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Resumen
Los desperdicios de camardn producidos tras la extraccién de la parte comestible son

responsables de un impacto ambiental negativo por lo cual, en los Ultimos afios, se han
estudiado nuevos métodos para la obtencion de quitina a partir del desperdicio de
camaron, para asi disminuir su impacto en la contaminacion. La quitina es un biopolimero
biodegradable que se pueden obtener del desecho de camardén, ademas de proteinas,

pigmentos y minerales, teniendo diversas aplicaciones a nivel industrial.

El objetivo del presente trabajo fue determinar si el tipo de metabolismo de BAL tiene
algun efecto sobre el proceso de desmineralizacién y en consecuencia en la purificacién

de las quitinas obtenidas.

Se llevaron a cabo fermentaciones &cido-lacticas (FAL) de desperdicios de camardn
(Litopeneus vannamei) in6culos de Lactobacillus plantarum (L. plantarum) y Lactobacillus
brevis (L. brevis). Durante la FAL las bacterias producen acido lactico (AL) permitiendo la
purificacién del desperdicio, este pardmetro fue cuantificado durante todo el proceso,
obteniendo para el cultivo con L. plantarum a escala de 25 kg 3.19 veces mas AL en
comparacion del cultivo con L. brevis, el aumento en la produccién de AL genera una
disminucién del pH desde 7.5 + 0.21 al inicio del cultivo hasta 3.90 y 4.96 para L.
plantarum y L. brevis respectivamente. Este comportamiento se debe a que L. plantarum
es una BAL homofermentativa, este tipo de metabolismo produce mas del 85% de acido
lactico a partir de glucosa, en contraste las BAL heterofementativas como L. brevis que

producen solamente entre el 50% de &cido lactico.

En adiciébn se cuantifico6 el crecimiento de BAL, donde las poblaciones de BAL se
incrementaron hasta las 144 h, en el que se obtuvo el mayor valor con 1.20 x10®8 UFC-mL"
! para el cultivo con L. plantarum, este mismo punto coincidié con la mayor produccién de

acido lactico.

La quitina obtenida del cultivo con L. plantarum a escala de 25 kg presenta una mayor
disminucion del contenido de cenizas en comparacion con la quitina del cultivo con L.
brevis, el aumento en la produccién de &cido lactico permiti6 que una mayor cantidad de
CaCOgsreaccionara, mejorando la purificacion de la quitina favorecido por el metabolismo

homofermentativo facultativo de L. plantarum.
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Debido al proceso de obtencion (FAL), en todas las quitinas obtenidas fueron
conservados los pigmentos. Una alta produccion de AL se ve reflejado en una mayor
desmineralizacién, que a su vez permite un aumento en la cantidad de astaxantina

extraida.

El tipo de BAL presentd un efecto significativo sobre el PM, siendo mayor para los
quitosanos provenientes de quitinas con L. brevis. Ademés, aquellos obtenidos por
desacetilacion homogénea presentaron un PM menor debido a la disminucién en su
solubilidad.

Abstract
Chitin is a biodegradable biopolymer that can be obtained from shrimp wastes employing

thermochemical and biological methods. The latter are emerging as a green, cleaner, eco-
friendly, and economical process. In this regard, lactic acid fermentations (LAF) of shrimp
wastes (Litopeneus vannamei) were carried out with starters of lactic acid bacteria (LAB),
Lactobacillus brevis (L. brevis) and Lactobacillus plantarum (L. plantarum) using 10% of
sucrose as carbon source for 144 h at 30 ° C. During the LAF, the bacteria produced lactic
acid (LA) allowing the purification of the chitin, LA produced with L. plantarum was 3.9-fold
higher than that with L. brevis. The increase in LA produced a decrease in pH from 7.5 £
0.21 to 3.90 and 4.96 for L. plantarum and L. brevis, respectively. This behavior is
explained by the homofermentative pattern of L. plantarum, since this metabolism
produces 85% LA from glucose while with the heterofementative lactobacilli L. brevis
generates only 50% of LA from glucose. In addition, LAB growth was quantified, LAB
populations increased until 120 h, at that point the highest value was 1.20 x10® CFU-mL?
for L. plantarum, this same point coincided with the increased production of LA. The
organic acids remove minerals from the shrimp wastes as it was evidenced by a greater
decrease of ash content in the chitin extracted from L. plantarum LAF than that with L.
brevis, improving the purification of chitin favored by facultative homofermentative
metabolism.

Due to the extraction process (FAL), the pigments were conserved in all the biochitins
obtained. A high production of LA is reflected in a greater demineralization, which in turn
allows an increase in the amount of astaxanthin extracted.

The type of BAL presented a significant effect on molecular weight, being greater for
chitosans from chitins with L. brevis. In addition, those obtained by homogeneous

deacetylation presented a lower MW due to the decrease in their solubility.
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1. Introduccién

Los polimeros tienen un rol muy importante y variado en la naturaleza y la industria, estos
son moléculas de gran tamafio que son constituidas por moléculas repetidas a lo largo de
la cadena (mondmeros), podemos clasificarlos en dos grandes grupos: polimeros
naturales y polimeros sintéticos. Los polimeros naturales forman parte de sistemas
estructurares y de informacion en sistemas vivos. Los polimeros sintéticos son muy
utilizados en la industria, sin embargo, son responsables de gran nimero de problemas

ambientales, debido a que la mayoria no son biodegradables (Camacho y col., 2011).

1.1 Quitina

La quitina, es un polimero natural muy abundante en la naturaleza. Este polimero forma
parte del sistema estructural en células de bacterias, insectos, crustdceos, hongos,
plantas, entre otros (Ramirez y col., 2010).

La quitina esta compuesta por moléculas de N-glucosamina (D-GIcN) y N-acetil
glucosamina (D-GIcNAc) unidos mediante enlaces glicosidicos (1— 4) que produce una
estructura rigida no ramificada. El exoesqueleto de crustaceos ademas de un 15-40% de
quitina contiene entre 30-40% de proteinas estructurales, 30-50% de Cas(PO.), y CaCOs,
ademas de contener también algunos lipidos (Abdulkarim y col., 2013).

La quitina presenta una estructura muy similar a la celulosa (Fig. 4A), la diferencia se
encuentra en que el carbono 2 al contener un grupo hidroxilo en la celulosa y un grupo
acetamida para la quitina (Fig. 4B). Han sido identificados tres polimorfos de quitina en la
naturaleza, a-quitina, B-quitina y y-quitina difiriendo en la orientacion de las microfibrillas
(Rinaudo y col., 2006; Minke y col., 1978). La a-quitina es la forma mas abundante en la
naturaleza, con un arreglo antiparalelo que le confiere mayor estabilidad, mientras que la
B-quitina pose cadenas que se encuentran en forma paralela proporcionando una fuerza
intermolecular mas débil, por dltimo, la y-quitina presenta dos cadenas paralelas en el
mismo sentido y la siguiente en el sentido opuesto con caracteristicas similares a a-quitina
(Pastor y col., 2004, Hall, Barrera & Shirai, 2020).

La quitina es insoluble en medios acuosos, debido a la abundancia de enlaces de
hidrégeno que se forman entre grupos acetamida en cadenas de polimeros adyacentes,
estos son promovidos por los grupos hidroxilos (C-6 y C-3) y el grupo N-acetil o amino (en

C-2) en las moléculas de quitina y quitosano respectivamente (Prashanth y col., 2007,
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Pacheco y col., 2010). Para que pueda ser solubilizada la quitina es necesario el uso de
solventes que desestabilicen los puentes de hidrogeno, tal es el caso de la N,N-
dimetilacetamida (DMACc) con 5-8 % de LiCl (Pacheco y col., 2010).

Los grupos amino de la quitina se encuentran en forma acetilada, los cuales pueden estar
unidos a cadenas proteicas o como aminas libres, sin embargo, durante los procesos
comunes de extraccion con acidos y éalcalis se produce una inminente desacetilacion del
polimero (Pacheco y col., 2010). Las muestras de quitina extraidas pueden contener
cantidades variables de grupos acetil que dependen del origen y el proceso de extracciéon
del biopolimero, en general los grados de acetilacion (DA) de esta se encuentran entre 90
y 95% (Kurita y col., 2006).

El procesamiento de desperdicios de crustaceos da inicio con la extracciéon de quitina, que
implican la molienda del desperdicio, ademéas de desmineralizacion y desproteinizacion
como etapas de purificacion, sin embargo, dependiendo de la aplicacién en algunos casos
€s necesaria una etapa de despigmentacion para la remocién de los pigmentos presentes

en el exoesqueleto (Rinaudo y col., 2006).

1.1.1 Extraccion de quitina

La quitina puede obtenerse a partir de los microorganismos protistas, algas y hongos, en
invertebrados inferiores como las esponjas, celenterados, nematodos y moluscos, asi
como en vertebrados en las escamas y el intestino de peces y anfibios. Comercialmente
se han empleado desechos de crustaceos y hongos para su extraccidbn por métodos
quimicos o biolégicos (Hall, Barrera & Shirai, 2020). Segun la fuente de obtencién y el

método de preparacion, las caracteristicas de la quitina varian.

La obtencién de quitina en la industria a partir de crustaceos se genera mediante
procesos consecutivos de desmineralizacién y desproteinizacion con el uso de altas
concentraciones de acido y alcali respectivamente, sin embargo, dependiendo de la
aplicacion final también en algunas ocasiones es necesario la remocion de pigmentos

mediante el uso de compuestos decolorantes (Synowiecki y col., 2003; Shahidi, 2005).

Las proteinas estructurales son generalmente removidas con ayuda de soluciones
alcalinas de NaOH o KOH. Para la etapa de desmineralizacion, se ha reportado el uso de
acidos como HCI, HNO3, H,SO4, CH;COOH o HCOOH. Estas metodologias implican altas

concentraciones de &cido y alcali que generan una gran cantidad de residuos corrosivos
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con un importante impacto ambiental, ademas de modificar las caracteristicas
estructurales de la quitina resultante, tal como son el indice de cristalinidad (Icr) Y peso
molecular (PM) (Pacheco y col., 2010).

1.2 Fermentaciones &cido-lacticas

Se ha estudiado el uso de fermentaciones acido-lacticas (FAL) para la extraccion de
quitina como una alternativa a los métodos industriales debido a que se evita el uso de
acidos y alcalis concentrados que resultan ser muy nocivos para el medio ambiente; en
este proceso, la produccion de acido lactico (AL) por los microorganismos (MO) disminuye
el pH del cultivo lo que permite la solubilizacion del CaCOs realizando asi la
desmineralizacion, simultineamente una combinacion entre las enzimas proteoliticas de
estos m.o., el pH y la temperatura llevan a cabo el proceso de desproteinizacion; este
método permite la recuperacion del biopolimero y otros compuestos de valor agregado de
manera mas amigable, ademas de preservar sus caracteristicas estructurales (Pacheco y
col., 2010; Hall, Barrera & Shirai, 2020).

