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Resumen

RESUMEN

Debido a las cantidades crecientes de desechos de camarGn que generan un
aumento en la contaminacion ambiental, los dafios ocasionados en los cultivos por
la plaga de chapulin y el interés comercial de la purificacion de la quitina y sus
derivados por la necesidad de tener sustratos baratos y disponibles, este trabajo de
investigacion consistié en evaluar la purificacion quimica, fisica y bioldgica de quitina
de exoesqueletos de camardn y chapulin, pre-tratados por fermentacién soélida.
Para ello, primero, se evalué en cada tratamiento (quimico, fisico y biolégico) el
contenido de desproteinizacién y desmineralizacion. Asi mismo, los resultados para
ambos sustratos demostraron que la fermentacion en medio sélido (FMS) con
Lactobacillus plantarum BG-112 a las 120 h produjo una desproteinizacion de 32.43
y 32.63%, y una desmineralizacion de 40.31y 13.56%. Por otra parte, en la hidrdlisis
alcalina-acida present6 una desproteinizacion de 98.19 y 96.75%; y una de
desmineralizacion de 98.91 y 92.66%. Por ultimo, en la ultrasonicacion empleando
40% de amplitud, la desproteinizacion fue de 64.58 y 61.12%; y una
desmineralizacion de 13.71 y 12.29% respectivamente. Con las condiciones de
fermentacién previamente seleccionadas, el proceso se escalo utilizando un reactor
con una capacidad de 1.5 kg. En el tratamiento combinado de FMS-ultrasonicacion
los resultados para ambos sustratos mostraron un contenido de desproteinizacion
de 84.82 y 76.38%; y una desmineralizacion 82.12 y 79.39% respectivamente; sin
embargo, en el escalamiento del tratamiento combinado de FMS-Hidrdlisis quimica
alcanz6 un mayor contenido desproteinizacion de 94.67 y 92.04%; y una
desmineralizacion 95.58 y 96.37% respectivamente y por ultimo en el escalamiento
del tratamiento combinado de FMS-Hidrolisis Enzimatica se alcanzé un mayor
contenido de desproteinizacion de 80.45 y 78.71% una desmineralizacion de 52.00
y 51.79% respectivamente. En general el tratamiento quimico generé una mayor
remocion de proteinas y minerales en comparacion con los demas tratamientos con
un tiempo de proceso de 5 h, y los rendimientos alcanzados de quitina fueron de
51.94 y 47.68% para camaron y chapulin respectivamente. Sin embargo, la
aplicacién de ondas ultrasénicas permitié obtener una extraccién tanto de proteinas

y minerales en un tiempo menor (2 h) extrayendo quitina con rendimientos en base
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Resumen

hameda de 75.3y 74.02%. Se concluyo que a partir de la FMS como pre-tratamiento
es una herramienta eficiente que permitio desproteinizar y desmineralizar los
exoesqueletos chapulin y camaroén para la obtencién de quitina, siendo este Ultimo

el mas eficiente en el sentido del medio ambiente.




Abstract

ABSTRACT

Due to the increasing amounts of shrimp waste that generate an increase in
environmental pollution, the damages caused in the crops by the plague of
grasshopper and the commercial interest of the purification of the chitina and its
derivatives by the necessity to have cheap and available substrates, this research
work consisted in evaluating the chemical, physical and biological purification of
chitin from exoskeletons of shrimp and grasshopper, pre-treated by solid
fermentation. For that, the percentage of demineralization and deproteinization was
evaluated in each treatment (Chemical, physical and biological). The results showed
that fermentation in solid medium (FSM) with Lactobacillus plantarum BG-112 at 120
h was 32.43 and 32.63% of deproteinization and 40.31 and 13.56% of
demineralization, the alkaline-acid hydrolysis presented 98.19 and 96.75%
Deproteinization and 98.91 and 92.66% demineralization. Finally, in the ultrasound
using 40% amplitude, the deproteinization was 64.58 and 61.12%; and a
demineralization of 13.71 and 12.29% with these substrates. The conditions
previously selected fermentation, the process was scaled using a reactor with a
capacity of 1.5 kg. The results demonstrated in combined treatment of FMS-
ultrasonication a percentage of deproteinization and demineralization with
exoskeletons substrate shrimp 84.82 and 82.12% compared with 76.38 of
grasshopper of 79.39% and respectively, the scaling of the combined treatment of
FMS-Chemical Hydrolysis reached a higher percentage deproteinization and
demineralization with the substrate of exoskeletons of shrimp 94.67 and 95.58%
compared to that of grasshopper of 92.04 and 96.37% respectively and finally in the
scaling of the combined treatment of FMS-Enzymatic Hydrolysis a greater
percentage deproteinization and demineralization was achieved with the substrate
of exoskeletons of shrimp 80.45 and 52.00% compared to that of grasshopper of
78.71 and 51.79% respectively. In general, the chemical treatment resulted in a
greater removal of proteins and minerals compared to the other treatments with a
processing time of 5 h, and the vyields of chitin were 51.94 and 47.68% for
grasshopper and shrimp respectively. However, the application of ultrasonic waves

