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RESUMEN

El proceso de desproteinizacion enzimatica del desecho de camaron y quitina
cruda, es un método econdmicamente atractivo, ya que evita altos gastos de
energia, agua y reactivos. En conjunto con la fermentacion acido lactica se tiene
un tratamiento enzimatico para la purificacion total de la quitina, evitando que
sufran dafios en su estructura molecular debido a el proceso termoquimico.

En el presente trabajo se evaluaron proteasas comerciales como Alcalasa,
Neutrasa y Protamex (de Novozym) en la desproteinizacion de desechos de
camaron, y en quitina cruda. Esta (ltima obtenida mediante un proceso de
fermentacion con bacterias lacticas.

Para este proposito se incubaron las diferentes enzimas con desecho de
camaron seco y molido, aplicando las condiciones Optimas de temperatura y pH
recomendadas por el fabricante. Protamex fue la enzima que arrojo los resultados
mas altos de desproteinizacion (relacion substrato: enzima (S:E) 0.2, 40°C, pH 6,
180 rpm), alcanzando un valor de 6.63 mg/g de proteina soluble a las 3 h del
tratamiento. Posteriormente se evalué el efecto de la relacion S:E en la
desproteinizaciéon de quitina cruda. Se obtuvieron porcentajes de
desproteinizacion (DP) de 87%, 89% y 82% con S:E 1, 100 y 1000,
respectivamente, utilizando las mismas condiciones de tratamiento.

Por otra parte, se analizaron los productos obtenidos del escalamiento del
proceso de fermentacién realizado en la empresa de Biopolimeros Acuicolas S.A
de C.V. (Guasave Sinaloa). Estas fermentaciones fueron realizadas a escalas de
500 Kg, aplicando condiciones ya establecidas: 5% (v/p) inoculo de Lactobacillus
sp (B2), 10% (p/p) de azucar de cafia y 30°C en el desecho de camardn,
obteniendo hasta un porcentaje de desmineralizacion de 74.85% y de
desproteinizacion de 78.2%. Se llevo a cabo la purificacion y desacetilacion de las
quitinas crudas mediante método heterogéneo termoquimico para la obtencion y

caracterizacion de quitosano.
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ABSTRACT

The chitin preparation was carried out with a previous treatment of the shrimp
waste with lactic acid bacteria and followed by enzymatic deproteinization in order
to complete fully biological purification. This process is an alternative to chemical
treatments and can obtain products that are not damaged in its molecular structure

due to the thermochemical process.

In the present study were evaluated commercial proteases (Alcalase, and
Protamex Neutrase of Novozym) according to their degree of deproteinization (DP)

on shrimp wastes or raw chitins.

For this purpose, the enzymes were incubated with shrimp wastes, previously
dried and ground, following optimal conditions of temperature and pH
recommended by the manufacturer. Protamex was the enzyme that deproteinized
the most at a ratio of substrate: Enzyme (S:E) of 0.2 at 40 ° C and pH 6 under
stirring at 180 rpm. At this condition, 6.63 mg/g of soluble protein at 3 h of
treatment was achieved. Subsequently, several S:E ratios were evaluated at the
previous condition established. The DPs were 87%, 89% and 82% of

deproteinization with S:E 1, 100 and 1000 respectively with raw chitin.

On the other hand, the products obtained during the scaling up of the
fermentation process carried out in the company Biopolimeros Acuicolas S.A de
C.V (Guasave Sinaloa) were analyzed. The fermentation process was performed
using the established conditions (5% (v/w) inoculum of Lactobacillus sp (B2), 10%
(w/w) sugar cane and 30 ° C). The degrees of demineralization (DM) and
deproteinization (DP) achieved were 74.85% of demineralization and
deproteinization and 78.2%. The purification and deacetylation of raw chitins
obtained with scaling up were carried out by heterogeneous thermo-chemical

methods for the preparation of chitosan.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Biopolimeros
El advenimiento de la biotecnologia moderna ha transformado radicalmente la

opinion de los cientificos acerca de los organismos y de los materiales que
producen, mediante el aprovechamiento de las enzimas en la naturaleza o de
materia prima marina y agricola para la transformacion de una nueva clase de
materiales biodegradables, biocompatibles y renovables.

Con los avances en quimica y ciencias de materiales, una amplia gama de
polimeros sintéticos se han producido en los ultimos siglos desempefiando un
papel central en la naturaleza y en la economia de la industria moderna. Sin
embargo la creciente dependencia a polimeros sintéticos ha causado una serie de
preocupaciones hacia el medio ambiente y la salud humana, gracias a que la
mayoria de los materiales plasticos no son biodegradables y son derivados de
recursos no renovables, dadas sus propiedades de durabilidad y resistencia hacen
que estos materiales aseguren su existencia en el medio ambiente y compliquen
su eliminacion.

Estos problemas han centrado cada vez mas atencion en polimeros que se
derivan a partir de precursores bioldgicos conocidos como biopolimeros los cuales
pueden ofrecer beneficios al medio ambiente gracias a su amplia variedad de
aplicaciones como adhesivos, materiales absorbentes, lubricantes, cosméticos,
textiles, materiales estructurales, etc.

Los biopolimeros se dividen en dos categorias principales: polimeros que son
producidos por sistemas biol6égicos como microorganismos, plantas y animales, y
los polimeros que son sintetizados quimicamente pero se derivan de materiales
biolégicos como aminoacidos, azlcares, grasas naturales o aceites (U.S.
Congress, 1993; Pacheco, 2007).



2.1.1 Quitina y quitosano
La quitina fue aislada por primera vez por Braconnot en 1811, a partir de hongos

superiores, y por su origen se denomind fungina. El nombre quitina del griego
xitwuy, que significa cubierta se debe a Odier, que en 1923 la aislé a partir de
escarabajos en soluciones alcalinas. Compuesto insoluble en la mayoria de los
solventes comunes. La quitina y su derivado principal, el quitosano, son
biopolimeros con una gran diversidad de aplicaciones en los diversos campos de la
actividad humana. La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza, tanto en el reino animal como en el vegetal, siendo el segundo
biopolimero mas abundante después de la celulosa, por lo que constituye un
importante recurso renovable. La quitina se encuentra presente en artropodos,
insectos, aracnidos, moluscos, hongos y algas entre otros organismos. En los
animales aparece asociada a otros constituyentes, tales como lipidos, pigmentos,

carbonato de calcio y proteinas (Peniche, 2006).

2.1.2 Estructura de la quitina
La quitina (N-acetilglucosamina) es un homopolimero que esta compuesto por

residuos de N-acetil-D-glucosamida (GIcNAc), unidos por enlaces B3-(1, 4) (Figura
1) (Chuan, 2006). Es un polisacéarido cristalino que cuenta con tres diferentes
formas cristalograficas: a-, B- yy-quitinas. La a-quitina es la isoforma mas
abundante, se encuentra compactada dando una estructura cristalina donde sus
cadenas se encuentran antiparalelas, favoreciendo los enlaces de hidrogeno. La
B-quitina tiene un arreglo paralelo con una fuerza intermolecular mas débil, dando
una molécula menos estable de quitina y la y-quitina es una mezcla de las dos
anteriores (Ramirez y col., 2006). Comparando la abundancia natural de las formas
poliférmicas, encontramos que la a-quitina es la mas abundante y estable,
mientras que las otras dos se presentan en pequefas proporciones y tienden a ser

transformadas en a-quitina (Hirano, 1999).
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Figura 1. Estructura de la quitina.

Debido a que la quitina cuenta con un alto grado de cristalinidad es insoluble en

soluciones acuosas y solventes organicos (Tsigos y col.).

2.1.3 Obtencion de quitina
El esqueleto de camaron y cangrejo son las principales fuentes para la

produccién de la quitina a nivel comercial asociada con proteinas, minerales,
lipidos y pigmentos, estos tienen que ser removidos para alcanzar un alto grado
de pureza para diferentes aplicaciones biologicas necesarias (Percot y col., 2003;
Pastor, 2004). Diversos procesos de obtencién de quitina se han empleado,
destacando los métodos quimicos y los biolégicos. Dentro de los bioldgicos, el
ensilado, se define como un proceso de conservacion en el cual los acidos
adicionados o producidos inhiben el crecimiento de patégenos, presenta ciertas
ventajas respecto a los otros, como el permitir la recuperacion de productos con
valor agregado. Dos tipos de ensilado son los mas frecuentes: el ensilado quimico,
gue se basa en la adicion de acidos inorganicos u organicos y posteriormente es
neutralizado y el ensilado obtenido por fermentacion lactica, en el que el acido es
producido in situ por la fermentacion bacteriana de una fuente de hidratos de
carbono, y en donde los microorganismos responsables pueden provenir de la
microflora natural del desecho o de cultivos iniciadores (Shirai y col., 2001; Cira y
col., 2002).