1.2.1 Bacterias acido-lacticas
Las bacterias &acido lacticas son un grupo de microorganismos capaces de metabolizar
azucares para la produccion de &cido lactico y otros productos mediante fermentacion.

Este grupo de microrganismos presentan estructura de cocos o bacilos Gram positivos,
acido tolerantes, no esporulados, anaerobios o aerotolerantes, capaces de producir AL
como principal producto de fermentacion, obteniendo energia mediante la fosforilacion de
carbohidratos (Carr y col., 2002). Para su crecimiento son necesarios nutrientes tales
como aminodcidos, péptidos, vitaminas, sales, &acidos grasos y carbohidratos
fermentables (hexosas o pentosas), debido a esto el medio Man Rogosa Sharpe (MRS)

es uno de los medios més utilizados para su cultivo (Savadogo y col., 2006).

Las bacterias &cido lacticas (BAL) pueden ser clasificadas en funcién a sus caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas, metabdlicas, temperatura de crecimiento, enantiomero de acido

lactico producido, tolerancia acido-base y crecimiento en salinidad (Axelson, 2004).

Estos microorganismos son generalmente mesofilos, sin embargo, se ha reportado su
crecimiento a temperaturas entre 5°C y 45°C (Carr y col., 2002). El desarrollo de BAL
tienen lugar a valores de pH entre 4.5 y 6, deteniendo su actividad entre 3.2 y 3.8 aunque

con rendimientos de acido lactico diferentes segun sean homofermentativas o

15



heterofementativas (Ramirez, 2009; Licke, 1995). Las BAL son ampliamente utilizadas
como cultivos iniciadores para la elaboracion, conservacion y extraccion de diferentes

productos de interés como es el caso de la quitina bioldgica.

1.2.2 Metabolismo de BAL
Las BAL pueden ser clasificadas en dos grupos en funcion de su metabolismo de

carbohidratos (hexosas o pentosas): homofermentativas y heterofermentativas.

Las BAL homofermentativas son aquellas que solo producen acido lactico (>85%), esto
debido a que dependen de la presencia o ausencia de enzimas aldolasa y fosfocetolasa.
La presencia de la enzima aldolasa permite la fermentacion de glucosa a lactato usando
la via Embden-Meyerhof (EMP), como es el caso de Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, y algunos Lactobacillus (Shirai y col., 1999; Carr y col., 2002)

Las BAL heterofementativas producen otros acidos organicos como acido acético o etanol
y CO; ademas de &cido lactico. Esto debido a que son capaces de fermentar glucosa
usando la via de la fosfocetolasa, esta via se presenta en bacterias que no poseen la
enzima fructuosa 1,6- fosfo aldolasa, teniendo la necesidad de formar un pentosa, como
es el caso de Leuconostoc y algunos Lactobacillus (Shirai y col., 1999; Carr y col., 2002)

A su vez la BAL se agrupan en tres categorias en funcion de estas dos vias de

fermentacion:

e Homofermentativas estrictas
e Heterofermentativas estrictas

e Heterofementativas facultativas

Las BAL homofermentativas estrictas degradan Unicamente hexosas por la via EMP (Fig.
1) obteniendo como producto final exclusivamente &cido lactico y no son capaces de
fermentar pentosas o el gluconato. Los heterofermentativos estrictos degradan las
hexosas a acido lactico, acido acético, etanol y CO,, mientras que las pentosas a acido
lactico y acido acético por la via de la fosfocetolasa (Fig. 2). Los heterofermentativos
facultativos tienen la capacidad de fermentar los carbohidratos por ambas vias (EMP y
fosfocetolasa) por lo que les permite metabolizar tanto hexosas como pentosas, usando
como metabolismo principal la homofermentacion (Axelsson y col., 2004; Lyhs, 2002;
Shirai y col., 1999).
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Este cambio se debe al método de metabolizacion del piruvato, en donde se produce
menos lactato debido a que el piruvato restante se convierte en acetil-CoA. Bajo
condiciones de exceso de nutrientes el piruvato se convierte en lactato, por otro lado, en
condiciones limitantes de nutrientes una fraccion del piruvato se metaboliza hasta llegar a
etanol y acetato como una manera de aprovechamiento mas eficiente de los

carbohidratos.

Glucosa
ATP
Glucocinasa
ADP

Glucosa 6-fosfato
Ganancia neta = 2 ATP,

Fosfoglucoisomerasa 2 lactatos por molécula
de glucosa fermentada.
Fructosa 6-fosfato
ATP
Fosfofructocinasa
ADP

v

Fructosa 1.6-difosfato

Frucfosa -1,8-difosfato aldolasa

|
Triosafosfatoisomerasa

\0 Gliceraldehido 3-fosfato * Dihidroxiacetona fosfato +/
NAD"

?g MADH

2 1,3-Difosfoglicerato

ADP
Fosfogliceralo cinasa
ATP
¥

2 3-Fosfoglicerato

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Fosfoglicerato mutasa

L
2 2-Fosfoglicerato

Enclasa
O

2 Fosfoenolpiruvato
ADFP

Piruvato cinasa
ATP

v
2-Piruvato
MADH

NaD’
2 Lactato

Fig. 1. Via metaboélica homofermentativa desde glucosa (PefaFlor,2007).
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Fig. 2. Via metabdlica heterofermentativa desde glucosa (PefiaFlor, 2007).

1.2.3 Lactobacillus

Los Lactobacillus son un género de BAL grampositivas, aerotolerantes o anaerobias,
baciliforme, no productora de esporas. Son capaces de crecer en valores de pH y
temperatura entre 3-8 y 2-53°C respectivamente, generalmente con valores Optimos de
crecimiento de 5.5-6.2 para pH y 30-40°C de temperatura, sin embargo, en pH neutro o
alcalino disminuye su velocidad de crecimiento. Son bacterias capaces de hidrolizar
polisacaridos o disacaridos a carbohidratos mas sencillos, pueden ser

homofermentadores o heterofermentadores segun el tipo de productos finales (Shirai y
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col., 1999; Hammes y col., 2009; Salvetti y col., 2012). Las caracteristicas metabdlicas de

algunos lactobacillus se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas metabélicas de lactobacillus (adaptada de Amorocho, 201 1).

Caracteristicas Homofermentativos Heterofermentativos Heterofermentativos
obligados obligados facultativos
Fermentacion de V4 V4 V4
hexosas
Fermentacion de - N4 V4
pentosas
CO, a partir de - V4 -
glucosa
CO, a partir de - N4 V4
gluconato
Presencia de N4 - V4
aldolasa
Presencia de - N4 N4
fosfocetolasa
Especies L. acidophilus L. brevis L. plantarum
L. delbrueckii L. buchneri L. casei
L. helveticus L. fermentum L. rhamnosus
L. salivarius L. reuteri L. pentosus
L. kefir L. paracasei

1.3 Pigmentos
Una de las ventajas del uso de FAL para extraccion de quitina es la oportunidad de
recuperar otros productos de valor agregado tal como son minerales, proteinas y

pigmentos (carotenoides) (Aranday-Garcia y col., 2017)

Los desperdicios de camardn contienen grandes cantidades de pigmentos de colores
amarillos- naranja, en especial de astaxantina, una xantofila con excelente poder
antioxidante y anticancerigeno, es ampliamente utilizada en la industria, en la acuicultura
como alimento, colorante alimentario y en cosméticos (Emodi, 1978; Pacheco y col.,
2011).

Se ha reportado que el uso de tratamientos mas amigables como la FAL de desperdicios
de camar6dn bajo condiciones de 20-30°C permite la preservacion de astaxantina en la
quitina al final del proceso (Pacheco y col, 2009). Para la extraccion de estos
carotenoides se ha estudiado el uso de solventes tales como acetona y etanol con

porcentajes de recuperacion entre el 75 y 80%, encontrandose que el uso de acetona
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presenta un mayor rendimiento de extraccion. Asi mismo, se ha reportado que la
extraccion se ve favorecida por el proceso de ensilaje (FAL) debido a que los procesos de
desmineralizacién y desproteinizacién durante el proceso permiten que los carotenoides

tengan mayor disponibilidad para el solvente (Gimeno y col., 2007).

1.4 Color

El color es un pardmetro que a menudo es utilizado para determinar el contenido de
pigmentos en un producto o alimento como un indice de calidad. Segun algunos autores
el color de un alimento puede deberse a la presencia de pigmentos o colorantes
naturales, la formacion de pigmentos colorantes resultantes de reacciones quimicas y
enzimaticas, la adicion de sustancias colorantes y los efectos fisicoquimicos presentes en
el alimento (Bello, 2008; Mathias-Rettig y col., 2014).

El color percibido es debido a la absorcion y reflexion de ciertas longitudes de onda dentro
de la regién visible del espectro electromagnético (380-760nm) (Lebn y col., 2006). Para
que el color sea percibido por la vista humana es necesario que los alimentos sean
estimulados por la luz; una parte de ésta es absorbida y otra reflejada, la luz reflejada en
el alimento es en parte debida a la presencia de grupos cromoéforos que son capaces de
absorber las radiaciones luminosas (Bello, 2008; Mathias-Rettig y col., 2014).

El color se encuentra descrito en funcién del observador, siendo el color percibido
dependiente de la intensidad y el tipo de luz , debido a estos factores es que se han

creado sistemas de color para estandarizar dicho parametro.

La CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) es una organizacién encargada de la
ciencia y el arte de la iluminacién, clasificando la gama cromatica en espacios de color,
los mas utilizados son CIE L*a*b* y CIE L* C* h (Ledn y col., 2006; Hernandez, 2014).

1.4.1 Espacio CIE (Commission Internationale de I’Eclairage) L*a*b
Este es un espacio de color, usado para estandarizar la gama cromatica, consta de 3
parametros bien definidos: L*, a* y b* (Figura 3). El conjunto a*b* se conoce como

cromaticidad y en union con L* definen el estimulo de color.

