabla 15), que pueden ser de hidroxiapatita. Sin embargo, los nanocristales
de hidroxiapatita obtenidos son apenas del tamario de la celda unidad. La hidroxiapatita tiene
propiedades bioactivas y de biocompatibilidad, mismas que permiten su aplicacién en el
campo biomédico para la regeneracion de hueso, Hou et al., en 2016 presentaron un articulo

de revision donde resumen dichas propiedades y aplicaciones.

En cuanto a la fase cristalina de a-quitina (Tabla 12), se observa que el didmetro de las
nanofibrillas en todos los tratamientos (promedio de 6.3 nm) es mayor que en los testigos
(promedio de 2.3 nm). Como se describio en el capitulo de antecedentes, las cadenas de a-

quitina se acomodan formando nanofibrillas con 3 nm de didmetro (Atkins, 1985; Raabe
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et al., 2007) que estan rodeadas por proteinas y minerales (Figura 22). El incremento en el
diametro de las nanofibrillas se atribuye al rearreglo de las cadenas de a-quitina debido a la
remocion de proteina en los tratamientos ensayados. En la Figura 16 se observa un esquema
del diametro de una nanofibrilla de a-quitina cuando las cadenas se encuentran ordenadas y
cuando estan desordenadas.

(110) planes -

Figura 16. Esquema del arreglo de las cadenas de a-quitina y el didmetro (D) de nanofibrilla que producen (izquierda).
Esquema de cadenas de a-quitina desordenadas (derecha).

El célculo del porcentaje en peso de las fases cristalinas (Tabla 12) considera las fases
identificadas. En los testigos el porcentaje se calculd considerando las fases de a-quitina,
calcita y trazas de cuarzo; mientras que en los tratamientos se considerd también la fase de

hidroxiapatita y el porcentaje de calcita aumento considerablemente como se menciond
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anteriormente. Debido a lo anterior el porcentaje de fase cristalina de a-quitina en los testigos
aparenta ser mayor que en los tratamientos. El tratamiento que registré el mayor porcentaje
de fase cristalina de a-quitina fue el 9R3-t3-T2 con el 82.2 %wt. Se esperaba que los
resultados de rendimiento de proteina soluble y la cuantificacion de fase cristalina de a-
quitina tuvieran relacion, es decir, que con el tratamiento que presenté mayor remocion de
proteinas también se hubiera registrado el mayor porcentaje de fase cristalina de a-quitina.

Para ello se necesitan realizar técnicas para caracterizar las proteinas recuperadas.

4.3.3. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) con Microanalisis de Energia
Dispersiva de Rayos X por de Energia (EDS) acoplada

Se analiz6 por MEB-EDS: la muestra control C2 (Figura 17-20) y las muestras tratadas
4R2-t1-T2 (Figura 21, 27, 28 y 29c¢,d) que obtuvo el mayor rendimiento de proteina soluble
en la fraccion liquida, la muestra 6R2-t3-T1 (Figura 24-26 y 29a,b) que registré el mayor
porcentaje de fases cristalinas calcita e hidroxiapatita por DRX y la muestra 9R2-t3-T2

(Figura 23) que obtuvo el mayor porcentaje en peso de a-quitina

En las micrografias del testigo C2 (Figura 17) a x3,500 y x10,000 aumentos se observa una
colonia de bacterias sobre la superficie. Es posible identificarlas debido a la morfologia que

presentan, sin embargo, esta informacion no es suficiente para determinar la especie.

- lum  IF-7800F 3/28/2016 1pm  IF-7800F 3/28/2016
3.0KkV LED SEM WD 5.6mm 11:10:32 x10,000 3.0kV LED SEM WD 9.6mm 11:08:42

Figura 17. Micrografia de una colonia de bacterias a 3,500X (izquierda) y 10,000X (derecha) aumentos sobre la superficie
del testigo C2.