2.1.4 Estructura del quitosano
El quitosano es un polimero policationico formado por mas de 5000 unidades de

glucosamina (2-amido-2desoxi-beta-D-glucosa) unidas por enlaces glicosidicos f3-
(1, 4) (Figura 2) y se obtiene comercialmente del polimero de la quitina, que se
encuentra en la cuticula y exoesqueleto del camardn, entre otras especies, por
medio de una desacetilacion alcalina (NaOH, 40-60%) (Larez, 2006; Rabea y col.,
2003), tras sustituir los grupos acetamido por grupos amino. La carga positiva que
inducen los grupos amino da al quitosano la capacidad de atrapar sustancias como
macromoléculas, proteinas, lipidos, metales, etc., cargados negativamente, esta
propiedad junto con las anteriores hace que el quitosano tenga un gran potencial
para diferentes usos. La estructura molecular del quitosano posibilita también que
actue como liberador de sustancias de una manera controlada, pudiéndose utilizar

para incluir aditivos o ingredientes funcionales en los recubrimientos y films.
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Figura 2. Estructura del quitosano.

El quitosano es insoluble en muchos solventes, pero es soluble en acidos
organicos como acido acético, acido foérmico, acido lactico y acido malico. El uso
del quitosano se ha visto limitado por ser insoluble en agua por su alta viscosidad y
por su tendencia a coagular con proteinas a valores de pH altos, se han llevado a
cabo modificaciones quimicas teniendo como resultado muchos efectos que

incrementan su solubilidad en agua (Rabea y col., 2003).



2.2 Obtencion de la quitina
La quitina se obtiene al realizar procesos sucesivos de desproteinizacion en

medio alcalino y de desmineralizacion en medio &cido, lavando posteriormente
hasta alcanzar pH neutro, sometiendo finalmente el producto a caracterizaciones
que definirdn sus propiedades (Pastor, 2004; Aye y Stevens, 2004). Dado a que
dicho método es poco amigable con el medio ambiente, se ha llevado a cabo el
estudio de diferentes procesos alternativos como los procesos enzimaticos de
desproteinizacion y la fermentacioén &cido lactica (Cira y col., 2002; Synowiecki y
col., 2003; Rao y Stevens, 2005;).

2.2.1 Fermentacion acido lactica
La fermentacion acido lactica ofrece atractivas ventajas tales como bajos costos

de inversion, dar un uso integral a los desechos ya que se pueden separar
productos de alto valor comercial. Este proceso combinado con el tratamiento
termoquimico es un método para la purificacion de la quitina, reduciendo asi la
cantidad de &cidos y bases requeridas en el tratamiento termoquimico, conocido
como proceso biologico-quimico (B—Q), lo cual ayuda a la desmineralizacion y
desproteinizacion. La fermentacion se realiza en un reactor tipo columna con
temperatura controlada y agitacién ocasional, usando una bacteria lactica, dando
como resultado una fraccion soélida conteniendo la quitina cruda y una fraccion
liquida (licor) rica en proteina natural de camardén, minerales y pigmentos,
obteniendo asi quitina cruda (Cira y col. 2002). En este proceso con
microorganismos, las proteasas de los mismos provocan la hidrélisis de las
proteinas (desproteinizacion) y la produccion de &cido lactico de los
microorganismos durante la fermentacion, este contribuye a la desmineralizacién,
principalmente la hidrdlisis parcial del CaCO3;, dependiendo de la cantidad de
fuente de carbono y de la concentracion de inoculo, aumentando asi la estabilidad
del desecho de camaron.

La especie Lactobacillus, es aero-tolerante y crece relativamente mejor sin

agitacion. En el caso de la fermentacion de camardn se requiere un bajo volumen



de desecho ya que hay una alta produccion de CO,y podria derramar (Shrinivas y
col., 2005; Sini y col., 2007).

2.2.2 Extraccion del pigmento
La coloracion de los caparazones de crustaceos se debe fundamentalmente a la

presencia de pigmentos tales como astaxantina, cantaxantina, astaceno, luteina y
el B-caroteno, suelen extraerse con cloroformo, éter, acetato de etilo, etanol o
mezcla de solventes. Principalmente la astaxantina se extrae con acetona grado
industrial, relacion de (1:15) p/v, durante una hora con agitacion constante, a
temperatura ambiente, evitando la luz directa, ya que esta provoca su degradacion
(Gimeno y col., 2007; Peniche, 2006).

2.2.3 Desmineralizacion (DM) quimica de la quitina
La desmineralizacién se realiza ya que el principal componente organico de los

caparazones de los crustaceos es el CaCOj; el cual se suele eliminar empleando
soluciones diluidas de HCI (hasta 10%) a temperatura ambiente (Peniche, 2006),
también se han utilizado otros &cidos como: HNO3, H,SO3, CH3COOH, H,SOq,
entre otros, a temperatura ambiente a una concentracion que varia desde 0.275 a
2M, en un tiempo de 1 a 48 h y a una temperatura de 0 a 100 °C, segun la
aplicacidon que tenga la quitina (Cira y col. 2002). La concentracion del acido vy el
tiempo de tratamiento dependen de la fuente de donde provenga el ensilado, pero
deben de evitarse los tratamientos a temperaturas muy altas, que provocan la
degradacion del polimero (Larez, 2006).

2.2.4 Desproteinizacion (DP) quimica de la quitina
La desproteinizacion de la quitina se realiza utilizando una solucion acuosa

diluida de NaOH (1M), a temperaturas desde 25 a los 100°C, con el fin de disolver
la proteina. El tiempo del tratamiento puede variar desde 30min a 72 h (Percot y
col, 2003; Peniche, 2006). Existen otros agentes que se han utilizado para la
extraccion del polimero como: Na,CO3;, NaHCO3;, Na,SO3, Na,S, entre otros. Hay

gue tener en cuenta que tratamientos por largo tiempo o a temperaturas muy altas



pueden provocar las rupturas de las cadenas y la desacetilacion parcial del
polimero (Peniche, 2006; Larez, 2006).

2.3 Desproteinizacion enzimatica
Desde la antigliedad las enzimas se han utilizado en la elaboracién de quesos,

cerveza y curtido de cuero, el tratamiento de materias primas como peces,
crustaceos y algas. Las enzimas exogenas se han utilizado en menor medida que
las enzimas enddgenas. También se ha utilizado el efecto de sus propias enzimas
en el tradicional proceso de fermentacion algunos productos de pescado obtenidos
por este proceso son de gran tradicion en el Sur-Este de Asia, donde las enzimas
digestivas activas hidrolizan rapidamente la mayor parte de la proteina donde se
obtiene una solucion acuosa rica en proteinas para la alimentacion y elaboracion
de productos.

En las dltimas décadas se han utilizado gran variedad de enzimas para acelerar
diversos procesos (Gildberg, 1993; Garcia-Carrefio, 1991). Siendo este un
procedimiento alternativo, es la desproteinizacion enzimatica de la quitina cruda
obtenida al término de la fermentacion &cido lactica, la cual podria usarse
potencialmente para hidrolizar la proteina residual presente, utilizando enzimas
comerciales (proteasas) (Kafetzopoulos y col. 1993). Las proteasas (Proteinasas,
Peptidasas o enzimas Proteoliticas) son enzimas que descomponen los enlaces

péptidos que se encuentran entre las proteinas, llamado corte proteolitico.

2.4 Obtencion de quitosano: desacetilacion
La desacetilacion de la quitina se lleva a cabo por hidrélisis de los grupos

acetamida (en el C-2) en medio fuertemente alcalino (soluciones concentradas de
NaOH o KOH del 40 al 65%) a diferentes temperaturas (Figura 3) (Peniche, 2006;
Larez 2006).
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Figura 3. Desacetilacion de la quitina para obtencion del quitosano.

Debido a que las caracteristicas del quitosano dependen en gran medida a la
fuente del desecho y método de obtencion, es importante conocer los diferentes
métodos existentes (desacetilacion homogénea y heterogénea) y las variaciones
gue estos producen. La desacetilacion homogénea del quitosano se lleva a cabo a
bajas temperaturas o a temperatura ambiente, durante largos periodos de tiempo,
con lo que se asegura la uniformidad de la reaccion, alcanzando valores de
acetilacibn menores. La desacetilacion heterogénea es aquella en la que se utilizan
altas temperaturas (100 a 140°C) las cuales favorecen la velocidad de la reaccion,
sin embargo la desacetilacion sucede con mayor rapidez en las regiones amorfas
del biopolimero, que en las areas cristalinas, lo que impide una mayor
desacetilacion, arrojando quitosanos desacetilados heterogéneamente (Nemtsev y
col., 2002).

2.5 Propiedades, caracteristicas y aplicaciones de quitina y

quitosano.
El quitosano y la quitina son compuestos comercialmente muy interesantes ya

gue tienen un contenido alto de nitrégeno (6.89%) en comparacion con la celulosa
(1.25%). Esto hace que el quitosano sea util como agente quelante. El uso de los
polimeros naturales como celulosa, dextrosa, quitina, quitosano, etc., se ha ido
incrementado gracias a que son biocompatibles, biodegradables y no toxicos en
comparacion con los materiales sintéticos ya que estos tienen mas limitado su uso,
pueden ser quimica o enzimaticamente modificados. Debido a que el quitosano

posee grupos aminos reactivos, presenta actividad antimicrobiana, es insoluble en
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agua, solventes inorganicos y medios alcalinos, pero es soluble en acidos
inorganicos diluidos como: acido acético, formico, succinico, lactico y malico,
cuando el &cido se encuentra debajo del pH 6 (Rabea y col. 2003). Las
caracteristicas del quitosano son muy variadas segun su aplicacion, las mas
particulares son el grado de acetilacion y el peso molecular, comparado con la
quitina. La viscosidad de las soluciones que contienen quitosano varia segun el
grado de acetilacion, el peso molecular, la concentracion, la fuerza ionica, el pH 'y
la temperatura (Tsigos, y col. 2000). Una de las principales propiedades del
quitosano es su accidn antimicrobiana frente a diversos microorganismos. El
mecanismo exacto de la accidén antimicrobiana del quitosano y sus derivados es
todavia desconocido, si bien se han propuesto diferentes hipétesis. Todas estas
teorias estan relacionadas con su naturaleza catidnica que le permite reaccionar
con moléculas y superficies cargadas negativamente como las paredes celulares
microbianas (Gemma, 1996; Pacheco, 2007). Aungue su actividad antimicrobiana
depende de diversos factores que pueden limitar su eficacia, los estudios
demuestran que se puede considerar un compuesto interesante para su utilizacién
como conservante en alimentos, con un potencial considerable para mejorar la
calidad y seguridad de los mismos (Genta y col., 1997).