L* representa la medida de luminosidad o brillo en un rango de 0 a 100, indicando la
obscuridad o claridad de un objeto. Valores de O representa el negro mientras que el

blanco esta descrito dentro del valor 100 de L* (Le6n y col., 2006)
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a* representa la escala de color de verde (-a) a rojo (+a) y O el neutro. Por el contrario,
b* representa la escala de color azul (-b) a amarillo (+b) con valor de 0 para el neutro,
siendo estos pardmetros los componentes cromaticos con rango de -120 a 120
(Mathias-Rettig y col., 2014). Sin embargo, este sistema no indica el tono y saturacion, por
ello fueron definidos los parametro croma (C*) y tono (H*).

Verde
_a'

Negro

Fig. 3. Escala de color CIELAB, L* representa la luminosidad, a* las tonalidades verde- rojo y b* las

tonalidades azul-amarillo (Konica Minolta ).

1.4.2 Espacio CIE L*C*H°

Este es otro espacio de color estandarizado por la CIE; al igual que en el sistema CIE
L*a*b*, L* representa la luminosidad tomando valores de 0 a 100.

C* representa el parametro croma o pureza del contenido de color, evaluado en

proporcién a su luminosidad, con valores de 0 (estimulo acromatico) a 150 generalmente.

H° se refiere al tono, siendo este el atributo de la sensacién visual, tomando valores entre
0 (estimulo acromatico) y 360° (Mathias-Rettig y col., 2014). Ambos sistemas pueden ser

relacionados mediante las siguientes ecuaciones:

C*=vax2+b+* (1)

*

H° = arctg % 2)
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1.5 Quitosano

El quitosano es un copolimero de la quitina, que también puede hallarse en la naturaleza
u obtenerse de forma sintética, este es un compuesto biodegradable y biocompatible. Se
caracteriza por tener monOmeros mayormente desacetilados, lo que modifica sus
propiedades biolégicas y quimicas (Fig. 4C). La frontera entre estos biopolimeros se
encuentra entre un grado de desacetilacion (DA) del 50-60% (Tervojevick y col., 1988;
Domard, 1998). Bajo estas caracteristicas de grupos amino libres el polimero comienza a
ser soluble en medios acidos acuosos. La solubilizaciéon ocurre por protonacion del grupo
funcional —-NH, en el carbono 2 de D-glucosamina, por lo cual en medio acido el
polisacarido es convertido a un polielectrélito (Rodriguez y col., 2000). Debido a la alta
reactividad de estos grupos presentes en el quitosano, es que este polimero tiene un
numeroso uso en distintas industrias que van desde la remocién de contaminantes en
aguas hasta el area cosmética (Velasco-Gardufio y col., 2020; Hall, Barrera & Shirai,
2020).

CH,OH

CH,OH OH

NHCOCH

A\O/ ’

CH,0H

HO

HO

CH,OH

Fig. 4. Representacion de las cadenas de (A) celulosa; (B) quitina totalmente acetilada y (C) quitosano

totalmente desacetilado, para evidenciar su similitud estructural (Ramirez y col., 2010).
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1.5.1 Produccion de quitosano
El quitosano puede ser obtenido mediante desacetilacion por método homogéneo o

heterogéneo, la metodologia empleada produce quitosanos con caracteristicas diferentes.

La desacetilacibn homogénea se realiza por largos periodos de tiempo en medio alcali a
bajas temperaturas generando homogeneidad en la reaccién, sin embargo, la distribucion
de los grupos acetil a lo largo de la cadena resulta ser arbitraria (Nemtsev y col., 2002).
En contraste, la desacetilacion heterogénea se realiza durante cortos periodos de tiempo
a temperaturas elevadas, esto propicia un desacetilacion mas rapida en las regiones
amorfas del polimero que en las regiones cristalinas, permitiendo un alto grado de
desacetilacién, pero con una reduccién en el tamafio de las moléculas (Pacheco y col.,
2010).

1.5.2 Patrén de Acetilacion

La mayoria de las actividades biolégicas asociadas a los quitosanos parcialmente
desacetilados parecen depender no solo del grado de polimerizacion (DP) y DA, sino
también del patrén de acetilacion (PA) (Wang & Heuzey, 2016). EI DA se refiere al
porcentaje de grupos acetilos en la cadena del polimero, mientras PA es un parametro
gue describe la distribucion de D-GIcNAc y residuos de D-GIcN a lo largo de la cadena del
polimero (Aiba, 1993). Los quitosanos con DA de 0.45 a 0.55 % son solubles en agua, sin
embargo, ha sido reportado que las diferencias entre la solubilidad de los copolimeros de
guitosano con un DA de 50% son debidas en gran parte al PA que se ve afectado por el
proceso de desacetilacion (homogéneo u heterogéneo) (Kurita 'y col., 1977). Esto debido a
la distribucién de la parte hidrofébica (D-GIcNAc) y la parte hidrofilica (D-GIcN) lo que

podria limitar su disolucion.

2. Antecedentes

La obtencién de quitina por FAL se define como un proceso de conservacion en el cual los
acidos producidos inhiben el crecimiento de patdgenos, este método presenta ciertas
ventajas respecto a los quimicos, como el permitir la recuperacion de productos con valor
agregado como minerales, pigmentos y proteinas (Shirai y col., 2001; Cira y col., 2002).

Se ha demostrado que los métodos bioldgicos pueden reducir la contaminacion ambiental
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de los pasos alcalinos/acidos utilizados comunmente, ademas de evitar cambios

estructurales en la quitina (Bajaj y col., 2015).

Aranday-Garcia y col., (2017) removi6 el 52% de minerales en el desperdicio de camarén
con FAL de Lactobacillus brevis, sin embargo, demostr6 que el uso de inoculaciones
sucesivas de L. brevis y Rhizopus oligosporus es una buena alternativa para aumentar la

remocién de minerales.

Pacheco y col., (2011) lograron mejorar el %Dmin hasta valores de 67.5 % para cultivos
con L. plantarum, demostrando que las quitinas obtenidas por FAL presenta
caracteristicas superiores de Ic;y PM sobre aquellas extraidas quimicamente.

Se ha reportado que la solubilidad de quitina y quitosanos depende de parametros
estructurales tales como PM, PA e Icr (Domard, 1998; Pacheco y col., 2011). Por otro
lado, la desacetilacion heterogénea de quitina proveniente de FAL presenta una
estructura de cristalinidad conservada, esto sugiere una desacetilacion en bloques sobre
la parte amorfa, lo que propicia la solubilidad del quitosano en soluciones ligeramente
acidas (Pacheco y col., 2010; Patente No. WO 2012/080772 Al, 2012).

3. Justificacion

Los desperdicios de camardn producidos tras la extraccién de la parte comestible son
responsables de un impacto ambiental negativo por lo cual, en los Ultimos afios, se han
estudiado nuevos métodos para la obtenciéon de quitina y su copolimero el quitosano a
partir del desperdicio de camarén, para asi disminuir su impacto en la contaminacion.
Debido a la amplia area de aplicaciones que estos biopolimeros representan es que se
tiene especial interés en las caracteristicas especificas que requieren como lo son el

grado de purificacién, PM, DAy PA.

Ha sido reportado que la produccion de AL durante las FAL genera una mayor purificacién
de la fraccibn mineral, asi mismo debido a los procesos de desproteinizacion y
desmineralizacion en las FAL los carotenoides presentes en el desperdicio de camaron
son conservados, permitiendo un alto porcentaje de recuperacion (Cira y col., 2002). Una
mayor purificacién de quitinas disminuye el uso de soluciones acidas o béasicas en los

pasos posteriores de purificacion lo que reduce la carga ambiental.
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Se conoce que el origen y el método de extraccibn de estos polimeros afecta
significativamente sus propiedades, se ha reportado que la quitina obtenida por FAL
posee caracteristicas estructurales, Ick y PM diferentes a aquellas extraidas

gquimicamente (Pacheco y col., 2011).

Sin embargo, en la literatura se han reportado distintos porcentajes de remociéon de
minerales y proteinas mediante cultivos con diferentes especies de Lactobacillus como
alternativas para mejorar la eficiencia en FAL. Por tales motivos, en esta tesis se propuso
identificar el efecto del tipo de metabolismo de BAL en su uso como cultivo iniciadores de

FAL para la recuperacion de quitina.

4. Hipotesis
El metabolismo de BAL para la produccion de quitina afectara significativamente la
fermentacion y en consecuencia la desmineralizacion del desperdicio de camarén para la

purificacién biolégica de quitina y la produccion de quitosanos.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Estudiar el efecto del tipo de metabolismo de BAL en la extraccién biologica de
desperdicios de camar6n para la produccion de quitina y posterior desacetilacion a

quitosano.

5.2 Objetivos especificos

» Obtener quitinas mediante extraccién biolégica empleando BAL hetero y
homofermentativa.

» Obtener quitosano mediante desacetilacion heterogénea y homogénea.

» Caracterizacion de los productos obtenidos.
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6. Metodologia

Fermentacion Acido-

Lactica
|
| |
Caracterizacion ..
. Quitina cruda
Quimica
|
| |
Caracterizacion Produccién de
Quimica Quitosano

Quitosano Quitosano
Homogeneo Heterogéneo

Fig. 5: Mapa sintético de etapas experimentales en el desarrollo del trabajo experimental.

6.1 Obtencion de quitina biolégica

La quitina fue obtenida mediante un proceso quimico-biolégico mediante fermentacion
acido-lactica de desperdicios de camarén de Litopenaeus vannamei. El desperdicio de
camaron fue donado del restaurante de mariscos “El Rio de Caracoles” en Ecatepec, Edo.
De México. L. plantarum y L. brevis fueron cultivados en medio de cultivo Man, Rogosa y
Sharpe (MRS) a 30°C por 24 h hasta un recuento de 108 unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC  mL™). El desperdicio fue molido en un molino de carne (Torrey 32-3)
con tamafio de particula de 5 mm. Posteriormente, fueron colocados en un reactor con
10% (p/p) de sacarosa y 5% (p/v) de inéculo de L. plantarum o L. brevis durante 144 h a
30 °C (Shirai y col., 2001; Cira y col. 2002; Pacheco y col., 2009, 2011; Hernandez V. y
col., 2014).

6.1.1 FAL escala 4.5 kg

Se llevé a cabo FAL de 4.5 kg de desperdicios de camardon (FAL-2) con inéculo de
Lactobacillus plantarum del 5% (p/v) y 10% (p/p) de sacarosa como fuente de carbono
durante 144 h. Como sistema de fermentacion se utiliz6 un garrafén con capacidad

nominal de 15 L, adaptado a una purga de CO, conectada a un recipiente con agua
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(Fig.6) monitoreando el pH con un electrodo (HANNA instruments), el fermentador se

coloc6 dentro de una estufa a 30 °C.