allowed to obtain an extraction of both proteins and minerals in a shorter time (2 h),
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Abstract

extracting chitin with yields in wet basis of 75.3 and 74.02%. It was concluded that
from the FMS as a pre-treatment is an efficient tool that allowed deproteinizar and
demineralize the exoskeletons grasshopper and shrimp to obtain chitin, the latter
being the most efficient in the sense of the environment.
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Nomenclatura

ATT

ATTmax

Aw

BG 112

Fd

HO

L*

LA3

RZ

Re

Re

S*

So

Sf

SP1

NOMENCLATURA
Acidez total titulable, (%)
Acidez total titulable méxima, (%)
Actividad de agua.
Lactobacillus plantarum BG-112
Factor de dilucion
Humedad, (%)
Grados Heu
Parametro en funcion de la temperatura del aire de secado.
Luminosidad.
Lactobacillus acidophilus LA-3
Parametro en funcion de la velocidad del aire y tipo de producto a secar
Coeficiente de determinacion
Velocidad de secado en el periodo constante, (gH20/h m?).
Velocidad de secado, (g/s)
Saturacion.
Peso inicial de las muestras fermentadas.
Peso final de las muestras fermentadas.
Lactobacillus rhamnosus SP-1
Tiempo, (h).

Tiempo de mayor contenido de cenizas y pH, (h).
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ti Constante de tiempo en donde se observa linealidad para el contenido de ATT
Ucas Unidad de actividad caseinolitica

UFC Unidades formadoras de colonia.

X Humedad media, (gH20/g s.s.).

Xo Contenido inicial de proteinas, (%)

X0 Humedad inicial, (g/g).

Xe Humedad en equilibrio, (g/g).

Xt Contenido final de proteinas, (%)

Y Desmineralizacion y desproteinizacion, (%)

HMMAX Contenido de produccion maxima de Acidez Total Titulable
[n] Viscosidad intrinseca, (g/ml)
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.  INTRODUCCION

Los productos marinos han constituido uno de los rubros econémicos de mayor importancia
para paises como México que cuenta con amplios litorales, entre estos productos se
encuentra el camaron, cuya tasa media de crecimiento anual de la produccion en los ultimos
10 afos es de 0.15% y se capturaran alrededor de 127,517 toneladas camaron de acuerdo
a cifras del Anuario Estadistico 2013 de la Comision Nacional de Pesca y Acuacultura
(CONAPESCA). Estos residuos tienen un contenido de quitina de 13.1-23.2%, siendo este
la principal fuente comercial de quitina a pesar de su amplia distribucién en la naturaleza
(cangrejo, langostino, jaiba, pluma de calamar, hongos e insectos). Por tal motivo, el interés
comercial de la purificacion de la quitina y sus derivados por la necesidad de tener sustratos
econoémicos. Por referencia se sabe que la quitina se encuentra en elevada concentracion
en insectos, siendo ésta una nueva fuente de explotacion. Debido a la similitud en el
contenido de quitina en exoesqueletos de crustaceos en comparacion con los insectos sobre
todo con los considerados plaga (chapulin 5-12%, cucarachas 2-18% y escarabajos de 27-
35%) (CYTED, 2012), se decidié realizar un estudio sobre la implementacién de
fermentaciones acido lacticas, hidrolisis quimicas y ondas sonoras de alta frecuencia en una
fuente quitinosa poco reportada como el “Chapulin”. Esta fuente en particular en el estado
de Oaxaca es considerada como una plaga, sus infestaciones pueden llegar a ser de 30
chapulines/m? o mas (Rios et al., 2004) en los cultivos de maiz, frijol, soya y alfalfa.
Permitiendo a cada familia de la localidad obtener alrededor de 50-70 kg de saltamontes
semanal. Se estima que al menos se extraen 75-100 toneladas (peso fresco) por afio en
este valle. Por tal motivo, esta investigacion consta de tres partes importantes: la primera
consiste en establecer nuevas fuentes de quitina, la segunda consiste en la implementacién
de un método fisico para la obtencion y purificacion de quitina, como el ultrasonido, que sea
amigable con el ambiente en el sentido de que permita emplear menos acidos y se reduzca
la cantidad de agua de lavado entre cada paso de purificacion, lo anterior en virtud de los
beneficios aportados por dicho método para lograr la reduccion de tamaiio,
desproteinizacion, posible despigmentacion y desmineralizacion inherentes, debido a la
asociacion entre proteina-minerales-pigmentos observada en la quitina. Por ultimo, como
alternativa, se estudio el proceso biolégico para la extraccion de quitina por fermentacion en
medio sdlido para la desproteinizacion y desmineralizacion del material obteniéndose quitina
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como producto final. Este es un proceso amigable con el medio ambiente comparado con
los métodos de preservacion que involucran acidos o bases, que son ecoldégicamente
agresivos y econOmicamente inviables. Para este propésito se evaluaron mediante los
perfiles hidroliticos, las diferencias en los modos de accion de un mismo tipo de enzimas
sobre substratos similares en cuanto a solubilidad, grado de desacetilacion y peso
molecular. Este proyecto propone un proceso limpio, para la obtencién de quitina a partir de
residuos marinos e insectos; utilizando la ultrasonicacion y tratamientos bioldgicos como la