El uso alimentario del quitosano esta permitido en paises como Japén, Corea y
Estados Unidos, donde el quitosano se encuentra reconocido como sustancia
GRAS (Generally Recognized as Safe). También en Nueva Zelanda figura en la
lista GRAS de compuestos para nutricién oral desde Abril de 2004. En Europa esta
permitido su uso en el sector de la dietética (como “atrapador” de grasa) y aunque
su aplicacién como aditivo alimentario estd pendiente todavia de aprobacion oficial,
las perspectivas de futuro para su uso como ingrediente o aditivo alimentario se

pueden considerar optimistas (Ahn vy col., 1992).



Figura 4. Aplicaciones de quitina y quitosano.

(Tsigos y col., 2000; Larez, 2006; El Gueddari N., Moerschbacher B. 2003)
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3. JUSTIFICACION

La produccion de crustaceos es cada vez mayor, sin embargo no se tiene un
manejo adecuado para los desechos sélidos que genera esta industria. La quitina
y quitosano se obtienen principalmente mediante un método donde se utilizan
acidos y alcalis a altas concentraciones, consumiendo grandes cantidades de
energia y agua, este tratamiento no permite la recuperacion de otros productos de
valor agregado y puede causar la hidrélisis parcial de la quitina. Ademas la quitina
puede contener residuos de proteina que generan alergias en consumidores
hipersensibles, motivo por el cual no son aceptados en varios paises como
ingredientes grado alimenticio ni pueden ser aplicados en el é&rea de la
biomedicina.

Por estos motivos se ha propuesto combinar la fermentacion acido lactica
seguida de una desproteinizacién con enzimas comerciales para la preparacion de
la quitina, reduciendo los costos de inversion y supliendo el método quimico por un

método totalmente bioldgico.
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4. OBJETIVOS

Objetivo General
e Evaluar la desproteinizacion de desperdicios y quitina cruda de camarén

utilizando enzimas comerciales.

Objetivos Particulares
e Establecimiento de condiciones para la obtencion de quitinas y

quitosanos mediante el método biolégico-quimico.

e Caracterizacion de quitinas y quitosanos obtenidos mediante el método

biol6gico-quimico.

e Establecimiento de condiciones para la desproteinizacién de desechos

de camarén, mediante el uso de enzimas comerciales.
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5. HIPOTESIS

Las proteasas hidrolizaran la proteina residual de las quitinas obtenidas por la
fermentacién, evitando el uso de quimicos, permitiendo la obtencién de quitinas

puras, sustituyendo los métodos convencionales.
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6. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental de este trabajo se dividio en tres etapas: En la primera
etapa se analizaron las muestras sélidas y liquidas obtenidas durante el
escalamiento a 500 Kg del proceso de fermentacion acido lactica del desecho de
camaroén, el cual se realizé en dos lotes (Fermentaciones F1 y F2), conforme a las
condiciones determinadas por Cira y col. (2002), en las instalaciones de la
empresa Biopolimeros Acuicolas S.A de C.V ubicada en Guasave Sinaloa. y se
llevo a cabo la purificacién quimica de la quitina.

En la segunda etapa se realizo una seleccion de enzimas comerciales (proteasas)
para la desproteinizacion del desecho de camarén y de la quitina cruda obtenida al
término de la fermentacion acido lactica.

En la tercera etapa se llevo a cabo la purificacion de las quitinas crudas obtenidas
de F1 y F2, la desacetilacién quimica de las quitinas puras y el andlisis quimico
proximal y caracterizacion de los productos obtenidos de ambos lotes.

6.1 Desecho de camaron
El desecho consistio en cabezas y exoesqueletos de camardon del género

Litopenaeus spp obtenido del estado de Sinaloa. Dicho desperdicio fue molido en
un molino para carne y almacenado bajo congelacion hasta su posterior

utilizacion.

6.2 Microorganismo
El microorganismo utilizado fue una cepa de bacterias acido lacticas Lactobacillus

sp. (B2) que fue aislada de desperdicios de camarones tropicales (Shirai y col.,
2001). Se inoculé en medio Man, Rogosa and Sharpe (MRS) y se incubaron
durante 24 h a 30°C.
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6.3 Fermentacion acido lactica (escala laboratorio)
La fermentacion &cido lactica fue llevada a cabo en reactores tipo columna con

capacidad de 3 Kg, en los cuales se coloco la mezcla de desechos de camaron,
5% (v/p) del inoculo de Lactobacillus sp. (B2) y 10% (p/p) azlUcar de cafia, (mismas
condiciones utilizadas en el escalado a 500 Kg). Los reactores se mantuvieron a
una temperatura controlada de 30°C durante 120 h (Cira y col., 2002). La fraccion
sélida en la que se encontrd principalmente quitina cruda fue secada y utilizada

posteriormente para la desproteinizacion enziméatica.

6.4 Purificacion de quitina cruda

6.4.1 Desmineralizacion quimica
La desmineralizacion de quitina cruda fue llevada a cabo en un reactor agitado

de acero inoxidable con una solucién de HCI (0.4M), a 25 °C, durante 1 h, relacion
(1:15) (p/v). El producto fue lavado hasta neutralidad con agua corriente y secado
a 40 °C durante 24 h para su posterior desproteinizacion como se muestra en la
figura5 (Ciray col. 2002).

6.4.2 Prueba de desmineralizacion (F1)
Para F1 se realiz6 una prueba de desmineralizacion en las instalaciones de la

Planta de Biopolimeros Acuicolas S.A de C.V por el Ing. Jorge Barrera donde se
llevo a cabo un enjuague previo con agua caliente (80°C) durante 20 min. Se
utilizo una solucion de HCI 0.5M para 1 Kg de quitina cruda con agitacion
constante durante 180 min, tomando muestras cada 30 min como se indica en la

tabla 1, determinando él %C en las instalaciones del laboratorio de Biopolimero.
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Tabla 1. Tiempos de desmineralizacion (HCI 0.5N)

Tiempo de
No. de muestra reaccion
(min)
0 0
1 30
2 60
3 90
4 120
5 150
6 180

6.4.3 Desproteinizacion quimica
La desproteinizacion de la quitina a nivel laboratorio se llevo a cabo en un

reactor agitado de acero inoxidable con una solucion acuosa de NaOH (0.4M),
durante 1h a velocidad baja a temperatura de 25°C con una relacion (1:15) (p/v).
Una vez concluida la reaccion fue lavada con agua corriente hasta neutralidad,
secada a 40°C durante 24 h, obteniendo asi quitina pura (Cira y col. 2002), la cual

fue caracterizada y utilizada en la desacetilacién quimica (Figura 5).

6.4.4 Prueba de desproteiniazcion (F1)
Se realiz6 una prueba de desproteinizacién en la Planta de Biopolimeros

Acuicolas S.A de C.V., con una soluciéon de NaOH (0.4M) con agitacién constante
durante 3 h a temperatura ambiente fue enjuagada y secada se determiné la

variacion de %C y %P

6.4.5 Purificacion de quitina (F1 y F2)
La purificacion a nivel laboratorio de las quitinas crudas obtenidas de la F1y F2

se realizo con HCl (0.4M) y NaOH (0.4M) conforme a las condiciones
determinadas por Cira y col. (2002) mencionadas en la figura 5, para su posterior

desacetilacion.
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Figura 5. Diagrama de bloques del proceso de purificacién de quitina cruda.
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6.5 Desproteinizacion enzimatica

6.5.1 Enzimas comerciales
Las proteasas comerciales usadas para la hidrélisis de los desechos de

camaron y quitina cruda fueron las siguientes:

e Neutrasa (Novozyme): endoproteasa bacteriana producida por cultivo
sumergido de una cepa seleccionada de Bacillus amyloliquefaciens. Puede
ser usada en la mayoria de los casos en que las proteinas tienen que ser
degradadas a péptidos. Biocatalizador inmovilizado estable contra
autoprotedlisis (www.dsm.com).

e Alcalasa® (Novozymes): enzima proteolitica producida por cultivo sumergido
de una cepa seleccionada de Bacillus licheniformis, EI componente principal
de la enzima es Subtilisina A (endoproteinasa) (www.dsm.com).

e Protamex™ (Novozymes): es un complejo de proteasas de Bacillus,
desarrollado para la hidrdlisis de las proteinas de alimentos (Kechaou y col.,

2009; www.dsm.com).