Fig. 6. Sistema de fermentacion 5 L conectado a una purga de CO;, a 25°C.

6.1.2 FAL escala 25 kg

Se realizaron FAL de 25 kg de desperdicio de camardn con inéculos del 5% (p/v) de L.
plantarum y L. brevis (FAL-1 y FAL-3 respectivamente) y 10% (p/p) de sacarosa en un
biorreactor con capacidad nominal de 70 L (Fig. 7B) utilizando aproximadamente 75 % del
volumen con desperdicio de camardn, fue monitoreado la temperatura y pH durante todo

el proceso.

Para el cultivo con L. brevis (FAL-1) se adapté un sensor de OD (oxigeno disuelto)
(Applikon, Holanda) en la botella con agua del sistema de purga de CO: que fue
conectada al biorreactor (Fig. 7A), el agua se mantuvo a 26°C. Esta modificaciéon se
realizé para monitorear el O, desplazado en la botella de la purga, como pardmetro
indirecto de la produccién de CO; en la fermentacion. La botella con agua se llevo a la
saturacion de oxigeno cada 24 h, el cambio de OD (A OD) fue calculado segun la

siguiente ecuacion 1.
AOD% = (C* — C}) (1)

Donde: C* representa el % OD en la saturacion y C. el %OD a cualquier tiempo (Garcia-
Ochoay col., 2009)
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Fig. 7. A) Sistema de fermentacién conectado a una purga de CO, con sensor de OD a 25°C y B)

biorreactor de 70 L.

El resultado de las fermentaciones fue una fraccién sélida que contenia la quitina cruda y
una fraccién liquida (licor) con un alto contenido de proteina, minerales y pigmentos
(Shirai y col., 2001; Cira y col. 2002; Pacheco y col. 2009, 2011). La quitina cruda fue

secada en una estufa a 40°C durante 24 h.

6.1.3 Cuenta de microorganismos

Para la determinacion de microorganismos viables en las muestras se llevd a cabo
mediante la técnica de cuenta en placa en medio agar MRS. Se realizaron diluciones
seriadas de la muestra de FAL en solucion salina isotdnica, posteriormente se inoculo 0.1
mL de las diluciones en una caja Petri que contenia el medio de cultivo; las cajas fueron
incubadas a 30°C durante 24 h y fueron contadas las unidades formadoras de colonia
(UFC) (FDA., 2003).

6.1.4 Purificacién de quitina

La quitina cruda debido a la presencia de una fraccion mineral se sometié a un proceso de
desmineralizacion empleando HCI (0.4 M) en relacién 1g quitina/15mL de HCI durante 1 h,
bajo agitacion magnética a condiciones de temperatura ambiente (25°C). El producto
obtenido fue lavado hasta la neutralidad con agua purificada, posteriormente se dejé
secar a 40°C durante 24 h (Ciray col., 2002).
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6.2 Produccioén de quitosanos (desacetilacién de quitina)

6.2.1 Método quimico heterogéneo

La produccion de quitosano por método termoquimico-heterogéneo se llevé a cabo
mediante la desacetilacion de quitina por hidrélisis alcalina de los grupos acetamida del C-
2. La quitina obtenida de FAL se desacetilé con soluciéon de NaOH al 50% (p/v) en una
relacién 1g quitina/15mL NaOH en un reactor agitado enchaquetado a 100°C por 2 h
(Pacheco y col., 2010).

6.2.2 Método quimico homogéneo

En este caso la desacetilacion de quitina consistié en una hidrélisis alcalina para hacer
reaccionar el grupo acetilo. Las quitinas fueron desacetiladas con una solucién de NaOH
50% (p/v) en relacién 1g quitina/15 ml de solucion de NaOH en un reactor agitado a

temperatura ambiente por 4 dias (Pacheco y col., 2010).

Los quitosanos obtenidos mediante desacetilacion homogénea y heterogénea fueron
neutralizados mediante lavados con agua y posteriormente secados a 40°C durante 24 h
(Rocha- Pino y col., 2008).

6.3 Caracterizaciéon de los productos obtenidos

6.3.1 Acidez total titulable y pH

Para la determinacion de acidez total titulable (ATT) el licor de FAL fue diluido en agua
destilada en proporcioén 1:10, realizando titulaciones con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N
hasta llegar a pH 8, expresando el resultado como mmol de &cido lactico por gramo de

desperdicio mediante la ecuacion 2.

(ml NaOH)(N NaOH)
X

ATT% =
% Peso de muestra

100 )

6.3.2 Determinacion de humedad
Se determiné la cantidad de agua contenida en las muestras por gravimetria. Se llevo a

peso constante un crisol de porcelana en una estufa a 95 °C, posteriormente se pesaron 2
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g de muestra en el crisol, esta se llevdé nuevamente a peso constante en una estufa a 95
°C durante 24 h, registrando el peso y calculando el % de humedad (% H) conforme a la
ecuacion 3 (AOAC, 1999).

S )x 100 (3)

Donde:
X1 = peso constante del crisol (g)
X2 = peso de la muestra (g).

X3 = peso constante del crisol con la muestra (g).

6.3.3 Determinacion de cenizas
Para cuantificar la fraccion mineral total, las muestras se llevaron a peso constante en un
crisol de porcelana en una estufa a 100°C. Fueron pesados 2 g de muestra en el crisol, se
sometieron a un proceso de calcinacion durante 5 h en mufla a 560°C, el crisol fue
enfriado en un desecador, se registré el peso y se determiné el porcentaje de cenizas
(%C) mediante la ecuaciéon 4 (AOAC, 1999)

(peso crisol con cenizas — peso crisol)

% C = «100 4)
peso muestra

6.3.4 Determinacién de peso molecular (PM)
El PM promedio de los productos obtenidos se determiné indirectamente por medio de su

viscosidad intrinseca (My).

Para el quitosano, éste fue disuelto a diferentes concentraciones en acido acético 2%
/acetato de sodio 0.2M. La My fue determinada mediante un viscosimetro tipo Oswald
sumergido en agua a temperatura ambiente (25°C), el PM se calcul6 mediante la
ecuacion de Mark—Houwink-Sakurada (ecuacién 5) donde K = 1.38 x 10®° L/g y a= 0.85
para el quitosano (Kjoniksen y col., 1997; Hernandez V y col., 2014; Pacheco y col.,
2010).

n =KMw?* )

Donde:
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Mv = peso molecular viscosimétrico

K y a = constantes asociadas a la configuracién del polimero y las condiciones del disolvente

respectivamente.

En el caso de la quitina, ésta fue disuelta a diferentes concentraciones en una solucién de
dimetilacetoformamida/cloruro de litio (DMAC/LICI) al 5%. Fue calculado el PM mediante
la ecuaciéon 5 usando valores de K= 2.4 x 10* L/g y a= 0.69 (Pacheco y col., 2010;
Aranday y col., 2017).

6.3.5 Azlcares totales

Esta técnica se baso en el principio de que todos los azlcares pueden ser deshidratados
mediante la adicion de acido sulftrico formando furfurales, estos en presencia de fenoles
son condensados generando compuestos de color naranja. Se adicion6 por cada 1 mL de
muestra 1 mL de fenol al 5% (p/v), la mezcla fue agitada durante 30 seg, posteriormente
se adicionaron 5 mL de &cido sulfarico concentrado, la mezcla se agité durante 30 seg y
se dej6 reposar por 10 min para determinar ABS (absorbancia) en un espectrofotometro
(Thermo Scientific, Genesys 6) a 490 nm (Dubois y col., 1956). Se realizé una curva

estandar de sacarosa grado reactivo (anexo 1).

6.3.6 Astaxantina total
Para la cuantificacibn de astaxantina, la quitina cruda fue sometida a un proceso de

despigmentacion segun lo reportado por Gimeno y col., (2007), utilizando acetona grado
HPLC. El solvente resultante fue leido en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific,
Genesys 6) a una longitud de onda de 470 nm para determinar ABS. Fue realizada una

curva patrona partir de un estandar de astaxantina(anexo 2) ( Sigma, 98% de pureza).

6.4 Ajuste al modelo no linear de Gompertz.

La cinética de acidificacion en las FAL es uno de los pardmetros mas importantes ademas
de ser un indicador de la eficiencia de ésta. EI modelo de Gompertz (Tjgrve y col., 2017)
es utilizado en biologia, zoologia, ecologia y botanica para describir el crecimiento de
plantas, arboles, m.o., animales y seres humanos, sin embargo, también ha sido utilizada
en el modelamiento de cinéticas de acidificacion en FAL (Saucedo- Castafieda y col.,
1989; Cira y col., 2000), modelando un comportamiento sigmoidal, es decir que
incrementa su tasa de cambio hasta llegar a un punto de inflexion, punto a partir del cual
la tasa de cambio decrece hasta aproximarse asintéticamente a un valor final (Cira y col.,
2000; Pacheco y col., 2010).
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Para evaluar el efecto del tipo de metabolismo de BAL sobre la eficiencia de acidificacién

en el cultivo se ajusté el modelo de Gompertz es su forma integrada (ecuacion 6).
P = Pax Expl 27771 ()

En donde P representa el producto (AL o pH), Pmax representa la tasa maxima de
concentracion de producto (Pmin €n el caso de los datos de pH) al tiempo t —«, b es una
constante relacionada con las condiciones iniciales, K es la constante de acidificacion y t
el tiempo. Estos parametros fueron evaluados usando el programa STATISTICA (Statsoft.
Inc.). La tasa maxima de produccion (Vmax) fue calculada de acuerdo con la ecuaciéon 7
(Ciray col., 2002).

Vnax = 0.368 K Py @)

7. Resultados y discusion

7.1 FAL 4.5kg

Se determinaron pH y ATT durante el proceso (Fig. 8) los datos experimentales fueron
ajustados al modelo de Gompertz con una R 0.90, con parametros de pH estimados de
Pmin ¥ tasa de disminucién de pH (k) 4.076 y 0.053 h respectivamente (Tabla 2), en este
cultivo se observé un importante descenso de pH de 7.40 al inicio del cultivo a 4.30
transcurridas 48 h por lo que se infiere que en esta etapa se produjo una mayor cantidad
de AL; al final del cultivo se obtuvo un pH de 4.02; valores de pH gque son menores a los
previamente reportados (Pacheco y col., 2010) esto puede ser debido a que se utilizé
como fermentador un garrafon de 15 L adaptado a una purga de CO; que fue conectada a
un recipiente con agua, este sistema permitié la liberacion de CO; sin entrada de aire al
sistema manteniendo asi condiciones anaerobias y favoreciendo el crecimiento bacteriano
y la acidificacién del cultivo (Fig. 6). Se cuantifico la ATT del sélido y licor al final del
proceso, obteniendo valores de 0.15+ 0.01 y 0.45 + 0.02 mmol AL g respectivamente, los
valores de pH para la mismas fracciones fueron determinadas en 5.9+ 0.02 y 4.4 + 0.05
de pH. Por otro lado, el cambio en el pH del licor se debe a que durante la FAL se lleva a
cabo el proceso de desproteinizacion, por lo cual las proteinas y las sales de calcio
removidas se encuentran solubilizadas en el licor generando propiedades amortiguadoras

y con ello un aumento del valor de pH (Ciray col.,2002).
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Fig. 8. Perfil de pH ajustado al modelo de Gompertz para el cultivo FAL-2 de L. p/antarum a 30°C en

una escala de 4.5 kg, realizando determinaciones cada 24 h.