En las micrografias de las Figura 18-20 se observan diferentes estructuras, que por analisis
de EDS (Tabla 13) estan compuestos por C, O y Ca principalmente y P, Na, Mg, Cu, ClI, Si,

Al y S estos menores al 2%.
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En la Figura 18 se observa un aglomerado con minerales en estado amorfo, mientras que en
la Figura 19 se observa una morfologia tipo aguja y el andlisis por EDS indica que esta
compuesto por C, O y Ca principalmente; en la literatura se han descrito como aragonita,

uno de los polimorfos del CaCOs encontrado en crustaceos (Hou et al., 2016).

i ﬂ
i T
1000—
qa
=
= -
D
C T p
500 = Ca
- Mg
7 M
N Cl - -
- lpm  IF-7800F 3/‘23,_’22?28
D 7 SEM WD 10.0mm 11:
0 5 10 15 ke

Figura 18. Microandlisis por EDS del testigo C2 (izquierda) y micrografia a 9,000X aumentos de un aglomerado de
minerales (derecha).
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Figura 19. Microanalisis por EDS del testigo C2 (izquierda) y micrografia a 7,500X aumentos de estructuras con
morfologia de agujas (derecha).
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El analisis de EDS sobre la esferulita observada a 10,000X aumentos reveld que su

composicion también consiste en C, O y Ca principalmente (Tabla 13). También se

cuantificaron otros elementos como el Mg, Cu, Na y Cl en cantidad menor al 1 %. El Case

encontré en mayor proporcion respecto de las estructuras descritas anteriormente.
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Figura 20. Microanalisis por EDS del testigo C2 (izquierda) y micrografias a 1,700X aumentos y 10,000X aumentos de
morfologias tipo esferulita (derecha). EI microandlisis de EDS se realiz6 sobre la zona indicada en recuadro blanco.

Tabla 13. Composicién elemental de la muestra C2 en diferentes zonas.

Elemento

C
O
Na
Al
Si
Mg
P
S
Cl
Ca
Cu

Cantidad estimada en C2 (%owt)

Figura 18
64.15+ 0.87
27.31 +0.88
0.74+£0.11

0.56 +0.08
1.65+0.11

0.50 +0.06
5.08 +0.15

Figura 19
73.37 £0.77
17.48+0.77
0.92+0.10
0.74 £ 0.06
1.41 +£0.07
1.11+£0.09
0.50 £ 0.07
0.37 £ 0.05
3.62+0.12
0.49+0.13

Estandar
Figura 20

29.77 £0.93 C Vit
44.06+0.96 SiO2
0.61+0.16 Albite

- Al,O3

- SiO2
0.55+0.10 MgO

- GaP

- FeS;
0.26 +0.06 NaCl
24.15+0.50 Wollastonite
0.61+0.19 Cu
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Las micrografias de la (Figura 21) corresponden al tratamiento 4R2-t1-T2. En ambas
micrografias se observan estructuras fibrilares sobre la superficie que corresponden a las
nanofibrillas de a-quitina (Figura 22 seccién 1V) que han sido descritas en estudios
estructurales del exoesqueleto de langosta Homarus americanus (Raabe et al., 2007). Las
nanofibrillas de o-quitina también se observaron en las micrografias de los demés
tratamientos analizados por MEB (Figura 23, 24d y Figura 23b). En el testigo C2 (Figura
18-20) ademés de morfologias minerales, la superficie se observan plana, es decir, no se
observan las nanofibrillas, lo que evidencia la remocion de proteina en las muestras
sometidas a los tratamientos. Sin embargo, aun se observan minerales en estado amorfo
sobre la superficie. En la Figura 21 se observan aglomerados de minerales en estado amorfo

y con morfologia semicristalina del tamafio de um (Figura 21b).