depolimerizacion.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. QUITINA

La quitina fue aislada por primera vez por Braconnot en 1811, a partir de hongos superiores,
y por su origen se denominé 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 (tabla 1), 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)

2.1.1. ESTRUCTURA DE LA QUITINA

La quitina es un homopolimero que esta compuesto por residuos de N-acetil-D-glucosamina
unidos por enlaces B-(1, 4) (figura 1) (Chuan, 2006). Es un polisacarido cristalino que cuenta
con tres diferentes formas cristalograficas: a-, B- y ¥-. 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 hidrégeno. La B-quitina tiene un
arreglo paralelo con una fuerza intermolecular mas débil, dando una molécula menos
estable y la ¥ -quitina es una mezcla de las dos anteriores (Ramirez et al., 2006).

CH.OH CH,OH

N—H

|  Enlace f1,4entre |
CH; dos unidades CH;
de MAC

Fig. 1. Estructura de la quitina (Chuan, 2006)
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Tabla 1. Contenido de quitina en diferentes organismos

FUENTE | QUITINA (%) | REFERENCIA
CRUSTACEOS
Cangrejo (Cancer) 72.1
Cangrejo (Carcinus) 64.2
Cangreso rey (Paralithodes) 35 Tharanathan et al., 2003
- Synowiecki y Al-Khateeb, 2003
Cangreso azul (Callinectes) 14 Arbia et al., 2013
Camarén (Crangon) 69.1
Camarén de Alaska 28
Camardn (Penaeus) 13.1-23.2 Cira et al., 2002
Langosta (Nephrops) 69.8
Tharanathan et al., 2003
langosta (Homarus) 60-75
Langosta (Panilirusornatus) 15.71 Beaney et al., 2005
Gamba (Penaeusmonodon) 67.9-97 Chandumpai et al., 2004
Gamba (Penaeusindicus) 28 Oudor-Odote et al., 2005
MOLUSCOS
Concha deproteinizada de krill 40.2 Tharanathan et al., 2003
Concha de ostra (Ostreaedulis) 3.6 Synowiecki y Al-Khateeb, 2003
Concha de almeja 6.1 Crini et al., 2009
Pluma de calamar 41 Arbia etal., 2013
Pluma de calamar (L. lessoniana) 36.06 Chandumpai et al., 2004
Pluma de calamar (L. formosana) 36.55 Chandumpai et al., 2004
HONGOS
Aspergillus niguer 42
Penicillium notatum 24.01
Penicillium chrysogenum 20.1 Tharanathan et al., 2003
Agaricus bisporus (Champifion blanco) 27 Synowiecki y Al-Khateeb, 2003
Saccharomyces cerevisiae 2.9 Arbia et al., 2013
Mucor rouxii 445
Lactarius vellerus (Champifion) 19
INSECTOS
Cucaracha (Periplaneta americana) 2
Cucaracha (Blatella) 18.4
Escarabajo (Coleoptera) 27-35 Oudor-Odote et al., 2005
Mosca (Diptera) 54.8 Tharanathan et al., 2003
Mariposa sulfurada comun (Colias philodicce) 64 Kaur y Dhillon, 2013
Mosca azul larva (Calliphora erythrocephala) 12
Gusano de cera (Galleria melonella) 33.7

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 pequefias
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proporciones y tienden a ser transformadas en a-quitina (Hirano, 1999). Debido a que la
quitina cuenta con un alto grado de cristalinidad, es insoluble en soluciones acuosas y

solventes organicos (Tsigos et al., 2002).