7.2 FAL 25Kkg

Posteriormente se llevd a una escala de 25 kg de desperdicio de camar6n con L.
plantarum (FAL-3) y L. brevis (FAL-1) durante 144 h en un reactor de 70 L, tomando
alicuotas cada 24h para realizar andlisis de microorganismos viables, ATT, pH y azlcares

totales; el porcentaje de inéculo y azlcar fue conservado en todas las fermentaciones.

7.2.1 pHy ATT.

El pH inicial de los cultivos se encontrd alrededor 7.5 + 0.21. Se realizé un ajuste de los
datos al modelo no-linear de Gompertz (R? =2 0.90), en donde ambos cultivos presentan un
comportamiento decreciente de pH, para el cultivo con L. plantarum se obtuvo una menor
tasa de disminuciéon de pH (K) en comparacién con L. brevis 0.023 y 0.052 h?
respectivamente, con un valor de Pmin 1.26 veces mas pequefio que con L. brevis, esto

indica que L. plantarum permite una mayor acidez del medio a pesar de disminuir mas
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lento el pH (Tabla 2). Este comportamiento es importante debido a que mayor acidez del
medio inhibe otros m.o. presentes en el desperdicio de camarén generando como
microbiota predominante a las BAL, comportamiento similar ha sido reportado en la
literatura donde la disminucion de coliformes en los cultivos es debida a la presencia de
BAL que al generar AL consecuentemente disminuyen el pH del medio (Pacheco y col.,
2010; Aranday y col., 2017).

El pH final no fue significativamente diferente, como se mencioné anteriormente esto
puede ser debido a la cantidad de proteinas en el desperdicio que lograron ser
solubilizadas en el licor, lo que podria presentar propiedades amortiguadoras y generar un
valor de pH mayor en los cultivos, sin embargo, el pH fue menor para L. plantarum en
comparacion L. brevis (Fig. 9). Estos resultados coinciden con lo previamente reportado
por Pacheco y col., (2011) donde el uso de L. plantarum con metabolismo
homofermentativo logré disminuir el pH del cultivo hasta 4.2 obteniendo valores inferiores
de pH a los reportados por Aranday y col., (2017) con el uso de L. brevis como iniciador
en la FAL, en donde se obtuvo un valor final de pH de 4.48, logrando disminuir este valor

mediante la inoculacién sucesiva de L. brevis y Rhizopus oligosporus.

Tabla 2. Pardmetros Pmin, b, Ky R del ajuste de Gompertz a los datos de pH de todos los

cultivos.
Fermentacién Prin b K(h?) R? Vinax ( h) pH 144 h
FAL-3 3.908 -0.660 0.023 0.908 0.033 4.22
PH FAL-1 4.961 -0.456 0.052 0.969 0.093 4.81
FAL-2 4.076 -0.602 0.053 0.998 0.995 4.02

34



0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (h)

Fig. 9. Ajustes al modelo de Gompertz de los datos de pH en los cultivos de FAL de L. plantarum (7)
y L. brevis (@), a 30°C realizando determinaciones cada 24h.

Se determiné la cantidad de AL obtenida durante el proceso por medio de ATT del
desperdicio, la disminucién del pH generado por la produccién AL permite que una mayor
cantidad de CaCOs reaccione produciendo lactato de calcio, que se ve traducido en una
mejor purificacion de la quitina resultante. El cultivo con L. plantarum produjo 3.19 veces
mas AL que L. brevis con valores de Pmax de 0.438 y 0.137 mmol AL g* y una tasa
méaxima de produccién (Vmax) 1.6 veces mas grande (Tabla 3), esto indica que L.

plantarum permite una mayor y mas rapida produccion de AL durante la FAL.

L. plantarum presenté un aumento en la produccién de AL de 0.02 + 0.007 mmol AL gta
las 24 h hasta 0.415 + 0.07 mmol AL g* transcurridas 72 h, seguido de una fase
estacionaria hasta las 120 h e incrementd la produccion al final del proceso con 0.47

mmol AL g* (Fig.10), este comportamiento puede ser debido a que L. plantarum es una
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BAL homofermentativa, este tipo de metabolismo produce mas del 85% de acido lactico a
partir de glucosa, en contraste las BAL heterofementativas como L. brevis que producen

solamente 50% de 4cido lactico (Zufiga y col., 1993).
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Fig. 10. Perfil de acidez total titulable y su ajuste al modelo de Gompertz para los cultivos de L.
plantarum (V) y L. brevis (®) expresada como mmol de &cido lactico por g de desperdicio durante
144 h a 30 °C en una escala de 25 kg. Letras distintas indican diferencia significativa entre los

tratamientos mediante comparacion multiple de medias Tukey Kramer (p<0.05).

Tabla 3. Parametros Pmax, b, Ky R del ajuste de Gompertz a los datos de ATT de todos los

cultivos
Fermentacién Prmax b K (h'9) R? Vinax ATT 144 h
(mmol AL g?) (mmol ALg! h}) (mmol AL
g?)
ATT FAL-3 0.438 30.038 0.097 0.993 0.016 0.47
FAL-1 0.137 2.211 0.024 0.921 0.001 0.153
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L. plantarum ha sido reportado como homofermentativo facultativo (Delgadillo y col., 1994)
teniendo la capacidad de metabolizar los azucares por ambas vias (EMP vy
fosfocetolasa), en presencia de altas concentraciones de glucosa como lo es el caso de
las primeras 72 h donde la cantidad de glucosa es significativamente mayor (p>0.05, Fig.
12) toda su produccion se centra en &cido lactico durante el cual teéricamente se origina a
partir de un mol de glucosa, dos moles de lactato, sin embargo al disminuir la cantidad de
azucar disponible en el medio cambia su metabolismo a heterofermentativo produciendo
ademas de 4cido lactico, CO; y etanol o acido acético en proporcion equimolar, de esta

manera contindia fermentativamente activo aun en condiciones limitantes de azUcares.

Una de las caracteristicas mas notables de L. brevis es la alta produccion de gas (COy),
se determiné el porcentaje de oxigeno disuelto (OD) como parametro indirecto de
produccion de COg, el CO; al ser mas soluble en agua desplazé el OD es decir, entre mas
oxigeno fue desplazado en la purga del fermentador mayor fue la produccion de CO;en el

sistema.

Durante las 144 h la cantidad de oxigeno desplazado fue < 90% permitiendo corroborar
que L. brevis tiene un metabolismo heterofermentativo. Se determiné que durante las
primeras 48 h fue desplazado la mayor cantidad de O, indicando que en este periodo se
encontr6 la etapa fermentativamente mas activa (Fig. 11), este comportamiento
concuerda con el perfil de acidez para el mismo cultivo. Entre las 72 a 96 h se registraron
los menores desplazamientos de O: , en esta etapa también se reporté un menor nimero
de BAL.
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Fig. 11. Disminucién de OD en la purga con agua conectada al biorreactor con L. brevis (5%) y

desperdicio de camarén adicionado con 10 % de sacarosa .

7.2.2 Crecimiento celular y azucares totales.

Se cuantificé la cantidad de microorganismos viables en el cultivo mediante conteo en
placa, para L. plantarum durante las primeras 72 h present6 un aumento en el nimero de
m.o., seguido de una fase estacionaria hasta las 120 h (Fig. 12) , esto puede deberse a
una inhibicién por productos, en donde la disociacién de una parte del AL genera iones
hidrogeno que inhibe a los m.o. fermentativos, sin embargo, permite aun una ligera
produccion de biomasa para que esta permanezca constante; comportamientos similares
han sido reportados en la literatura donde la produccién de AL por largos periodos de

tiempo causan inhibicién de los m.o. fermentativos (Shirai y col., 1999; Cira y col., 2002).

Para el cultivo de L.brevis se observé un importante incremento en el ndmero de
microorganismo de 1.0 x10°” UFC mL? a 7.0 x107 durante las primeras 48 h este punto

coincide con la disminucién de azucares disponibles en el medio, a partir de este punto se
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registré6 una disminucién en el numero de m.o. hasta las 72 h dicho cambio puede ser
atribuido a la baja produccion de AL que podria no inhibir por completo otros m.o.
presentes en el cefalotérax de camarén, compitiendo con las BAL dentro del cultivo, el
incremento en la temperatura hasta los 38 °C durante las 96 h promovio el crecimiento de
las BAL y su consecuente produccion de AL (ATT) (Fig. 14B).
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Fig. 12. Crecimiento de L. p/antarum () y L. brevis (®) en las muestras obtenidas durante 144 h de

cultivo a 30°C.

Fueron cuantificados los azucares totales durante el cultivo por medio de la técnica
descrita por Dubois y col. (1951) (Fig. 13), para el cultivo con L. plantarum se observé un
creciente consumo hasta las 72 h, posteriormente el cambio fue disminuyendo hasta el
final del cultivo, este punto concuerda con el crecimiento de dicha bacteria donde a partir
de las 72 h se observa una evidente fase estacionaria, con una concentracion minima de
sacarosa de 10.97 +1.27 mg g obtenidas a las 144 h etapa con el maximo nimero de
BAL registrado (1.20x108 UFC mL™). En contraste con L. brevis donde se observé un

cambio significativo (p < 0.05) en el consumo de azucares durante las primeras 48 h en
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este punto también se presenta el mayor nimero de BAL por lo que el requerimiento
energético fue mas alto en este punto. Al final de los cultivos se observd una diferencia
significativa en la concentracion de azlcar residual en el cultivo, siendo mayor para el

cultivo con L. brevis.
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Fig. 13. Porcentaje de consumo de azucar en cultivos de L. plantarum () y L. brevis () durante 144 a

30 °C, letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacion

multiple de medias Tukey Kramer (p<0.05).
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Fig. 14. Perfil de acidez, temperatura, crecimiento bacteriano y azucar disponible durante 144 h del

cultivo con L. plantarum (¥)y L. brevis (®) a una escala de 25 Kg.