- J = 4 y B L D T T S,
— lpm IF-7800F 4/14/2016 F-7800F 4/14/2016
x10,000 3.0kV UED GB WD 4.lmm  10:48:03 . WD 4.1lmm 10:55:29

Figura 21. Micrografias de la muestra 4R2-t1-T2: las nanofibrillas de a-quitina y los minerales en estado amorfo se indican
con flechas hacia arriba y hacia abajo respectivamente. a) Predominan las nanofibrillas de a-quitina sobre la superficie. b)
Se observan minerales con morfologia semicristalina del orden de pum.
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Moléculas de N-acetil- Cadenas de a-quitina Nanofibrillas de Fibras de quitina-protefna en la
D-glucosamina quitina con proteinas matriz de proteina-mineral

Figura 22. Estructura jerarquica del exoesqueleto de langosta Homarus americanus (Raabe et al., 2007).

Las micrografias de la Figura 23 corresponden al tratamiento 9R3-t3-T2. En estas se
observan estructuras tipo poro formadas por las nanofibrillas de a-quitina, mismas que
fueron descritas por Raabe et al., en 2007 en el exoesqueleto de langosta Figura 22 seccion
V. En la micrografia de la Figura 23b se observa la rotacion de 180° de los planos formados
por fibras de quitina-proteina cuando se superpone un plano sobre otro; el esquema de la

Figura 12 seccién VI representa esta superposicion de planos.

v Ve
— 1pm IF-7800F 4/14/2016 — 100nm IF-7800F 4/14/2016
x14,000 3.0KV UED GB WD 4.0mm 12:12:00 %55, 000 3.0kV UED GB WD 4.0mm 12:14:38

Figura 23. Micrografias del tratamiento 9R2-t3-T2. a) Estructuras tipo poro sobre la superficie a 14,000X aumentos. b)
Estructura observada a 55,000X aumentos.
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Las micrografias de la Figura 24 corresponden al tratamiento 6R2-t3-T1. En la micrografia
de la Figura 24a se observaron varias estructuras cristalinas que forman monticulos sobre
la superficie a 180X aumentos. En la micrografia de la Figura 24b se observan 5 de estas
estructuras a 1,200X aumentos (Figura 24b). En las micrografias de la Figura 24c y 24d se
observan dos morfologias de los monticulos cristalinos; en las que se observan nanofibrillas
de o-quitina, y en la Figura 24d se observan las estructuras tipo poro descritas

anteriormente.

 100pm IF-7800F 3/28/2016 — "~ 10pm IF-7800F 3/28/2016
EM WD 10.3mm 14:02 3.0kVv LED SEM WD 10.3mm 13:58:36

/ — lpm  IF-7800F 3/28/2016
3.0kV LED . :57: 3.0kV LED SEM WD 10.3mm 14:07:11

Figura 24. Micrografias del tratamiento 6R2-t3-T1 donde se observan monticulos de mineral a diferentes aumentos: a)
180X, b) 1,200X, ¢) 7,500X y d) 8,500X. Las nanofibrillas de a-quitina y los minerales en estado amorfo se indican con
flechas hacia arriba y hacia abajo respectivamente

La micrografia de la Figura 25 corresponde al tratamiento 6R2-t3-T1. En esta se observa el
monticulo de cristales de la Figura 24b a 5,000X aumentos y de acuerdo al analisis de EDS
(Tabla 14) esta compuesto principalmente por C, O y Ca, también Cl en menos del 2 %.
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Figura 25. Microanalisis por EDS de la muestra 6R2-t3-T1 (izquierda) y micrografia 5,000X aumentos de un monticulo
de minerales cristalinos (derecha). El microanalisis de EDS se realiz6 sobre la zona indicada en recuadro blanco.