Para determinar las condiciones de pH y temperatura utilizadas se manejaron
los rangos recomendados por el fabricante debido a que con base a estos factores
las enzimas pueden ser mejor utilizadas en el proceso, ya que son selectivas y
realizan una funcién catalitica, produciendo cambios especificos en la estructura

quimica del sustrato (Gildberg, 1993).

Tabla 2. Condiciones 6ptimas para la actividad enzimatica propuestas por el

fabricante.

Enzima Origen AU/g pH | Temperatura

Alcalasa® Bacillus 0.6 | 6.5a85 55a70°C
Novozymes lincheniformis

Neutrasa Bacillus 0.8 | 5.5a75| 45a55°C
Novozymes amyloliquefaciens
Protamex'" Bacillus 15 | 55a75| 35a60°C
Novozymes

(www.novozymes.com; www.dsm.com)
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6.5.2 Seleccion de proteasas comerciales aplicadas a desecho de camaroén
Los desechos de camardon se incubaron empleando enzimas comerciales

Alcalasa, Neutrasa y Protamex, a diferentes relaciones sustrato:enzima (S:E)

(Tabla 3), a temperaturas y pH recomendados por el fabricante (Tabla 2), se

determino proteina soluble por el método de Bradford.

Tabla 3. Enzimas y relaciones sustrato:enzima (S:E) probadas en desecho de

camaron.
Relacion Temperatura
Enzima pH S:E oC
Protamex | 60,6575 | 0.2,033,05,1,5 40y 55
Alcalasa 6.5,7.58.5 0.5 55
Neutrasa | 556575 0.5 55

La quitina cruda y Protamex fueron pesadas de acuerdo a las diferentes

relaciones S:E (Tabla 4) y resuspendidas en un buffer de fosfatos de potasio 50

mM a pH 6, se agito suavemente en un voértex y se incub6 a una temperatura

controlada de 40°C, a 150 rpm durante diferentes periodos de tiempo (20, 60, 120,

180, 240 y 300 min).  La enzima fue inactivada por calentamiento (=90°C, 3min)

antes de ser centrifugada (10,000 rpm, 15 min, 4° C). La fase liquida y sdlida

fueron separadas para su posterior analisis, obteniendo como productos finales

desecho de camarén desproteinizado y quitina cruda desproteinizada (Figura 6)

(Gildberg y Stenberg, 2001).
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Tabla 4. Condiciones en la desproteinizacion de la quitina cruda.

Enzima Condiciones Relacién S:E

pH 6.0 Tem. 40°C

Protamex 180 rpm 0.2,0.25,0.33,0.5
Desecho de camardn Quitina Cruda
(molido) (10% proteina residual)

Buffer de
Buffer de
< Protamex l m l
- Protamex

~
—»[ Homogenizacién | _

Y }

[ Incubacion ]
(40°C, 150 rpm)

\ f

Inactivacion de la
enzima (90°C, 3 min.) |

( Desechode | ) R 2 .
camarén ‘ Centrifugacion - Quitina cruda

_ desproteinizado | (10000 rpm, 15 min.) | L desproteinizada |

. Y " 1

Andlisis Quimico [ )
Andlisis Quimico
Proximal
L Proximal

Figura 6. Diagrama de bloques del proceso de desproteinizacién enzimatica.

6.6 Obtencion de quitosanos (desacetilacion)
La desacetilacion de la quitina pura, se llevo a cabo por método heterogéneo

en un reactor tipo columna, con soluciones acuosas de NaOH a diferentes
concentraciones a 110°C y variando tiempos de reaccion, con una relacion de

(1:15) p/v (Tabla 5). El producto fue enjuagado con agua corriente hasta
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neutralidad, secado a 35°C durante 24 h para su analisis y caracterizacion como

se indica en la figura 7.

Tabla 5. Condiciones de desacetilacion de la quitina pura (F1).

Concentracion
% NaOH

Tiempo (h)
de reaccion

30, 40,50y 60

0.5
15
2
2.5

3

[ Quitina pura ]

NaOH (30 hasta 60%) Desacetilacion Agua corriente
relacion 1:15 piv (0.5 hasta 3.5h, 110°C, agitacion constante) (neutralizacion)

\

(

|

[ Secar a 40°C durante 24 h ]

\

/

[ Quitosano ]

[ Analisis quimico ] [ Caracterizacion ]

proximal

(Mvy DA)

Figura 7. Diagrama de blogues de proceso termoquimico para obtencion de
quitosano.
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7. ANALISIS DE MUESTRAS

7.1 Determinacion de pH y acidez total titulable (ATT).
El pH se determind directamente de las muestras solidas y liquidas de las

fermentaciones de escala laboratorio e industrial (500 kg). La ATT fue determinada
por titulacién potenciométrica, pesando 1g de muestra y diluida (1:10) en agua
destilada con agitacion magnética constante midiendo el pH inicial y adicionando
NaOH 0.1N valorado hasta un pH final de 8. Asumiendo que todo el acido
producido es lactico, entonces 1.0 ml de NaoH es equivalente a 0.009 g de acido
lactico (90 g/mol). La ATT, expresada como porcentaje de &cido lactico fue
calculada con la ecuacion 1 (Cira y col. 2002):

% ATT = (Volumen del titulante * 0.009 x N (alcali) * 10) x 100 ... ... (D

7.2 Analisis microbiolégico
Se realiz6 el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias

lacticas (BAL) y coliformes. Las muestras fueron homogenizadas en solucion
isoténica 0.09% (p/v) de NaCl, para posteriormente realizar diluciones. El
crecimiento microbiano fue determinado por conteo en placa de colonias usando
un inoculo de 0.05ml en agar eosina azul de metileno (EMB) para coliformes y

agar MRS para bacterias lacticas (BAL) (Anénimo, 1979).

7.3 Analisis Quimico Proximal

7.3.1 Determinacion del contenido de humedad (%H)
El porcentaje de humedad fue determinado después de secar 2g de muestra en

charolas de aluminio durante 24h a 110°C hasta alcanzar peso constante en una
estufa con temperatura controlada, calculando el porcentaje por diferencia de
pesos con la ecuacion 2 (AOAC, 1990).

(peso charola con muestra sin humedad — peso charola)
% H = * 100] —100..... (2)
peso muestra
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7.3.2 Determinacion del contenido de cenizas (%C)
El porcentaje de cenizas fue determinado después de la combustion de

aproximadamente 2g de muestra en crisoles a peso constante, en una mufla a
550°C, durante 4 h (hasta llegar a peso constante), obteniendo asi la diferencia de
pesos (Ecuacion 3) (AOAC, 1990).

(peso crisol con cenizas — peso crisol)
%C = [ ] * 100
peso muestra

7.3.3 Determinacion del contenido de grasa (%G)
El porcentaje de grasa se calculo después de la cuantificacion de substancias

extraibles con éter de petroleo por diferencias de pesos con la ecuacion 4 (AOAC,
1990).

(peso vaso con grasa — peso vaso)
*

%G =
peso muestra

7.3.4 Determinacion de nitrégeno total
El nitrdgeno total se determino por el método de Kjeldahl, llevando a cabo una

combustion en himedo de la muestra por calentamiento con &cido Sulfarico
concentrado en presencia de catalizadores para reducir el nitrdgeno orgéanico de la
muestra hasta amoniaco, el sulfato de amonio producido se alcaliniza y se destila
para desprender el amoniaco que posteriormente es atrapado Y titulado (Ecuacion
5) (Cira 'y col., 2002).

Nitrégeno total = Nitrégeno no proteico + Nitrégeno proteico ... ... (5)
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7.3.5 Nitrogeno Proteico (NP)
El porcentaje de nitrogeno proteico fue determinado por Kjeldahl calculado

restando el nitrdgeno de quitina al nitrogeno total y multiplicado por 6.25 (Ecuacién
6) (Ciray col., 2002)

% Proteina residual = (Nitrégeno total — Nitrégeno de quitina) * 6.25 ... ... (6)

7.3.6 Nitrogeno de Quitina (NQ)
El nitrdgeno de quitina fue determinado por el método de Kjeldahl, después de

que la muestra fue tratada con &cido y &lcali 1IN y 5% (p/v), respectivamente
durante 1 hora en bafio maria (Cira, 2000).

7.3.7 Determinacion de nitrégeno por Analisis Elemental (CHN)
Otro método utilizado para la determinaciéon de nitrégeno fue Analisis Elemental

en el cual las muestras solidas fueron secadas y pulverizadas para disminuir su
tamafio de particula y asegurar su homogeneidad. Se analizaron muestras de
entre 0.8 y 1.1 mg en un Analizador Elemental Fisons EA1108, determinando el

contenido de carbono, hidroégeno y nitrégeno (Cira, 2000).

7.3.8 Proteina Soluble (Bradford)
Se determind la proteina soluble hidrolizada por enzimas comerciales por el

método de Bradford (1976), utilizando una curva estandar de seroalbumina bovina
(Anexo 1).

7.4 Caracterizacion de quitinas y quitosanos

7.4.1 Determinacion de solubles
La solubilidad de la quitina se determiné disolviendo 0.02 g de muestra en 25

ml de una solucion de (DMACI/LICI) (5%) p/v a temperatura ambiente, durante 24
h con agitacién constante, posteriormente se filtré y se determind peso seco para

obtener el porcentaje de quitina disuelta (Ramirez y col., 2006).
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La solubilidad del quitosano se determino disolviendo 0.1 g de muestra en 25
ml de una solucién de acido acético glacial (0.1M) durante 24 h, con agitacion
constante a temperatura ambiente, determinando por peso seco la cantidad de
quitosano soluble (Shrinivas y col., 2005).