2.1.2. APLICACIONES DE QUITINA Y DERIVADOS.

Los derivados de la quitina presentan un conjunto de propiedades que resultan ventajosas
para su aplicacion en diversos campos. La quitina tiene poca aplicacion, sin embargo,
modificada como la carboximetilquitina o bien combinada con otros materiales, proporciona

las aplicaciones mostradas en la tabla 2.

Tabla 2. Area de aplicacion y usos de la quitina, quitosano, N-acetil-D-Glucosamina y Glucosamina.

SUSTANCIA AREA POSIBLES USOS
Polvo cicatrizante, gasa, algoddn, esponjas, vendas e hilos para cirugia.
Medicina Anticoagulante, y para fabricacién de membranas. Tratamiento de pelo y piel.
Cromatografia | COmo soporte y para la inmovilizacion de enzimas
Quitina Farmacia Excipiente y transportador de drogas
Inmunologia | Adyuvante
Fabricacion de nuevas telas, nuevos adhesivos, sucedaneos del vidrio, nuevos
Industrias varias | ,.
tipos de papel, etc.
SUSTANCIA AREA POSIBLES USOS
Disminucién de colesterol en sangre. Acelera la cicatrizacion de heridas y
Medicina estimula el sistema inmune. Despierta la actividad antitumoral e inhibe el
crecimiento bacteriano
Cromatografia | Soporte de intercambio catidnico y soporte para inmovilizar enzimas
Farmacia Excipiente
Quitosano Alimentos Clarificacion de vinos y jugos, Cubiertas protectoras de frutas
Tratamiento de Quelantes de iones de metales pesados
efluentes Clarificante y precipitante
Agricultura Recubrimiento de semillas, aditivo para insecticidas
Acuiculturay | para flocular cultivos
Biotecnologia
Quimica Purificacion de biologicos
N-acetil-D- Medicina En el tratamiento de enteritis y colitis. Antiviral y antitumoral
Glucosamina Para modificar la flora intestinal y lograr metabolizar la lactosa. Como
ylo sus Alimentacion
derivados edulcorantes.
Glucosamina Antitumoral (citotéxica), antimetastasis, antimicrobiano. Para combatir
ylo sus Medicina L ' . . .
derivados osteoartritis, hipertrofia cardiaca y disfunciones musculares
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En el caso del quitosano, su capacidad de secuestrar iones metélicos de transicion y post-
transicion es de utilidad en la descontaminacion de desechos industriales, debido a su
naturaleza policationica la cual le confiere una accion floculante. Puede ser utilizado en
numerosas aplicaciones industriales (Guibal, 2004), como soporte para inmovilizacion de
enzimas, formacion de peliculas biodegradables, como agente antimicrobiano y como
aditivo alimentario (Agulldo et al.,, 2003), la capacidad antifingica estd ampliamente
documentada y ha tenido aplicaciones dentro del area de la agricultura para el control de
hongos fitopatégenos (Mulawarman et al., 2003), es excelente generador de fibras, peliculas
y membranas, que se pueden preparar en forma de microesferas y microcdpsulas, lo que
unido a su biocompatibilidad y su biodegradabilidad promueven su empleo en diversas
areas principalmente en las industrias biomédica y farmacéutica (Chen et al., 2003 y Qin et
al., 2002).

2.1.3. COMPONENTES DE EXOESQUELETOS DE CRUSTACEOQOS E INSECTOS

Los tres componentes principales de los exoesqueletos de crustaceos incluyendo a la
quitina son los minerales (principalmente carbonato de calcio) y proteinas. Estos tres
componentes se encuentran estrechamente asociados y representan alrededor del 90% del
peso seco total del caparazon (Redde et al., 2008). Sin embargo, en los exoesqueletos de
insectos también estan asociados con microfibrillas y laminas de quitina; como también, las
capas de ceras formando lipoproteinas, como la artropodina (proteina hidrosoluble
maleada) y melanina (Andersen et al., 2010)