La micrografia de la Figura 26 corresponde al tratamiento 6R2-t3-T1. En esta se observa
un cristalito octaedral a x22000 aumentos que esta compuesto por C, O y Ca (Tabla 14). Se
observa que las estructuras cristalinas de las Figura25 y 26 estan compuestas por C, O y Ca
(Tabla 14) a comparacidn de las estructuras observadas en el testigo C2 (Figura 18-20) que
también poseen P, Na, Mg, Cu, ClI, Si, Al y S en menos del 2 %wt (Tabla 13).

counts

_—
F 3/28/2016
10.3mm 13:23:00

LI LI LI L LI LI LB
0 5

Figura 26. Microanalisis por EDS de la muestra 6R2-t3-T1 (izquierda) y micrografia a 22,000X aumentos de un cristalito
octaedral (derecha). EI microanalisis de EDS se realizd sobre la zona indicada en recuadro blanco.
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Tabla 14. Composicién elemental de las estructuras observadas en las micrografias de la
muestra 6R2-t3-T1.

Cantidad estimada
Elemento (% wt) Estandar
Figura 25 Figura 26
C 19.88+1.85 36.42+1.84 C Vit
O 4552 £251 48.82+2.08 SiO2
Cl 1.33+0.34 - NaCl
Ca 3327174 14.76+£0.9 Wollastonite

La micrografia de la Figura 27 corresponde a la muestra 4R2-t1-T2. Se observa una
estructura cristalina del orden de um sobre la que realizé analisis de EDS. Se encontr6 que
estd compuesta principalmente por C, O y Ca, también contiene Mg en menos del 3 %wt
(Tabla 15). En el resto de la superficie se observan minerales en estado amorfo.

Ji]
150— E‘ﬂ
= 100—
Z .
=11
50— E— :I.um IF-7800F 9$/12/2016
= 10.0kV LED SEM WD 10.3mm 13:00:47
UII|I|I|IMI|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|
u} 2 4 5] a2 1o 12 14 14 15 ({2

Figura 27. Microanalisis por EDS de la muestra 4R2-t1-T2 (izquierda) y micrografia a 15,000X aumentos de un cristalito
(derecha). El microanalisis de EDS se realiz6 sobre la zona indicada en recuadro blanco.

La micrografia de la Figura 28 también corresponde al tratamiento 4R2-t1-T2. En esta se
observan varias estructuras con morfologia de hojuelas. En analisis de EDS realizado sobre
una de estas estructuras revel6 que esta compuesta principalmente por C, O, Cay P, también
contiene Mg alrededor del 2%wt (Tabla 15). De acuerdo con su composicién y con los
resultados de DRX (Figura 15y Tabla 12) podrian ser de hidroxiapatita (Cas(POa4)3(OH)).
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Figura 28. Microandlisis por EDS de la muestra 4R2-t1-T2 (izquierda) y micrografias a 15,000X y 85,000X aumentos de
una estructura con morfologia de hojuela. EI microandlisis de EDS se realiz6 sobre la zona indicada con un punto blanco.

Tabla 15. Composicién elemental de las estructuras observadas en las micrografias de la
muestra 4R2-11-T2.

Elemento Cantidad estimada (%owt)  Estandar
Figura 27 Figura 28

C 1480+ 129 15.47+1.59 C Vit

(@) 42.84 £1.398 21.78 £1.69 SiO2
Mg 244+034 2.09+0.31 MgO

P - 13.54 + 0.88 GaP

Ca 39.91+1.62 47.13+1.59 Wollastonite

En las micrografias de la Figura 29 se observan estructuras cristalinas con diferentes
morfologias sobre la superficie de las muestras 6R2-t3-T1y 4R2-t1-T2.
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o R |
lpm IF-7800F 4/19/2016 SSS—— lpm IF-7800F 4/19/2016

WD 4.6mm 14:37:53 x23,000 1.00kV UED GB WD 4.6mm 14:53:56

- lpm  IF-7800F 9/12/2016 —— ipm  IF-7800F 4/19/2016
10.0kV LED SEM WD 10.3mm 13:09:47 x14,000 1.00kV UED GB WD 4.7mm 16:07:14

Figura 29. Micrografias de diferentes estructuras cristalinas sobre la superficie de las muestras. Tratamiento 6R2-t3-T1 a)
y b) a 23,000X aumentos. Tratamiento 4R2-t1-T2 c) a 3,000X aumentos y d) a 14,000X aumentos.