7.4.2 Grado de acetilacion

La determinacion de grado de acetilacion (DA) de los quitosanos se determind
por resonancia magnética nuclear de proton (Hl RMN), usando el espectrometro
Bruker CA 300 (Heux y col., 2000; Pacheco y col., 2008). A las quitinas obtenidas
se les determind el DA por medio de relacion carbono nitrégeno (C/N) por andlisis
elemental mediante la ecuacion 7 (Kasaai y col., 2000). Por este mismo medio se

obtuvieron espectros de quitina pura y quitosano.

_ C/N—5.145

DA = g1 —5.145 * 100

7.4.3 Determinacion del peso molecular mediante viscosidad intrinseca

[n]

El peso molecular de quitosanos se calculé determinando viscosidad intrinseca,
con una solucion de acido acético glacial (2%) y acetato de sodio (0.2M).
Los parametros se determinaron con la ayuda de la ecuacién 8 (Mark — Houwink-
Sakurada) y las constantes determinadas a y k para el disolvente empleado
(Pacheco 2007; Mao y col. 2007; Shrinivas y col. 2005).

Donde: k = 1.38 x 10-5§ .a = 0.85
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7.4.4 Determinacion de Peso Molecular (Mw) de quitinas
Se lleva a cabo el mismo procedimiento que con quitosanos pero con las

siguientes modificaciones:

1.- Se pesan 0.02g de quitina para realizar la solucion estandar (0.4 g/L).

2.- Como disolvente se utiliza una solucion de Dimetilacetoamida (DMAC)
conteniendo 5% de cloruro de litio (Pacheco 2007; Mao y col. 2007; Shrinivas y

col. 2005).

3.- Las constantes utilizadas para este disolvente son:

L
k=24x10"%=
g

a=0.69

7.5 Obtencion de espectros infrarrojo (FTIR)
Se obtuvieron espectros infrarrojo de los desechos de camarén, quitinas

crudas, quitinas puras y quitinas desproteinizadas enzimaticamenteutilizando un

espectrofotometro infrarrojo modelo spectrum 100.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Primera etapa

8.1 Escalamiento de la fermentacion acido lactica a 500 Kg
En esta parte de la tesis se presentan los resultados de los analisis a los lotes

escalados de la fermentacion &cido lactica realizada en la empresa de
Biopolimeros Acuicolas S.Ade C.V.: F1y F2.

La conservacion de desechos de camaron y de pescado mediante el proceso

de fermentacion, es un método eficaz que depende de la produccion de acido
lactico ya que interviene directamente en el crecimiento de las bacterias
competitivas y la inhibicion de la microflora indeseable mediante la reduccion de
los valores de pH. Este proceso permite la recuperacion de la quitina y de otros
productos de valor agregado como pigmentos y minerales (Shirai, 1999; Rao y
col., 2000; Shirai y col., 2001).
Pacheco y col., en el 2009 reportan que las temperaturas entre 30 y 40°C se
consideraron las éptimas para la purificacion bioldgica de la quitina y que la mayor
recuperacion de axtaxantina libre se logra dentro de los 20 y 30°C. Por otra parte
Rao y Stevens en el 2005 reportan porcentajes de DM y DP del 52 al 81%
utilizando dos cepas de L. plantarum adicionando &cido acético al inicio de la
fermentacion.

Las fermentaciones realizadas en este trabajo se llevaron a cabo con un 5% de
inoculo de Lactobacillus sp (B2) y un 10% de azucar de cafia como fuente de
carbono conforme a los resultados obtenidos en el trabajo realizado por Cira y col
en el 2002, donde obtienen un 85% de DMy un 87.6% de DP.

Las quitinas crudas obtenidas de ambos lotes a 500 Kg en la empresa de
Biopolimeros Acuicolas fueron quimicamente analizadas en el laboratorio de
Biopolimeros en la UAM-Iztapalapa., asi como también se llevé a cabo la

purificacion y desacetilacion quimica de las quitinas y su caracterizacion.
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Se realiz6 un andlisis quimico proximal de los desechos de camarén utilizados
en F1 y F2 mostrando los resultados en la tabla 6. EI desecho de camaron para F1
contiene el 33% de materia organica de la cual el 15 % corresponde a cenizas,
25% lipidos y 25% proteinas, comparando ambos lotes, F2 tiene menor cantidad
de proteina y un 10% méas de agua lo que puede repercutir en el proceso
fermentativo ocasionando una menor retencion del inoculo en el sdlido debido al

rapido paso a licor.

Tabla 6. Analisis quimico proximal de desecho de camaron empleado como
materia prima para los lotes de fermentacién de 500 Kg.

DESECHO DE | HUMEDAD | CENIZAS | GRASA | PROTEINA
CAMARON (%) (%) (%) (%)
Fermentacion 1 | 67.29+1.48 |15.19+0.75| 25.32+0.07 | 25.90+0.30

Fermentacién 2 | 75.07+1.81 |16.19+1.32| 25.32+0.07 | 17.61+0.06

8.1.1 Determinacion de pH y ATT en licor y ensilados
Se realizé el andlisis de pH y ATT (expresada como acido lactico) a las

muestras tomadas en ambos proceso de fermentacion. Los resultados de la
variacion son mostrados en las figuras 8 y 9. La F1 inicia con un pH de 7.04 el
cual disminuyo constantemente durante el transcurso de la fermentacion hasta
llegar a un pH de 4.8 a las 140h. La F2 tuvo un pH inicial de 7.02 el cual se
comporta de manera similar llegando a un pH de 5.19 a las 120 h.

Estos comportamientos son similares a los reportados por Cira en el 2000,
donde menciona que este efecto es debido a un proceso de inhibicion por
producto, en donde los iones hidrégeno formados por la ionizacion del acido

lactico provocan un descenso del pH, inhibiendo a los microorganismos
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fermentativos provocando que la acidificacion sea detenida mas sin embargo,
una produccion ligera de acido continua, de tal forma que los compuestos
basicos (amonio, aminas, etc.) formados continuamente en el ensilado

interactien con los iones hidrogeno manteniendo el pH constante.

== pH sélido ATT (licor) ==e=ATT (s6lido)

=
o

(%) ac. lactico

pH
o = N w »~ U [« )R N] o O

0 12 24 36 48 60 72 84 9% 108 120 132

Tiempo (h)

Figura 8. Evolucion del pH y produccién de acido lactico durante el lote 1 (F1) del
escalado a 500 kg.
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Figura 9. Evolucién del pH y produccion de acido lactico durante el lote 2 (F2)
escalado a 500 kg.

Las mayores acidificaciones en el sélido de la F1 fueron de 4.6% de acido
lactico, alcanzada alrededor de las 80 h disminuyendo gradualmente y a las 140
se logré un 4.7% de éacido lactico (Figura 8). Para la F2 el porcentaje de acido
lactico aumento 1.43% a las 48 h y hasta 4.56% a partir de las 72 h. Las
concentraciones altas de &cido lactico pueden explicarse a la capacidad
amortiguadora del sustrato, por su riqueza en proteinas y minerales, reflejando
gue se necesitan grandes cantidades de acido para lograr disminuir el pH (Cira,
2000). Se observa una ligera diferencia entre las fermentaciones obteniendo un
pH menor y una mayor produccion de &cido lactico en F1 en comparacion a los
datos obtenidos en F2. Al reaccionar el carbonato de calcio con el &cido producido
provoca la solubilidad del mineral durante la fermentacién esto trae consigo la
disminucion del pH (Xu y col., 2008), lo que nos indica que se esta llevando en
ambos procesos la desmineralizacion del desecho de camaron. Cira y col., (2002)
reportan que con un inoculo al 5% (v/p) de Lactobacillus sp B2 y una temperatura
de 30°C, logra los mas altos porcentajes de DM y DP. Jung y col., (2005) reportan
que incrementando el nivel de inoculo decrece a 4.6 el pH.
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8.1.2 Cuenta total de bacterias lacticas y coliformes.
Los recuentos microbianos de ambas fermentaciones, se determinaron en

placa a partir de las muestras solidas. En la figura 10 se muestra la cuenta total de
bacterias lacticas de F1, a las 24 h disminuyeron en tres unidades debido a que
hubo problemas con el control de temperatura la cual no alcanzo los 25°C durante
el primer dia (Figura 11), esto debido a que el crecimiento esta en funcién de la
temperatura, pH y actividad de agua, variando las condiciones segun la especie y
fuente de carbono. Se ha reportado que la temperatura 6ptima de Lactobacillus sp.
(B2) se encuentra entre 30 y 40°C (Adamberg y col., 2003; Messens y col., 2003;
Cayré y col., 2003; Membré y col., 2005). Posteriormente se logr6 aumentar la
temperatura del reactor a 30°C, sin embargo el creciemiento de las BAL se
mantuvo entre 7 y 8 unidades logaritmicas de UFC, desde las 30h hasta el final del
proceso, por tal motivo no llegé a pH 4, donde se reporta que hay mayor
porcentaje de desmineralizacion (Shirai y col., 2000).