7.3 Caracterizaciéon de quitina y quitosano
Se realizé la caracterizacion de los polimeros obtenidos mediante parametros de % de
ceniza, % de humedad y color como indicadores de la pureza de los materiales, ademas

de la determinacion de PM y contenido de solubles.

7.3.1 Color

Se determiné el sistema de color CIELAB con un colorimetro Konica Minolta (CR-200)

como indicador de la presencia de pigmentos en las quitinas (Fig. 15).
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Fig. 15. Quitina quimica Sigma C9213 (A) y biolégicas obtenidas de FAL-1(B), FAL-2 (C) y FAL-3 (D).
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Fig. 16. Parametros de color L*(A) a* y b* (B) de Q-Q (8), Q-1 (4), Q-2 (#) y Q-3 (¢)

La luminosidad (L*) fue significativamente diferente en todas las quitinas, con una media
mayor para Q-Q (82.67 + 1.82) esto indica que emite mas luz en comparacion con el resto
de las quitinas (Fig. 16B) este fendmeno puede ser atribuido a la presencia de una
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fraccion mineral en las muestras. En cuanto al parametro a* que describe la gama de
color verde-rojo, la prueba dio evidencia significativa (p<0.05) que las quitinas biolégicas
presentan una tonalidad mas roja en comparacion con Q-Q, esto se atribuye a la
presencia conservada de carotenoides favorecida por FAL. Entre las quitinas biologicas
Q-3 presentdé mayor valor de a*, que Q-1 y Q-2, esto puede ser debido a la presencia de
mayor porcentaje de lipidos provocando una oxidacion de los carotenoides (Guillouw y
col., 1995; Ciray col., 2002). Para la gama cromatida azul-amarillo (b*) todas las muestras
fueron significativamente diferentes entre si, Q-1 presento tonalidades mas amarillas (Fig.
16A).

La cuantificacion de astaxantina por espectrofotometria confirmo que la muestra Q-3
contiene una mayor cantidad de astaxantina (3.40 pg mL*+ 0.02) en comparacién con las
quitina Q-2 y Q-1 (Fig.17) demostrando un efecto de la produccion de acido lactico en la
conservacion de estos pigmentos durante la FAL favorecida por el metabolismo de las
BAL. Sin embargo, como se habia mencionado anteriormente Q-2 presento la menor
concentraciéon de astaxantina, esto se adjudica a un procesos de oxidacién debido a la luz

en el momento de almacenar la muestra.

Astaxantina (ug mL™)
(3%

| =
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Fig. 17. Cuantificacion de astaxantina en las muestras de quitinas biolégicas obtenidas por FAL letras
distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacién multiple de

medias Tukey Kramer (p<0.05).

Para facilitar la lectura en la siguiente tabla se registran el cédigo de nomenclatura para
los productos obtenidos. Los productos obtenidos de FAL de L. plantarum y L. brevis
fueron desmineralizados segun el método descrito por Cira y col. (2001) y posteriormente
desacetilados por método quimico homogéneo y quimico heterogéneo (Tabla 4) con
NaOH.

Tabla 4. Nomenclatura de muestras y método de obtencion de quitinas y quitosanos

Quitinas Quitosanos
Q-1 Quitina de cultivo con L. QH-E1 Quitosano Heterogéneo
brevis QH-01 Quitosano Homogéneo
Q-2 Quitina de cultivo con L. QH-E2  Quitosano Heterogéneo
plantarum (4.5 Kg) QH-02 Quitosano Homogéneo
Q-3 Quitina de cultivo con L. plantarum (25 Kg)
Q-Q Quitina quimica QH-Q Quitosano Quimico

7.3.2 Caracterizacion quimico-proximal

El porcentaje de ceniza representa la fraccidon mineral total contenida en la muestra, para
el caso de las quitinas, aquellas obtenidas de FAL con L. plantarum denotadas como Q-2
y Q-3 presentaron los menores porcentajes de cenizas (14.45 £ 0.5 y 15.52 + 0.15 %
respectivamente) (Tabla 5) en comparacién con Q-1 obtenida del cultivo con L. brevis, lo
gue reafirma que entre mayor sea la produccién de AL mayor purificacion del contenido
mineral en el producto, en el caso particular de Q-Q debido a que la obtencion de quitina
industrialmente se da por procesos de quimicos de desmineralizacién y desproteinizacion
es que se obtiene un contenido de cenizas tan bajo, estos procesos son muy agresivos
debido a que se llevan a cabo bajo concentraciones altas de acidos y alcalis eliminado los
pigmentos, proteinas y cenizas presentes en el desperdicio. A partir de estos datos se
calculé el porcentaje de desmineralizacién siendo mayor para los casos de quitina
obtenida con L. plantarum, sin embargo, este porcentaje es relativo debido a que no se
logré cuantificar el porcentaje de proteinas y grasas, por lo que para este célculo se
consideran en el peso de la muestra. Las quitinas biolégicas presentaron un mayor PM en
comparacion con la quitina comercial, con valores similares a los reportados por Pacheco
y col., (2011), confirmando que el uso de FAL permite preservar el PM de la quitina

teniendo ventaja sobre sus futuras aplicaciones. Como en su posterior desacetilacion a
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quitosano, segun lo reportado por Zheng y col., (2003) la actividad antimicrobiana de
guitosanos aumenta a incrementar el PM, debido a que disminuyen la permeabilidad de la

membrana celular.

En el caso de los quitosanos, el porcentaje mineral disminuy6 para todas las muestras
esto es debido a que fueron sometidas a un proceso de desmineralizacion empleando
acido a bajas concentraciones, sin embargo, aquellos quitosanos sometidos a proceso de
desacetilacion a temperaturas altas obtuvieron un porcentaje significativamente menor.
QH-Q registré un aumento en el % Dmin esto podria deberse a que durante el proceso de
neutralizacion se lavd con agua corriente de grifo que podria contener una fraccion
mineral elevada. En cuanto al PM, los quitosanos obtenidos con el método de
desacetilacibn homogéneo fueron significativamente mas bajos que el obtenido
heterogéneamente QH-E1. Esto pudo deberse a que los quitosanos obtenidos por método
homogéneo fueron menos solubles en el buffer acético/ acetato (Tabla 6) por tanto
afectaron la determinacién del peso molecular viscosimétrico, la diferencia en la
solubilidad puede ser debida al PA favorecida por el método de desacetilacion. El tipo de
BAL tuvo un efecto significativo sobre el PM, siendo mayor para los productos obtenidos
con L. brevis (Q-1, QH-01 y QH-E1), debido posiblemente a las diferencias de actividades
enzimaticas, por la cuenta microbiana y de acidificacion (Tabla 5)

Tabla 5. Caracterizacion quimico-proximal de quitinas y quitosanos

Muestra Humedad (%) Cenizas (%) Dmin (%) PM (kDa)
Quitina Q-1 86.99 £ 0.32° 18.62 + 0.01° 52.04 + 0.022 1521.2 £ 4°
Q-2 94.50 +0.17° 14.45 +0.5° 62.77 £+ 0.91° 1200 + 5°
Q-3 86.25 +0.32° 15.52 +£0.15° 60.02 + 1.01°¢ 1095+ 10¢
Q-Q 29.65 £ 0.43°¢ 0.11+0.05°¢ 99.70 + 0.06° 666 + 7¢
QH-01 87.86 £0.13 1.43+£0.192 96.32+0.9° 77 £13.6°
QH-02 90.85 £ 0.25 2.07+0.36° 94.67 +2.3° 50+11°
Quitosano QH-E1 7.95+1.1 0.59+0.01°¢ 98.46+0.05°¢ 229 +5°
QH-E2 95.16 £ 0.5 0.25 +0.03¢ 99.36+ 0.07°¢ 102.8+11°
QH-Q 93.20 £ 0.02 1.06 + 0.05% 97.27+0.05¢ ND

Letras distinta entre cada columna representa diferencia significativa (p<0.05) mediante comparacién mdltiple
de medias de Tukey Kramer. ND representa los valores no determinados.

Se cuantificd el contenido de solubles en los disolventes N,N-Dimetilacetamida y acido

acético/acetato para quitina y quitosano, respectivamente (Tabla 6). Las quitinas
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presentaron valores superiores de contenido no soluble en comparacion de quitosanos,
esto se debe al mayor nimero de grupos acetilo presentes en las quitinas, mientras que
en los quitosanos se presentan grupos amino libres que pueden protonarse en soluciones
ligeramente &cidas. Por lo anterior la solubilidad es un parametro relacionada
inversamente con el grado de acetilacion del biopolimero (Domard, 1989). Los quitosanos
homogéneos tienen menor porcentaje de contenido soluble que aquellos desacetilados
heterogéneamente, este comportamiento podria ser explicado en funcién del PA, debido a
gue la distribucion de los grupos N- acetil a lo largo de la cadena podria limitar la

solubilidad de este (Pacheco y col., 2010).

Tabla 6 . Determinacion de contenido soluble de quitinas

crudas y quitosanos.

Muestra Contenido soluble Contenido no
(%) soluble (%)
Q1 12.19 87.81
Q2 22.88 77.12
Q3 19.30 80.7
Q-Q 49.66 50.34
QH-01 90.17 9.83
QH-02 88.23 11.77
QH-E1 97.08 2.92
QH-E2 96.69 3.31
QH-Q ND ND

*'Las quitinas fueron disueltas en N, N- Dimetilacetamida LiCl 5.0 % (p/v) mientras que para disolver los
quitosanos se utilizé acido acético al 2 % y acetato de sodio 0.2 M (Pacheco y col., 2011).
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8. Conclusiones
- El uso de BAL homofermentativas facultativas como es el caso de L. plantarum

resultdé ser una buena opcién para aumentar la producciéon de AL, ya que produce
3.19 veces mas AL que BAL heterofermentativas, demostrando que existe un
efecto del tipo de metabolismo sobre la purificacion de las quitinas obtenidas.

- ElI aumento en la produccion de AL se ve reflelado en una mayor
desmineralizacién de las quitinas.

- El uso de un sistema de fermentacion en condiciones anaerobias favorecio la
fermentacion, produciendo mayor cantidad de acido y crecimiento de BAL.

- Los pigmentos presentes en el desperdicio de camardén fueron conservados en las
quitinas bioldgicas.