4.4.  Andlisis quimico proximal

El contenido de humedad de la muestra de camarén fue del 73.21% y la composicion
porcentual en base seca (bs) es de 51.45 + 0.17 % de proteina y 25.05 + 0.08 % de ceniza.
Para la muestra 4R2-t1-T2 el contenido de proteina es de 2.03 £ 0.28 %; con 36.81 + 0.80
% de cenizas y 96.06 +0.54 % desproteinizacion, que resulto el tratamiento mas eficiente
para la remocion de proteina.
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvo quitina calcéarea a partir de cefalotorax de camardn con agua bajo condiciones

subcriticas.

El disefio experimental de Taguchi permitié optimizar el nimero de experimentos con los

niveles tiempo, temperatura y relacion muestra de cefalotérax/agua destilada (CW/4¢H20).
El mayor rendimiento de proteina soluble de acuerdo al modelo Taguchi fue de 140.73 mg
de proteina/g de CW en el tratamiento de la relacion 0.09 CW/qH2O durante 5 min de

tratamiento a 260 °C.

No se encontraron diferencias significativas por la prueba de comparacién de medias

multiples Tukey-Kramer en la composicién elemental y valor de pH.

El mayor %wt (82.2) de a-quitina se obtuvo con la relacion 0.17 CW/qH20 durante 30 min

de tratamiento a 230 °C.

Los tratamientos favorecen la cristalizacion de minerales y producen una mayor

cristalizacion de las fibras de a-quitina.

El tratamiento con agua bajo condiciones subcriticas resultd efectivo para remover proteina,

pero no se observaron cambios significativos en la remocion de minerales.
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6.

PERSPECTIVAS

La a-quitina calcarea obtenida con los tratamientos propuestos puede ser sometida a
un segundo tratamiento con agua bajo condiciones subcriticas para evaluar la posible

remocion de minerales.

En estudios futuros se podria evaluar la extraccion de a-quitina a partir de cefalotorax
de camardn empleando agua bajo condiciones subcriticas ajustada a un pH inicial de
607.

Acondicionar el reactor con un electrodo para poder monitorear el valor de pH

cuando se lleva a cabo la reaccién.

El tratamiento con agua bajo condiciones subcriticas puede enfocarse para la
obtencion de calcita e hidroxiapatita considerando las condiciones ensayadas con el
tratamiento 6R2-t3-T1.

Caracterizar las proteinas obtenidas mediante Electroforesis de Laemmli.
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7.  TRABAJOS PRESENTADOS

En modalidad de poster, presentacion del trabajo “Disefio de Taguchi aplicado en la
optimizacion para desproteinizar cefalotérax de camardn con agua en estado subcritico para
purificacion de quitina” en el Cuarto Simposium: Perspectivas en Biotecnologia, llevado a

cabo en la Universidad Autdnoma Metropolitana-Iztapalapa, CDMX, el 18 de abril de 2016.

En modalidad de péster, presentacion del trabajo “Tratamiento con agua con agua en estado
subcritico para la extraccion de quitina calcarea a partir de desperdicios de camarén” en el
“5™ International Symposium on Environmental Biotechnology and Engineering”, llevado a

cabo en Buenos Aires, Argentina del 25 al 29 de julio de 2016.
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ANEXO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS DE TECNICAS EXPERIMENTALES