Por otro lado las coliformes se mantuvieron constantes debido a que la
temperatura inicial fue muy baja (<15°C) evitando el desarrollo de estas bacterias
gue a una temperatura mayor a 40°C tienen un mayor crecimiento y son mas
competitivas ya que se detectan signos de putrefaccion de acuerdo a Pacheco y
col., (2009).
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Figura 10. Conteo de bacterias lacticas y coliformes determinados durante la F1
(escala 500 Kg).
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Figura 11. Control de temperatura durante la fermentacion 1.
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La cantidad de bacterias lacticas reportadas en F2 (8 y 9 UFC/g) fue menor por
4 unidades, desde el inicio del proceso en comparacion con F1 (12.5 UFC/g),
manteniéndose en ese rango hasta las 120 h, este podria ser un motivo del
porque la cantidad de acido lactico producido fue menor. Por otro lado las
coliformes descendieron a lo minimo entre las 48 y 72h ya que las BAL fueron las
dominantes, como se muestra en la figura 12. Durante las primeras horas de la
fermentacion la mayor parte del azucar es solubilizada y arrastrada hacia la
fraccion liquida, lo cual puede ser considerado como una limitante para el
crecimiento 6ptimo de las bacterias, tomando en cuenta que el desecho tiene

porcentajes altos de agua (Zakaria y col., 1998).

== Bacterias lacticas Coliformes

log (UFC/g)

0 T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tiempo (h)

Figura 12. Conteo de bacterias lacticas y coliformes determinados durante F2 de
desechos de camaroén.
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8.1.3 Determinacion de cenizas (%C)
La determinacion de cenizas en las muestras de F1 muestran una disminucién

considerable a partir de las 72 h manteniéndose en alrededor de 3.8% hasta el final
del proceso con un porcentaje de DM de 74.8% (Figura 13), lo cual confirma que
durante la fermentacion se llevo a cabo la solubilidad del carbonato de calcio. Esto
provocado por una reaccion que existe entre el carbonato de calcio y el &cido
lactico, formando lactato de calcio, que precipita y puede ser removido por lavados
(Rao y col., 2000; Shrinivas y col., 2005).
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Figura 13. Porcentaje de cenizas determinado durante F1.
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De igual manera que F1 se determino él %C sobre las muestras originales de F2
observando que las cenizas se mantuvieron constantes durante las 120 h de
fermentacién (Figura 14), para verificar estos resultados se determinaron cenizas

de dos formas adicionales (2) y (3).

(2) Las muestras originales de la fermentacién fueron enjuagadas con agua

corriente, secadas a 55+5°C durante 24 h para determinar el %C.

(3) Las muestras originales fueron desengrasadas para posteriormente determinar

%C.

== Muestras originales  ==¢=Muestras enjuagadas ==@®=Muestras desengrasadas

(%) Cenizas

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Tiempo (h)

Figura 14. Porcentaje de cenizas determinado durante F2.
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En la figura 14 se observa que los %C determinados en las muestras originales
y en las muestras desengrasadas se mantuvieron constantes durante en el
proceso de fermentacion, esto puede deberse debido al alto contenido de agua
que tenia el desecho (75%) provocando un filtrado de licor demasiado rapido
llevandose consigo el acido lactico producido, evitando la reaccion con el
carbonato de calcio, otro motivo puede ser que el agua utlizada en la
fermentacién haya tenido una alta concentracion de minerales o carbonato de
calcio y que parte del 4cido lactico producido haya reaccionado con el carbonato
de calcio contenido en el agua. Por otra parte se observa que la grasa no interfiere

en el calculo de cenizas.

8.1.4 Determinacion de proteina durante F1y F2.
Los resultados de la desproteinizacion biolégica mostrados en la figura 15,

determinan una disminucion de proteina en el desecho de camarédn de F1 la cual
tiene un cambio muy notable a las 72 h de un 21.11% a un 8.22% en un lapso de
12 h, quedando 5.64% de proteina al final del proceso, con un porcentaje de DP
de 78.22%, esto se debe a la hidrolisis de las proteinas llevando a cabo la
desproteinizacion (Sini y col., 2007). Por otra parte en la F2 solo se lleva a cabo el
15.9% de DP esto puede deberse a la baja concentracion de bacterias lacticas
que se tuvo desde el inicio de la fermentacion. Teniendo finalmente una quitina

unida a un mayor porcentaje de proteinas.
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Figura 15. Cambio en el contenido de proteina en el solido durante la F1 y F2 de

desechos de camaron.

Segunda etapa

8.2 Desproteinizacion enzimatica del desecho de camaron
Las principales caracteristicas de quitinas y quitosanos son: solubilidad, grado

de acetilacién, peso molecular y contenido de proteina (Rabea y col. 2003) dado
esto se buscan nuevos métodos para obtener quitinas y quitosanos con la mas
alta calidad posible, como lo es el método enzimético que ademés acorta los
costos de obtencion. El desecho de camarén que se utilizo para la
desproteinizacion enzimatica se seco y molid, lo que proporciono una mayor
homogeneidad a la muestra a desproteinizar, se llevo a cabo el andlisis quimico

proximal del desecho de camaron resaltando que contiene 30% de materia seca
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de la cual el 74% es materia organica (25% lipidos) y 26% de minerales. Se
evaluaron Neutrasa, Alcalasa y Protamex como posibles enzimas comerciales
para la desproteinizacion del desecho de camarén utilizando las diferentes
condiciones recomendadas por el fabricante (Tabla 2). Estas enzimas han sido
utilizadas en otros trabajos donde se busco la desproteinizacién de quitina de
camarén, cangrejo, viseras de sardina, salmoén y algunas otras especies de peces
(Gildberg, 2001; Mizani, y col., 2005; Ovissipour, y col., 2009).

En este trabajo de investigacion, Protamex fue la Unica enzima que logro
desproteinizar el desecho de camaron, obteniendo 6.63 mg/g de proteina soluble,
determinada por el método de Bradford, teniendo un maximo de desproteinizacion
del 36.64% a las 3 horas de incubacion a 40°C con una relacion S:E de 0.2 siendo
esta la menor relacion probada ya que al aumentar la cantidad de sustrato no se
presenta proteina soluble (Figura 16).

Kechaou y col., en el 2009 reportan el mayor grado de proteina hidrolizada con
Alcalasa en visceras de calamar (sepia officinalis) y en visceras de sardina (7% y
3.3% respectivamente), utilizando pH 8.5, 50°C y 0.1% (w/w) y con Protamex

obtienen un grado de hidrdlisis de 3.2 y 3.1% respectivamente.
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Figura 16. Proteina soluble de desecho de camardn determinada durante la
desproteinizacién con Protamex.

8.2.1 Desproteinizacion enzimatica de quitina cruda con Protamex
La desproteinizacion enzimética de la quitina cruda de camarén se realizo con

Protamex, dados los resultados de la desproteinizacion del desecho de camaron.
En la figura 8 se observa la proteina soluble obtenida de las diferentes relacion
S:E mencionadas en la Tabla 4, con una maxima hidroélisis de proteina de 12 mg/g
equivalente al 92.84 % de desproteinizacion total, con la relacién S:E 0.2, con 1 h
de incubacion, manteniendo los valores de desproteinizacion al término de la
incubacion. La menor hidrélisis de proteina obtenida con Protamex se encuentra
en la relacion S:E 0.5, con un valor de 2.2 mg/g en la primera hora de tratamiento
observando que a mayor cantidad de sustrato la hidrélisis de proteina es menor.
En otros reportes el comportamiento de la desproteinizacibn con enzimas
comerciales es similar al presentado en la figura 17, ya que al inicio de la
incubacion obtienen los mayores porcentajes de hidrolisis proteica (Shen y col.,
2008; Kechaou y col., 2009; Kong y col., 2007).
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Figura 17. Proteina soluble en quitina cruda con Protamex.

Se determind el porcentaje de desproteinizacion en la quitina cruda,
aumentando la cantidad de sustrato llegando a relaciones S:E de 1, 10 y 1000,
con los cuales se obtienen los porcentajes de proteina residual mostrados en la
figura 9, determinados por CHN, en los que se observan los siguientes porcentajes
de desproteinizaciéon: 87% -5 h, 89% - 1 hy 82% - 5 h, en las relaciones S:E de 1,
10 y 1000 respectivamente. Se puede comparar la relacion S:E 1000 (0.1% wi/w)
con el trabajo realizado por Kechaou y col., en el 2009, donde utilizan Protamex al

mismo porcentaje obteniendo menor grado de hidrdlisis.
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Figura 18. Proteina residual en quitina cruda tratada con Protamex en diferentes
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Figura 19. Porcentaje de solubilidad de quitinas crudas desprotenizadas
enzimaticamente.
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8.2.3 Espectros Infrarrojo (FTIR)
En el espectro de absorcién de infrarrojo de la quitina cruda (Figura 20), se

observan bandas de 3000 cm™ a 2850 cm™ lo que indica la presencia de metilos (-
CHa), confirmando esto con las bandas que se encuentran alrededor de 1400 cm™
a 1380 cm™, indicando la deformaciéon de CO-NH producidas en la misma
frecuencia, se muestras bandas caracteristicas de la amina y de —C=0 alrededor
de la regién de1600 cm™, y un pequefio pico alrededor de 3400 cm™ asignado a la
vibracion de NH (Marmdl y col., 2004).
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Figura 20. Espectro infrarrojo de absorcion de quitina cruda.