- Las quitinas obtenidas por FAL presentaron un mayor peso molecular, lo que
indica que la FAL es un tratamiento suave que evita la de polimerizacion del
biopolimero.

- Los quitosanos obtenidos mediante desacetilacion heterogénea presentaron un
mayor PM comparado con aquellos desacetilados homogéneamente.

9. Perspectivas
En el presente trabajo no fue posible determinar la desproteinizacion del desperdicio

por lo cual se propone determinar los contenidos de proteina residual y grasas en las

quitinas para determinar su nivel de purificacién.

Datos interesantes serian el cuantificar la producciéon de CO, etanol y otros acidos
organicos en los cultivos con L. brevis, adaptando al sistema de fermentacion el uso
de sensores de CO; para cuantificar el gas liberado permitiendo realizar un balance
energético de este tipo de metabolismo. A pesar de los resultados favorables
obtenidos en la conservacion de pigmentos, se propone cuantificar por HPLC la

cantidad de estos carotenoides para confirmar su preservacion.

Por otro lado, se propone determinar el DA y PA para confirmar la hip6tesis sobre la
solubilidad de los quitosanos, debido a que aun no existen reportes del efecto que
puede tener la distribucion de los grupos D-GIcN y D-GIcNAc (PA) a lo largo de la

cadena de quitina y quitosanos biolégicos sobre sus propiedades en sus soluciones.

47



10. Referencias
Abdulkarim, A.; Tijani Isa, M.; Abdulsalam, S.; Jaju Muhammad, A.; Opuada Ameh, A. (2013)

Extraction and characterisation of chitin and chitosan from mussel shell. Civ. Environ. Res.
3,108-115.

Aiba, S. (1993). Studies on chitosan: 6. Relationship between N-acetyl group distribution pattern and
chitinase digestibility of partially N-acetylated chitosans. International Journal of Biological
Macromolecules, 15(4), 241-245.

Almanza F., Barrera E.(1991), Tecnologia de leche y derivados, Bogota Unisur. 61-66.

Amorocho Cruz, C. (2011)Caracterizacion y potencial probidtico de bacterias lacticas aisladas de
leche de oveja guirra. Tesis para obtener el grado de Doctor en Ciencias Universidad
Politécnica de Valencia.

AOAC: Official Methods of Analysis (Volume 1). (1999). 771.

Axelsson, L. (2004) Lactic Acid Bacteria: Classification and Physiology. In: Salminen, S., Wright,
A.V. and Ouwehand, A., Eds., Lactic Acid Bacteria: Microbiological and Functional Aspects,
3rd Edition, Marcel Dekker, New York, 1-67.

Bajaj, M.; Freiberg, A.; Winter, J.; Xu, Y.; Gallert, C.(2015) Pilot-scale chitin extraction from shrimp
shell waste by deproteination and decalcification with bacterial enrichment cultures. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 99,9835-9846.

Blanco, S., (2020). Desarrollo de emulsiones tipo pickering a base de quitosano para la
microencapsulacion de dimero alquilceteno (AKD). Tesis para obtener el grado Maestria en
Ciencias UAMI, México.

Camacho Elizondo, Melissa, Vega Baudrit, José, & Campos Gallo, Allan. (2011). Uso de
nanomateriales en polimeros para la obtencion de bioempaques en aplicaciones
alimentarias. Revista de la Sociedad Quimica del Peru, 77(4), 292-306.

Carr, Frank J.; Chill, Don; Maida, Nino (2002). The Lactic Acid Bacteria: A Literature Survey. , 28(4),
281-370. doi:10.1080/1040-840291046759

Cira L., Huerta S., Hall G y Shirai K. (2002). Pilot scale lactic acid fermentation of shrimp wastes for
chitin recovery. Process Biochemistry: 37:1359-1366.

David, L. Shirai Matsumoto, K. Trombotto, S. Aracely Pacheco Lopez, N. Chitin-Chitosan bloc Co-
Polymers, México, Numero de patente : WO 2012/080772 Al, 21 Junio 2012.

Domard, A. (1989). Physicochemical properties of chitinuous materials. Advances in chitin science.
3: 24-37.

Domard, A. Denuziere, A., Ferrier,& D., Damour, O (1998). Chitosan—chondroitin sulfate and
chitosan—hyaluronate polyelectrolyte complexes: biological properties. Biomaterials, 19(14),
1275-1285.

Dubois, M.; Gilles, K.; Hamilton, J. K.; Rebers, P.; Smith, F. (1951). "A Colorimetric Method for the
Determintion of Sugars". Nature. 168, 167.

Dweltz, N.E (1961). The structure of B-chitin. Biochim. Biophys. 51, 283-294

48



Emodi A. ( 1978) Carotenoids: Properties and applications. Food Technol; (32): 38-42, 78

Food and Drug Administration (2003) “Bacteriological Analytical Manual”. 9" ed. Arlington, VA:
AOAC

Garcia-Ochoa; Emilio Gomez (2009). Bioreactor scale-up and oxygen transfer rate in microbial
processes: An overview. , 27(2), 153-176.

Gimeno, Miquel; Ramirez-Hernandez, Jessica Yesemite; Martinez-lbarra, César; Pacheco, Neith;
Garcia-Arrazola, Roeb; Barzana, Eduardo; Shirai, Keiko (2007). One-Solvent Extraction of
Astaxanthin from Lactic Acid Fermented Shrimp Wastes. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 55(25), 10345—10350. doi:10.1021/jf071469h

Guerra N.,Rua M. y Pastrana L. Nutritional factors affecting the production of two bacteriocins from
lactic acid bacteria on why, International Journal of Food Microbiology. 2001, 70, 267-280

Guillou; Michel Khalil; Lucien Adambounou (1995). Effects of silage preservation on astaxanthin
forms and fatty acid profiles of processed shrimp (Pandalus borealis) waste. , 130(4), 0—
360. doi:10.1016/0044-8486(94)00324-h

Hall, G.M., Barrera, C.H. & Shirai, K. (2020). Alternative methods for chitin and chitosan preparation,
characterization, and application. Handbook of Chitin and Chitosan:Vol-1 Preparation and
Properties. DOI: 10.1016/B978-0-12-817970-3.00008-0

Hammes WP, Hertel C (2009) Genus |. Lactobacillus Beijerink, 1901. In: De Vos P, Garrity GM,
Jones D, Krieg NR, Ludwig W, Rainey FA, Schleifer K-H, Whitman WB (eds) Bergey’s
manual of systematic bacteriology, vol 3, 2nd edn. Springer, Berlin, pp 465-510

Hernandez, C., (2014). Microencapsulaciéon de aceite de neem en quitosano, caracterizacién y
evaluacion in vivo. Tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias UAMI, México.

Hirano, S. (1999). Chitin and Chitosan as novel biotechnological materials. Polymer International.
48(8): 732-734.

Kafetzopoulos, D., Thireos, G., Vournakis, J. N. and Bouriotis, V. (1993). The primary structure of a
fungal chitin deacetylase reveals the function for two bacterial gene products. Proceedings
of the National Academy of Sciences. 90(17): 8005-8008

Kjell. M. Varum, M. W. Anthonsen, H. Grasdalen, and 0. Smidsrod, Curbohydr. Res., 211 (1991) 17-
23.

Konica Minolta , entendiendo el espacio de color L*a*b*. https://sensing.konicaminolta.us/mx/

Kurita, K. (2006). Chitin and chitosan: Functional biopolymers from marine crustacean. Marine
Biotechnology mini-review. 8:203-226.

Kurita, K., Sannan, T. and Iwakura, Y., (1977). Preparation of pure chitin, poly(N-acetyl-D-
Glucosamine), from the water-soluble chitin. Macromolecules Chemestry. 178: 2595-2602.

Kurita, K., Sannan, T., & lwakura, Y. (1977). Evidence for Formation of Block and Random
Copolymers of N-Acetyl-D-glucosamine and D-Giucosamine by Hetero- and Homogeneous
Hydrolyses Die Makromolekulare Chemie, 178(12), 3197-3202.

49


https://sensing.konicaminolta.us/mx/

Ledn, K; Domingo Mery; Franco Pedreschi; Jorge Le6n (2006). Color measurement in Lxaxb= units
from RGB digital images. , 39(10), 0—-1091. doi:10.1016/j.foodres.2006.03.006

Lyhs, U. (2002). Lactic acid bacteria associated with the spoilage of fish products. Academic
Dissertation, Department of Food and Environmental Hygiene. Faculty of Veterinary
Medicine, University of Helsinki. ISBN 952-91-4642-6.

Minke, R.; Blackwell (1978), J. The structure of a-chitin. J. Mol. Biol. 120, 167-181.

Nemtsev, S. V., Gamzazade, A. |, Rogozhin, S. V., Bykova, V. M. and Bykov, V. P. (2002).
Deacetylation of chitin under homogeneous conditions. Applied Biochemistry and
Microbiology. 38(6):521-526.

Pacheco, N, Garnica-Gonzélez, Y. Ramirez-Hernandez, Flores-Albino, Gimeno, Barzana & Shirai, K
(2009). Effect of temperature on chitin and astaxanthin recoveries from shrimp waste using
lactic acid bacteria, Bioresource Technology, 100, Issue 11,2849-2854,

Pacheco, N., (2010). Extracciéon biotecnolégica de quitina para la produccién de quitosanos:
caracterizacion y aplicacién. Tesis para obtener el grado de Doctor en Ciencias UAMI,
México.

Pacheco, N., Garnica-Gonzalez, M., Gimeno, M., Barzana, E., Trombotto, S., David, L., & Shirai, K.
(2011). Structural Characterization of Chitin and Chitosan Obtained by Biological and
Chemical Methods. Biomacromolecules, 12(9), 3285-3290.

Pastor, A. (2004). Generalidades de Quitina y quitosano: obtencion, caracterizacién y aplicaciones,
En Pastor, A. (ed) Pontificia Universidad Catodlica del Perd, Fondo editorial, pp. 25-71.

Prashanth, K. V. H., and Tharanathan, R. N. (2007). Chitin/chitosan: modifications and their
unlimited application potential — an overview. Trends in food sciences and technology
(18):117-131.

R. Aranday-Garcia, A. Roma’'n Guerrero, K. Shirai, S. (2017). Ifuku, Successive inoculation of
Lactobacillus brevis and Rhizopus oligosporus on shrimp wastes for recovery of chitin and
added-value products, Process Biochem. 58 17-24.

Ramirez Arrebato, Miguel & Rodriguez Pedroso, Aida & Alfonso, Luis & Peniche, Carlos. (2010). La
quitina y sus derivados, biopolimeros con potencialidades de aplicacion agricola.
Biotecnologia Aplicada. 27. 270-276.