Al.1. Determinacion de Proteina soluble por el método de Lowry-Peterson

Es una técnica espectrofotométrica para determinacion cuantitativa de proteina soluble en
muestras. Se basa en el desarrollo de color que combina la reaccién de Biuret con la adicion
del reactivo de Fenol Folin-Ciocalteau, ambas etapas se describen a continuacion:

a) Reaccion de Biuret

Experimentalmente ocurre cuando se agrega el reactivo A (descripcion en el apartado A2.1).
ElI NaOH presente en el reactivo provee un medio alcalino para que los iones Cu?* se unan
al N del enlace peptidico. Se forma el complejo Cu?* - N que produce un color azul claro
(Oliver H. Lowry, Nira J. Rosebrough, 1951). Mientras que el SDS provoca la
desnaturalizacion de proteinas en la muestra para exponer sus residuos aminoacidicos
(Figura 30a).

b) Reduccion del reactivo fosfomolibdotlignstico por el complejo Cu?* - N

Empieza cuando se agrega el reactivo B, que consiste en el reactivo de Fenol Folin-
Ciocalteau, una mezcla de fenol y acidos fosfomolibdico y fosfotingstico. Los residuos de
tirosina, triptéfano y cisteina presentes en la mayoria de las proteinas reducen el reactivo. El
complejo produce un color azul intenso ( Handbook of Food Analysis, 2015). Los iones Cu?*
catalizan esta reaccion (Figura 30b).
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Figura 30. Etapas del desarrollo de color por el método de Lowry-Peterson. a) Reaccion de
la proteina con el Cu?* en medio alcalino. b) Reduccién del reactivo fosfomolibdottingstico
con el complejo Cu?*- N (Anaya Leyva Y. I., Santana Garcia G. L., Hinojosa Garcia K.,
Sandoval Esquivel J. A., 2011).

Al.2. Cuantificacién de nitrogeno total por el método de Kjeldahl

Se basa en una volumetria &cido-base para la determinacién de nitrégeno total en materiales
bioldgicos. Se define el nitrdgeno total (N1) como la suma del nitrgeno amoniacal (Nam) Yy
nitrdgeno organico (Norg). Consiste en los tres procesos basicos que se describen a

continuacion:

1. Digestion: La descomposicion del Norg en la muestra se realiza con H2SOs
concentrado en presencia de un catalizador (mezcla reactiva de selenio en este caso).
Posteriormente la mezcla se calentd hasta su digestion (solucion color verde). Al

final del proceso el N se encuentra disuelto como (NH4)2SOa.
Norg + H2SO4 — (NH4)2S04 + H20 + CO2

2. Destilacion: se adiciona un exceso de solucién alcalina a la mezcla acida obtenida

de la digestion para convertir el amonio (NH4") en amoniaco (NHs). En seguida se
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lleva a ebullicién, se condensa el NH3z como gas, y se colecta en una disolucién de

concentracion conocida H3BO:s.
(NH4)2S04 + 2NaOH — 2NH371 + NaSO4 + 2H20
NH3?1 + H3BO3 — NH4":H,BOs™ + H3BO3

3. Titulacion: la cantidad de N presente en la muestra puede ser calculada mediante
titulacion a partir de la cantidad cuantificada de amonio en la disoluciéon de

concentracion conocida de H3BO:s.
NHsH2BO3™ + HCl — (NH4)CI + H3BO3

Nitrégeno total

Se define como la suma de nitrogeno proteico (Np) y nitrégeno no proteico (en este caso
corresponde al nitrdgeno de quitina, Ng) que son convertidos a sulfato de amonio
((NH4)2S04) durante el tratamiento descrito anteriormente (NMX-AA-026-SCFI-2010).

Nt= Np + No
Donde:
Nt = Nitrogeno total determinado por el método de Kjeldahl.
Np = Nitrogeno proteico.
No = Nitrégeno de quitina, debido al grupo amida que posee.