La figura 13 muestra los IR realizados a las muestras de quitina cruda, quitina
pura (método termoquimico) y quitina tratada con Protamex relacion S:E 1000,
observandose que no hay correspondencia principalmente entre los espectros de
guitina cruda (a) y quitina desproteinizada con Protamex (c) indicando que hubo
un cambio en la estructura de (c) después de ser tratada con la enzima comercial
ya que hubo una disminucion en los picos que se encuentran a 3000, 1500 y 100
cm™, teniendo mayor similitud con el espectro de la quitina pura. Los espectros

infrarrojo restantes se muestran en el Anexo 2.

42



Quitina cruda

i
170912

29253

|
1579.04
| Quitina pura

wT
3261.00

—‘A\\ 1621.14

i 1554.07
Protamex 1000

3264.15

s AT09.61 155341
1623.49 -

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1600 1400 1200 11000
om-1

Figura 21. Espectro infrarrojo comparativo entre: (a) Quitina cruda, (b) Quitina
puray (c) Quitina desproteinizada con Protamex relacion S:E 1000.

Tercera etapa

8.3 Purificacion de quitina cruda por método termoquimico.
La purificacion de la quitina tradicionalmente se realiza por métodos

termoquimicos empleando grandes cantidades de acido y bases sin embargo, con
el proceso previo de fermentacion, se ha logrado reducir las concentraciones de
acidos y alcalis utilizados en la purificacion (Cira y col., 2002; Jung y col., 2005).
La quitina cruda obtenida fue analizada para determinar el contenido de proteinas

y minerales (Tabla 7).

Tabla 7. Analisis quimico proximal de las quitinas crudas obtenidas en F1y F2.

QUITINAS HUMEDAD | CENIZAS GRASA PROTEINA
CRUDAS (%) (%) (%) (%)
Fermentacion 1 | 18.11+3.98 | 4.15+0.65 | 7.16+0.23 | 5.64+0.19

Fermentacién 2 | 63.79+1.81 | 17.47+0.49| 8.57+0.72 | 14.81+0.79
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Pruebas de DM Y DP realizadas en la empresa de Biopolimeros
Acuicolas

8.3.1 Determinacion de contenido de cenizas en DM de F1.
En la figura 22 se muestra el efecto que presenta el tiempo en el tratamiento

termoquimico sobre el contenido de cenizas en la quitina cruda. Donde se observa
que hay una disminucion en los porcentajes de calcio obtenidos conforme se va
aumentando el tiempo de reaccion. La desmineralizacion fue monitoreada cada 30
min. durante las tres horas del proceso, logrando la mayor remocion de calcio a la
1.5 h de tratamiento viéndose reflejada con un contenido del 3.07 %C. Cira en el
2000 obtiene valores menores al 1% de cenizas utilizando HCI (0.4M), a las 2 h,
25°C, relacion solido:liquido (1:15).. La solubilidad del carbonato de calcio en la
desmineralizacion quimica ocurre ya que el &cido adicionado (HCI) reacciona con
él carbonato de calcio formando dioxido de carbono, cloruro de calcio y agua
(Percot y col., 2002),
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Figura 22. Porcentaje de cenizas determinadas durante la desmineralizacion con
HCI 0.5 N a temperatura ambiente.
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8.3.2 Determinacion de contenido de proteina en F1
Por otra parte en la tabla 8 se muestra el porcentaje de cenizas y proteina

obtenidos en el proceso de desproteinizacion con el tratamiento alcalino (NaOH
0.4M). Los resultados muestran que el contenido de cenizas en las muestras
tomadas cada 30 min. no variaron.

El contenido de proteina final disminuye de un 5.64% (quitina cruda) a un 1.98%
empleando NaOH 0.4M, 25°C a las 2 h, relacion sélido:liquido (1:15), mismas
condiciones con las que Cira y col. en el 2002 obtienen un contenido menor al 2%
de proteina unida a quitina. Percot y col.,, en el 2003 mencionan que en la
desproteinizacion con sosa el remanente de proteina en quitina disminuye
conforme aumenta el tiempo de reaccién. Liang y col., en 1997 obtienen un 5% de
proteina remanente, mencionando que las diferencias entre los resultados
obtenidos en diferentes laboratorios podrian ser causadas por las diferencias de

especie o el proceso de aislamiento.

Tabla 8. Variacion de %C y %P en desproteinizacion (NaOH 0.4N)

Tiempo de CENIZAS | PROTEINA
reaccion (h) (%) (%)
0.5 2.54+0.05 ND
1 2.52+0.14 ND
15 2.34+0.14 ND
2 2.69+0.04 ND
2.5 2.51+0.08 ND
3 2.70+0.1 | 1.98+0.15

ND (no determinado)
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8.4 Determinacion de contenido de cenizas y proteinas de

quitosanos (F1)
La quitina pura de la cual se obtuvieron los quitosanos de la F1 fue purificada

con HCI y NaOH (0.4M) conforme a las condiciones reportadas por Cira y col. en
el 2002., conteniendo un 2.8 % de humedad, 3.2% de cenizas, 0% de grasa y
6.09% de proteina.

La desacetilacioén de la quitina se llevo a cabo durante 3.5 h dentro de condiciones
heterogéneas (110°C), utilizando diferentes concentraciones de sosa (30, 40, 50 y
60%) provocando la degradacion de la quitina. Se determind el contenido de
cenizas encontrando como menor porcentaje 1.32% localizado a las 3 h de
reaccion con 30% de NaOH, manteniendo porcentajes parecidos a lo largo del del
proceso, en comparacion con las concentraciones restantes (40, 50 y 60%) el
contenido de ceniza es mayor aumentando hasta un 0.6% (Figura 23). Marmol y
col., en el 2004, reportan un contenido de cenizas de 0.08% en quitosano obtenido
por desacetilacion termoalcalina con hidroxido de sodio al 50% a 100°C, relacion

1:4 durante 2 h. a partir de desechos de camaron.

—=¢- 30% NaOH 40% NaOH

= A& =-50% NaOH —>— 60% NaOH

(%) Cenizas

Tiempo (h)

Figura 23. Porcentaje de cenizas en quitosanos obtenidos a diferentes
concentraciones de NaOH.
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En la figura 24 se presenta el contenido de proteina residual en los quitosanos
obtenidos a partir de las condiciones manejadas en la tabla 5. El menor porcentaje
de proteina residual se presenta con la concentracion mas baja de &lcali (30%
NaOH) a la 1.5h de reaccidén con un porcentaje de proteina residual de 0.68% que
corresponde a un 97.35% desproteinizacion a partir de la proteina contenida en el
desecho de camaron. Se tiene un rango de 2.3 a 5.9% de proteina residual entre
las concentraciones restantes. Rao y Stevens en el 2005 obtienen alrededor 0.6%
Py 0.21% C por desacetilacion alcalina (50% NaOH, 48 h, 50°C) de desecho de

camaron.
30 ~
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==fr—=Quitina Pura =>{ + Quitosanos 30% NaOH
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Figura 24. Porcentaje de proteina residual en quitosanos obtenidos a diferentes
concentraciones de NaOH.
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8.5 Caracterizacion de quitosanos (F1)
La solubilidad del quitosano fue determinada disolviendo 0.1g de muestra en una

solucién de &cido acético glacial (0.1M) durante 24 h. En la figura 25 se muestra el
efecto que presentaron las diferentes concentraciones de Aalcali sobre la
solubilidad del quitosano. Se obtuvieron los mayores porcentajes de solubilidad
(99 y 98%) con las concentraciones de 50 y 60% de NaOH respectivamente, 3.5
h de reaccion, estos valores son similares a los obtenidos por Marmol y col., en el
2002 donde obtiene 99% de solubles. Sin embargo estos quitosanos tienen mayor

contenido de cenizas y proteinas que los determinados con 30% de sosa.
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Figura 25. Porcentaje de solubilidad en quitosanos obtenidos a diferentes
concentraciones de NaOH.

A los quitosanos con una solubilidad mayor al 50% (quitosanos obtenidos con
50 y 60% de alcali) se les determino grado de acetilacion por medio de resonancia
magnética nuclear (H* RMN) disolviéndolas en DCI/D,0, (espectrémetro Bruker
AC 300), por la disminucion de la intensidad del proton del metilo (Heux y col.,

2000; Domard y col., 1987). Los valores obtenidos se encuentran entre 8 y 14%
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DA (Tabla 9), Rao y Stevens en el 2005 obtienen un 8% DA en quitosanos
obtenidos con el 50% de NaOH.

Tabla 9. Caracterizacién de quitosanos obtenidos a 50 y 60% de NaOH

Reaccion %
% NaOH (h) Solubles % DA Mw (KDa)

50 25 96.55 11.45+0.75 209.69

50 3 96.36 10.55+0.12 210.76

50 3.5 98.31 8.21+0.36 273.69

60 25 87.15 13.06+0.36 169.08
13.91+0.17 153.88

60 3 95.44 11.55+0.96

60 3.5 102.48 188.96

La determinacion del peso molecular se realizo mediante viscosidad intrinseca
obteniendo los mayores pesos con 50% NaOH a 3 y 3.5h de reaccion, sin
embargo los peso obtenidos son bajos, ya que al realizar un proceso heterogéneo
se corre el riesgo de obtener hidrdlisis es las estructuras si ho se manejan los

tiempos adecuados ya que se utilizan temperaturas altas (Nemtsev y col. 2002).