Rinaudo, M (2006). Chitin and chitosan: Properties and applications. Prog. Polym. Sci.31, 603-632.

Rinaudo, M., Milas, M., & Dung, P. L. (1993). Characterization of chitosan. Influence of ionic strength
and degree of acetylation on chain expansion. International Journal of Biological
Macromolecules, 15(5), 281-285.

Rodriguez M.S; Albertengo L.E; Agullé E (2000) Emulsification capacity and hypolipidemic effect of
chitosan, Chitosan per os: from dietary supplement to drug carrier. Editor: R.A.A.

Salvetti E, Torriani S, Felis GE (2012). The Genus Lactobacillus: A Taxonomic Update. Probiotics
Antimicrob Proteins. Dec;4(4):217-26. doi: 10.1007/s12602-012-9117-8.

50



Savadogo, Aly & A.T, OUATTARA & Bassolé, Imael & Traore, Alfred. (2006). Bacteriocins and lactic
acid bacteria - A minireview. African Journal of Biotechnology (ISSN: 1684-5315) Vol 5
Num 9. 5. doi:10.4314/ajb.v5i9.42771.

Shirai K, 1999. Utilizacién de desperdicios de camar6n para recuperacion de quitina. Proteinas y
pigmentos por via microbiana. Tesis de Doctorado. Universidad Autonoma Metropolitana —
Iztapalapa - México.

Shirai K, Guerrero |, Huerta S, Saucedo G, Castillo A, Gonzales R, Hall G. (2001). Effect of initial
glucose concentration and inoculation level of lactic acid bacteria in shrimp waste
ensilation. Enzyme and Microbial Technology. 28:446-452.

Terbojevich, M., Carraro, C., Cosani, A. (1988). Solution studies of the chitin-lithium chloride-N-
dimethylacetamida system. Carbohydrate Research. 180, 73-86.

Tjarve, K. M. C., & Tjarve, E. (2017). The use of Gompertz models in growth analyses, and new
Gompertz-model approach: An addition to the Unified-Richards family. PLOS ONE, 12(6),
e0178691. doi:10.1371/journal.pone.0178691

Varum, Kjell. M., Anthonsen, M. W., Grasdalen, H., & Smidsrgd, O. (1991). 13C-N.m.r. studies of the
acetylation sequences in partially N-deacetylated chitins (chitosans). Carbohydrate
Research, 217, 19-27.

Velasco-Gardufio O, Manuel E. Martinez, Miquel Gimeno, Alberto Tecante, Ricardo Beristain-
Cardoso, Keiko Shirai. (2020) Copper removal from wastewater by a chitosan-based
biodegradable composite. Environmental Science and Pollution Research.

Wang, X.-Y., & Heuzey, M.-C. (2016). Chitosan-Based Conventional and Pickering Emulsions with
Long-Term Stability. Langmuir, 32(4), 929-936.

Zheng, L.Y.; Zhu. J.F. Study on antimicrobial activity of chitosan with different molecular weights.
Carbohydr. Polym. 2003, 54, 527-530.

Zafiga M, |. Pardo; S. Ferrer (1993). An improved medium for distinguishing between

homofermentative and heterofermentative lactic acid bacteria. , 18(1), 37—42.

51



Anexos

Curva estandar para determinacion de azlcares totales por la técnica fenol-sulfurico.

Curva estandar de sacarosa
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3. Pruebas estadisticas

Andlisis de varianza de pH, ATT, concentracion de sacarosa y crecimiento microbiano de
las muestras obtenidas después de 144h de fermentacién a 30 °C.

ANOVA
e pH (FAL-1/FAL-3)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1.628 1 1.628 1.483 .232
Dentro de grupos 37.321 34 1.098
Total 38.949 35
ANOVA
o AL
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 360.843 1 360.843 36.325| 7.9442E-7
Dentro de grupos 337.746 34 9.934
Total 698.590 35
att
Tukey B
Subconjunto para alfa =005

fempo M 1 2 3 4 5 L] T B

FALT, 10 2 00000

FAL3, 0 2 D000

FaL3 24 2 02050

FaAL1 124 2 05400

FALT 148 2 07180 07150

FaL1 72 2 Das00 5800

FaL1 198 2 S0400

FAL1T 120 2 11450

FAL1 144 2 14750

FAL3 48 2 33000

FAL3 T2 2 41500

FALI 20 2 42500

Fal 3196 2 43000

FAL3 1144 2 A7000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homoganaos.

a. iliza el tamano de la muesira de la media armonica = 2.000.

Descriptivos
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e Sacarosa

95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacion Error Limite Limite
Media estandar estandar inferior superior | Minimo | Maximo
L.brevis 25kg 19160.0627 14.45375 3.31592 53.0962 67.0292| 30.23( 90.17
L.  plantarum
25k 14140.4357| 28.52011 7.62232 23.9686 56.9027| 10.08( 98.87
Total 33|51.7361| 23.34501 4.06384 43.4583 60.0139| 10.08( 98.87
ANOVA
Sacarosa
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3105.113 1 3105.113 6.715 .014
Dentro de grupos 14334.551 31 462.405
Total 17439.664 32
ANOVA
e Crecimiento bacteriano
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 699350222222221.800 1699350222222221.800 1.177 .287
Dentro de grupos 16635584444444440.000 281594128015873015.800
Total 17334934666666660.000 29
e T°C
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 31.394 1 31.394 2.812 .103
Dentro de grupos 379.578 34 11.164
Total 410.972 35
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(] Cenizas quitina

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 15.863 2 7.932 44.220 .006
Dentro de grupos
.538 3 179
Total 16.401 5
Cenizas
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05
Tratariento M 1 2
Q2 2 14.96500
Q3 2 1546000
W 2 1863500
Sig. A44 1.000
Sevisualizan las medias paralos grupos en los
subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de 13 media armdnica
=2.000.
Cenizas quitosano
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 4.663 4 1.166 86.289 | .0.000084
Dentro de grupos
.068 5 .014
Total 4.731 9
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Cenizas

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05
Tratamienta M 1 2 3 4
QH-E2 2 26000
QH-E1 2 A8000 59000
QH-G 2 1.05500 1.05500
QH-01 2 1.37500
QH-02 2 2.23500
Sig. 60 051 175 1.000
Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armanica= 2.000.
Dmin quitina
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2671.008 3 890.336| 7849.556| 5.4077E-8
Dentro de grupos
454 4 113
Total 2671.461 7
Dmin
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
a1 2 52.0200
Q3 2 60.4850
Q2 2 62.7850
Q-0 2 99,6000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 2.000.

Dmin quitosano
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ANOVA

Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 26.690| 4 6.673 | 223.163 | 0.000008
Dentro de grupos
1491 5 .030
Total 26.840] 9
Dmin
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4 3
QH-02 2 94.5350
QH-01 2 96.2100
QH-0Q 2 97.1950
QH-E1 2 98.3800
QH-E2 2 99.1800
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamanio de la muestra de la media armonica = 2.000.

PM quitina
ANOVA
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 747962.104| 3 249320.701 | 2629.931 | 4.8137E-7
Dentro de grupos
379.205| 4 94.801
Total 748341.309 | 10
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PM

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
Q-Q 2 | 666.00000
Q3 . 1095.00000
Q2 2 1200.00000
1 2 1521.05000
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armdnica = 2.000.
PM quitosano
ANOVA
PM
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 37756.735 12585578 54.341 .001
Dentro de grupos 926.420 231.605
Total 38683155
PM
HSD Tukey?®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 E
QH-02 2 49.50000
QH-01 2 77.00000
QH-E2 2 102.80000
QH-E1 2 229.00000
Sig. .080 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica

=2.000.

Humedad quitina
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ANOVA

Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 5410.984| 3 1803.661 | 8617.589 | 4.4869E-8
Dentro de grupos
.837] 4 .209
Total 5411.821| 7
Humedad
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 R 3
Q-0 2 | 29.65000
Q3 2 86.25000
o 2 86.99000
Q2 2 94.50000
Sig. 1.000 462 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos,
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica =
2.000.
Humedad quitosanos
ANOVA
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 11299.9401( 4 2824.985 | 4586.610 | 4.2878E-9
Dentro de grupos
3.080| 5 .616
Total 11303.020 9
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Humedad

HSD Tukey®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
QH-E1 2 7.95000
QH-01 2 87.86000
QH-02 2 90.85000 | 90.85000
QH-Q 2 93.20000 | 93.20000
QH-E2 2 9516000
Sig. 1.000 .060 136 228
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamanfio de la muestra de la media armdnica = 2.000.
Parametros de color
1) L*
ANOVA
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 14062.156 | 3 4687.719 | 386.992 | 5.9765E-41
Dentro de grupos
775.245 | 64 12.113
Total 14838.401
67
L
HSD Tukey™®
Subconjunto para alfa= 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
Q2 14 | 45.36929
Q3 16 48.76938
o 2 5540714
Q-Q 17 8267353
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Se visualizan las medias para los grupos &n los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 16.641.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armdnica de
los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan
garantizados.
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2) a*

ANOVA
Suma de cuadrados | gl | Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 1225.164| 3 408.388 | 178.491 | 4.9598E-31
Dentro de grupos
146.432 | 64 2.288

Total 1371.596

67

a

HSD Tukey™®

Subconjunto para alfa=0.05

Tratamiento N 1 2 3 4

Q-0 17 1412

Q2 14 58157

Q1 21 8.9205

Q3 16 11.5694

Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogengos.

a. Utiliza el tamanio de la muestra de la media armdnica = 16.641.

b. Los tamafos de grupo no son iguales. Se utiliza la media armdnica de
los tamanios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan
garantizados.

3) b*

ANOVA
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1367.974| 3 455.991| 140.477 | 4.1882E-28
Dentro de grupos
207.745| 64 3.246
Total 1575.718
67
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HSD Tukey™®

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4
Q2 14 | 14,6079
Q-Q 17 18.5829
Q3 16 22,3244
Q1 21 26.6476
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica= 16.641.

b. Los tamafos de grupo no son iguales. Se utiliza 1a media armdnica de
los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan

garantizados.
Astaxantina
ANOVA
Astaxantina
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 538 2 269 | 20342294 000
Dentro de grupos .000 6 .000
Total 538
Astaxantina
Tukey B
Subconjunto para alfa = 0.05
Quitina M 1 2 3
02 3 08233
a 3 5300
Q3 3 B326T

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos,

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica
= 3.000,
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