Nitrégeno proteico

El nitrégeno proteico calculado se convirtio a porcentaje de proteina (%P) utilizando el
factor de conversion 6.25 indicado por la AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), 1990 nimero 954.01. EI porcentaje de nitrodgeno proteico fue obtenido como la

diferencia de nitrdgeno de quitina (Ng) y nitrogeno total (N7).
% P = (Nt—Ng) * 6.25
Donde:

% P = Porcentaje de proteina presente en la muestra.
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Nt = Nitrogeno total determinado por el método de Kjeldahl.
No = Nitrégeno de quitina, debido al grupo amida que posee.

6.25 = Factor de conversion concertado por la AOAC, 1990, para muestras diferentes de

granos de trigo, en este caso para proteina cruda en alimento para animales.

ANEXO 2. TECNICAS DE ANALISIS

A2.1. Determinacion de proteina por el método de Lowry-Peterson (1977)

Reactivos
A) Solucion de carbonato de sodio tartrato de potasio:

En 250 ml de agua destilada se disolvieron: 25¢g de carbonato de sodio (J. T. Baker, lote
3598-01), 0.25 g de sulfato de cobre pentahidratado (J. T. Baker, lote 1843-01), 0.5 g de
tartrato de sodio y potasio (J. T. Baker).

B) Solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS) (Reasol, reactivo analitico, 99 %, L. 6743):
Se disolvieron 25g de SDS en 250 ml de agua destilada.
C) Solucién de hidréxido de sodio:
Se dosolvieron 8g de NaOH en 250 ml de agua destilada.
Reactivo A

Se mezclaron las soluciones A, By C, y se aford con agua destilada a 1L. El reactivo se
conservo en refrigeracion, y antes de utilizarlo se calentd a bafio maria (25-30° C) hasta

redisolver el SDS.
Reactivo B

Se prepard en fresco diluyendo 1:1 el reactivo fenol Folin-Ciocaltieu (Hycel, L. 304970) con

agua destilada, y se conservo en la oscuridad (frasco con papel aluminio).
Procedimiento:

Se realizo una curva estandar con seroalbumina bovina de 50 a 700 ug/mL, con diluciones

a intervalos de 100 pg/mL.
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1. A 1 mL de muestra se le adicion6 1 mL de reactivo A, se mezcld y se incub6 a 30°C

durante 10 min en oscuridad.
2. Se adiciono 0.5 mL de reactivo B, se agit6 y se incub6 a 30°C durante 30 min.

3. Se determind absorbancia a 750 nm en un espectrofotometro Genesys 6 (Thermo

Spectronic).
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Figura 31. Curva estandar, ecuacion de ajuste lineal y factor r? obtenidos para la determinacion de proteina soluble por el
método de Lowry-Perterson.

A2.2. Anadlisis proximal

Determinacion de humedad

1. Un crisol (C) de porcelana se llevd a peso constante en una estufa a 95 -100 °C

durante 24 hy se registro el peso hasta con 4 cifras decimales.

2. Posteriormente en el crisol se pesé 1 g de muestra (CM3) y se llevd nuevamente a

peso constante como se describid anteriormente.
3. Se dejo enfriar el crisol con la muestra (CM>) en un desecador y después se peso.

4. El porcentaje de humedad (% H) se calcul6 con la ecuacion siguiente:

%H = 100% (CMZ _ C) %100
o " \\eMm, —¢

Donde (peso en gramos):
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%H = Porcentaje de humedad presente en la muestra.

C = Crisol a peso constante.

CMy = Crisol con muestra himeda (antes de ser llevada a peso constante).

CM_ = Crisol con muestra seca (después de ser llevada a peso constante).
Determinacion de cenizas

1. EIl crisol con muestra seca (CM.), obtenido en el paso 3 de determinacion de

humedad, se calcino durante 5 h en una mufla a 550-600 °C.
2. Se dejo enfriar el crisol con cenizas (CC) en un desecador y después se peso.

3. El porcentaje de cenizas (%Cz) se calculd con la ecuacion siguiente:

(cC - 0)
%C, = m X100

Donde (peso en gramos):
%Cz = Porcentaje de cenizas presentes en la muestra.
C = Crisol a peso constante del paso 1 de Determinacion de humedad.
CC = Crisol con cenizas.