8.6 Purificacion y caracterizacion de quitina cruda obtenida de

F2.
Las pruebas de refinamiento de quitina obtenida en la F2 se realizaron de

acuerdo a las condiciones mostradas en la tabla 10. Se realizarén dos lotes de
refinamiento de quitina: (1) se llevaron a cabo los procesos de DM, DP vy
desacetilacion con agua de la llave y reactivos grado industrial nombrado como
QLL. (2) los procesos de purificacion y desacetilacion se llevaron a cabo con agua
destilada nombrados como QD y reactivos grado analitico como se muestra en la
tabla 11, obteniendo por cada lote dos quitinas puras y dos quitosanos siendo

comparados entre si.
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Tabla 10. Condiciones de refinamiento de quitina y obtencién de quitosano.

Desmineralizacion Desproteinizacion

Desacetilacion

agua de llave - HCI 0.4M (industrial) — 1h | agua de llave - NaOH 0.4M (industrial) -

agua de llave - NaOH 50%

temp. ambiente 1h temp. ambiente (industrial) — 3.5h, 110 °C
agua de destilada - HCI 0.4M (reactivo) - agua de destilada - NaOH 0.4M agua destilada - NaOH 50%
1h temp. ambiente (reactivo) - 1h temp. ambiente (reactivo) - 3.5 h, 110 °C

Tabla 11. Caracterizacién de quitinas obtenidas.

%Cenizas % Cenizas %
Desmineralizacién | Desproteinizacién | Solubilidad | Mw % DA
(Kd) (CHN)
QLL 2.78+0.03 1.73+0.10 99.76 +1.15 | 823.57 | 100+ 0.53
QD 2.54 +0.14 0.53+0.11 98.81+166 |811.81 | 100+ 3.31

PM (peso molecular)

Los contenidos de cenizas mostrados en las tablas 11 y 12 muestran que si
hay un efecto en los tratamientos donde se utiliza agua destilada con y acidos y
alcalis grado reactivo, disminuyendo principalmente el contenido de cenizas en el
refinamiento de la quitina, atribuyendo esto a el contenido de minerales que existe
en agua de llave asi como la pureza del acido clorhidrico empleado.

8.7 Caracterizacion de quitosanos obtenidos de F2
La desacetilacion de la quitina refinada se realizo con 50% de NaOH y 3.5 h de

reaccion ya que estas fueron las condiciones con mejores resultados en la F1. Se
llevaron a cabo dos lotes como se muestra en la tabla 12, obteniendo dos
quitosanos uno tratado con agua de la llave y reactivos grado industrial (Q1) y
otro tratado con agua destilada y reactivos grado analitico (Q2), teniendo una
cantidad menor de cenizas en Q2, los pesos moleculares fueron de 71.78 Kd (Q1)
y 18.21 Kd (Q2).

50



Tabla 12. Caracterizacién de quitosanos obtenidos.

Quitosano % Cenizas % Solubilidad DA (RMN)
Q1 1.51+0.14 98 12.29 + 0.91
Q2 0.51+0.016 98 23.82 +0.85

Las caracteristicas de los productos obtenidos en este trabajo son similares a

las determinados a quitinas y quitosanos comerciales por Cho y col., en 1998

(Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas de quitinas y quitosanos comerciales.

Quitinas % Proteina | % Cenizas % DA
Keumbo Chemical 37.31+0.112.5 0.4+0.0 82.9+0.1
Sigma Chemical 38.81+0.06 2.0+0.2 80.4+1.1
Pronova Biopolymer 43.81+0.04 1.8+0.4 80.4+0.1
Pronova Biopolymer 39.43+0.56 0.3+0.1 80.5+0.8

Quitosanos
Keumbo Chemical 12.06+0.00 0.3+0.1 9.4+0.0
Sigma Chemica 12.25+0.03 0.2+0.1 10.1+1.1
Pronova Biopolymer 12.12+0.08 1.0+0.2 17.0+0.0
DuPont | 1068+0.28 | 02+01 |  27.5+0.0
Pronova Biopolymer ‘ 11.25+0.05 ‘ 1.7+0.3 ‘ 13.1+1.1
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CONCLUSIONES

La desproteinizacién enzimética es un proceso adecuado para hidrolizar la
proteina de la quitina, ya que los resultados obtenidos muestran que la enzima
Protamex si remueve parte de ella en buen porcentaje por lo tanto esta enzima
puede ser recomendada para la hidrélisis enzimatica del desecho de camaron.

Es importante tomar en cuenta las condiciones como son pH, temperatura y
concentracion de enzima especificas para cada enzima, ya que de estas va a
depender la actividad que se tenga. Asi entre mas se acerquen las condiciones
utilizadas a las 6ptimas se obtendran mejores resultados.

El tratamiento por la adicion de enzimas actualmente ha ganado importancia en la
hidrélisis de proteinas de desechos marinos y en la produccién de productos
hidrolizados sin embargo es dificil establecer estos procesos a nivel industrial.
Esta situacion ha ido mejorando gradualmente y sin duda la tecnologia enzimética
ird  ganando importancia, tanto como una alternativa a los procesos
convencionales y como una herramienta en el desarrollo de nuevos productos.
Gracias a que la fermentacién lactica es un buen proceso para la conservaciéon de
los desechos de camardn basandose en condiciones ya establecidas y probadas
se logro escalar a 500 Kg con resultados aceptables ayudando a la economia de
las empresas camaroneras dandole un uso alternativo a los desechos producidos
por ellas mismas a bajo costo.
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10. PERSPECTIVAS Y TRABAJOS A FUTURO

Optimizacion en el proceso de obtencion de quitinas desproteinizadas
enzimaticamente con la finalidad de obtener quitinas con mejores

caracteristicas.

Estudiar la desproteinizacidon enzimatica aplicada directamente a quitinas

bioldgicas desmineralizadas quimicamente.

Evaluar la capacidad de desacetilacion de enzimas comerciales sobre

quitinas purificadas para la obtencion de quitosanos.
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Anexo 1

Curva estandar de proteina soluble (Bradford)
Para la realizacion de la curva estandar de proteina se utilizarébn concentraciones

de 0 a 100 mcg/ml de proteina (albumina bovina),

la cual fue determinada por

espectrofotometria UV a 595 nm. En la siguiente figura se muestra la curva

estandar de proteina soluble.
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Curva estandar para determinar proteina soluble.

100

60



Anexo 2

Espectros infrarrojo de proceso enzimatico y termoquimico.

22.0

95
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wT 2932.2T7
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799 : . . : .
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crm-1

Espectro infrarrojo del desecho de camarén.

Protamex (R1) |

3264.25

1709.65
2852.76 1623.48

2922.30

Protamex (R10)

T

1 Protamex (R1000)

4000.0 3800 5200 2800 2400 2000 1800 1a00 1400 1200 11000
cm-1

Espectro infrarrojo de la quitina cruda desproteinizada enzimaticamente con Protamex: R1, R10 y
R1000.
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Desecho

285216

I
2021.51

1579.90
151571 5560 10851

| Quitina cruda

170912

285317
292331

140938
1579.04

Quitisano

3261.35

155495 137616

1 Quitina pura

3261.00 1621.14

1375.68

4000.0 3800 3200 2800 2400 2000 1200 1800 1400 1200 11000
cm-1

Espectro infrarrojo de comparacién entre el desecho de camardn, quitina cruda, quitina pura y

guitosano obtenidos por método bioldgico — quimico.

| Quitina {llave)

| Quitina destilada

1 Guitosano llave

l0uitisano (destilada)

4000.0 3a00 200 2800 2400 1 2000 1800 1&00 1400 1200 11000
cm-

Espectro infrarrojo de comparacion entre las quitinas QLL y QD y entre los quitosanos Q1 y Q2.
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Anexo 3

Espectros de resonancia magnética nuclear de quitosanos.

] CH3

Massif A

Masgsif B

T T
12 Pl 6.0 3.8 3.2 4.8 | 4.4 40 3n 3z 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2

Espectro de RMN*H (forma clorhidrato) de quitosano obtenido de desecho de
camaron, desacetilado por método quimico para la determinacién del grado de

acetilacion.
Se obtienen: Massif A: Unidades acetiladas del protén H,, y de los protones Hs,

Hs, Masivo B: Unidades desacetiladas del proton H,, CH3 grupo acetilado del

biopolimero (Pacheco, 2007).
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Espectro de RMN*H de quitosano (50%, 2.5 h de reaccién) para la determinacion del

grado de acetilacion.
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Espectro de RMN*H de quitosano (50%, 3 h de reaccién) para la determinacién

del grado de acetilacion.
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Espectro de RMN*H de quitosano (50%, 3.5 h de reaccién) para la determinacion

del grado de acetilacion.
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Espectro de RMN'H de quitosano (60%, 2.5 h de reaccién) para la determinacion
del grado de acetilacion.
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Espectro de RMN*H de quitosano (60%, 3 h de reaccién) para la determinacién

del grado de acetilacion.
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Espectro de RMN'H de quitosano (60%, 3.5 h de reaccién) para la determinacion

del grado de acetilacion.
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Espectro de RMN'H de quitosano (Q1) para la determinacién del grado de

acetilacion.

67