CM: = Crisol con muestra seca (después de ser llevada a peso constante) del paso 3

de Determinacién de humedad.
Determinacién de proteina total por el método de Kjeldahl

Consiste digestion, destilacion y titulacién de la muestra, en la Tabla 16 se encuentran

resumidos los reactivos necesarios para cada uno de estos procesos.
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Tabla 16. Reactivos necesarios en cada proceso para la determinacion de proteina total por
el método de Kjeldahl.

Reactivos necesarios segun el proceso

Digestion Destilacion Titulacién
o H2SO4 concentrado |¢ 3L deNaOHal32% para |1 L de solucion valorada
(Meyer, pureza 95-98 %, destilar. de HCI 02 M para

lote C0814475), 20 mL e 60 mL de &cido bérico titulacion (Meyer, pureza

por muestra. o 36.5-38 %, lote
(Meyer, > 99.5 %, lote C0113014).

e Mezcla reactiva de| C0714411) al 4 % para
selenio, 4 g por muestra | colectar la  muestra
(Merck KGaA, destilada.
especificacion: sulfato de
obre 1.45%, sulfato de
sodio 94 %, selenio 1.5 %j;
lote 228).

e 3L de NaOH al 20 % para
atrapar vapores.

e Agua destilada para
enjuagar el equipo.

Procedimiento para digestion de muestras

Se empled la unidad de digestion Biichi B-426 con tubos de digestion Kjeldahl de 300 ml.
La unidad se conect6 a un lavador de gases Buchi B-412.

1) Se peso6 1 g de muestra seca en papel cera y se colocé dentro de un tubo de digestion

(se registraron hasta 4 decimales).

2) A cada tubo se le adicionaron 4 g de mezcla reactiva de selenio y 20 mL de H2SO4

concentrado (se cuidd no derramar acido en los soportes).

3) Se acomodo la base con los tubos en el digestor y se colocé la tapa cuidando que

sellaré perfectamente; se conectaron las mangueras del lavador de gases al digestor.

4) La unidad de aspiracion y el digestor se puso en funcionamiento, la perilla de este

ultimo se gird en 2 unidades cada 5 min hasta llegar al nivel maximo (10).

5) Se digiri6 1 h aproximadamente, se estuvo verificando continuamente el

funcionamiento del equipo y el cambio de color de las muestras.
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6) Una vez que las muestras eran de color verde trasllcido, se apagé el digestor y los
tubos se colocaron en la seccion de enfriamiento. La unidad de aspiracion se apago

hasta que ya no salian vapores de los tubos.
7) Una vez que las muestras estuvieron frias, se destilaron.

Procedimiento para destilaciéon de muestras

Se utilizé la unidad de destilacion Buchi B-323.
1) Se abre el flujo de agua del condensador y se encendio el equipo.
2) Se precalentd y se realizaron 2 lavados con NaOH.
3) En lasalida del condensador se coloc6 un matraz con 60 mL de &cido borico al 4 %
4) Se colocé el tubo de digestion con la muestra y se destilo.
5) Se guardd el matraz con la muestra destilada para titularla posteriormente.

6) Se lavo el equipo con agua destilada, después se apagd y el flujo de agua del

condensador se cerro.

Procedimiento para titulacion de muestras

1) En una bureta se colocé HCI 0.2 M valorado.

2) Se coloco el matraz con la muestra en agitacion magnética vigorosa.
3) Se tituld la muestra hasta alcanzar un pH entre 4.3y 4.7,

4) Se registré el volumen de &cido gastado.

5) El porcentaje de N se calculé como

HClNormalidad * HClVol * 1-4)

o N.. =
/OT( Peso

HCINormaIidad = Normalldad del HCI
HClvo = Volumen de HCI gastado en la titulacion.

Peso = Peso de la muestra (g).
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