2.2. METODOS QUIMICOS

En el proceso industrial, la quitina es extraida de crustdceos mediante tratamiento acido
para disolver el carbonato de calcio “Desmineralizacién” (DM) seguido por la extraccion
alcalina para solubilizar las proteinas “Desproteinizaciéon” (DP). Ademas, un paso de
decoloracién es usualmente agregado para remover los pigmentos restantes y obtener un
producto blanco (Rinaudo, 2006). El procedimiento quimico tradicional para la produccion
de quitina desde residuos de camaron involucra el uso de HCI (0.2 M) para la DM, seguida
por un tratamiento con NaOH a temperatura relativamente alta (90 °C) para conseguir la
DP. Posteriormente, se realiza un paso de blanqueado con KMnOas aunque también se

pueden usar peroxidos. A pesar de que el método quimico es muy eficiente, tiene el
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inconveniente que la purificacion de la quitina requiere de energia y causa dafio al ambiente
por las altas concentraciones de acido mineral y sosa caustica (Xu et al., 2008). Por otra
parte, Yamaguchi et al. (2003), utilizaron hidréxido de sodio (NaOH) al 4% a 100 °C por 4
horas. Igualmente, Tomihata e lkada en el 2001 utilizaron hidréxido de sodio (NaOH) al 3%
a 70 °C por 5 horas. Por otro lado, Vongchan et al., (2005) usaron a acido acético
(CH3COOH) al 2% a 120 °C por 50 minutos, mientras que Matienzo en el 2002 mezclaron
acido acético (CHsCOOH) al 0,3 M y acetato de sodio (CH3COONa) al 0.2 M a 25 °C
empleando tiempos mayores. Generalmente, la extraccion quimica tiene mayor preferencia
debido al procesamiento constante y rapido y el producto final limpio, libre de impurezas que
se requiere para aplicaciones sensibles, por ejemplo, en la medicina (Bajaj et al., 2011). Sin
embargo, la desventaja de este método es la utilizacién de quimicos peligrosos a altas
temperaturas los cuales causan corrosién del equipo y la formacién de subproductos
indeseables tales como polimeros desacetilados de manera irregular (Hernandez et al.,
2008; Sorokulova et al., 2009; Wahyuntari et al., 2011). Igualmente, el uso de &cidos
quimicos fuertes causa la hidrdlisis de la quitina y la inconsistencia de algunas de sus
propiedades fisicas, resultando en la reduccién de su peso molecular y grado de acetilacién
(Flores et al., 2007; Khanafari et al., 2008; Pacheco et al., 2009; Kardas et al., 2012).
Adicionalmente, el uso de grandes concentraciones de acidos minerales y alcalis conduce
a la contaminacion ambiental (Khanafari et al., 2008; Aytekin y Elibol 2010). Este método
causa un incremento de costos de procesamiento debido a problemas ambientales de
disposicion final de los residuos (Hernandez et al., 2008; Wahyuntari et al., 2011; Kardas et
al., 2012). El método quimico involucra ademas el uso de gran cantidad de agua y un
consumo relativamente alto de energia, asi como una gran pérdida de compuestos
bioactivos que pueden ser aislados del desecho de camardn tales como proteinas,
pigmentos, y acidos grasos, los cuales pueden ser aplicados para la obtencion de nuevos
productos (Bashkar et al., 2007; Khanafari et al., 2008; Pacheco et al., 2009; Valdez et al.,
2010; Bajaj et al., 2011). Por ejemplo, la astaxantina es degradada bajo tales condiciones
operacionales (Pacheco et al.,, 2009). Con el fin de superar los inconvenientes de los
tratamientos quimicos, se han estudiado métodos de aprovechamiento alternativos como
algunos procesos biolégicos, incluyendo el enzimatico, microbiologico, asi como la

combinacion de procesos quimicos-biolégicos (Wahyuntari et al., 2011).
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2.3. METODOS BIOLOGICOS

Se trata de una técnica avanzada y nueva para la extraccion de quitina, la cual puede
hacerse utilizando microorganismos proteoliticos u hongos o enzimas purificadas. Da como
resultado la produccion de oligdmeros con un grado Optimo de polimerizacion para

diferentes aplicaciones y no desnaturaliza la quitina. (Pal et al., 2014)

2.3.1. FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

La fermentacién en medio o estado solido (FMS), se define como el crecimiento de
microorganismos en medios sélidos, o semi-solidos, en ausencia de agua libre. Esta técnica
ha sido aplicada desde la antigliedad en la preparacion de alimentos fermentados (Aidoo et
al.,, 1982). Las fermentaciones con estas caracteristicas son aquellas en las cuales el
sustrato no esta ni disuelto ni en suspension en un gran volumen de agua. El objetivo es el
aumento del contenido proteico mejorando las posibilidades de conservacion, cambiando
las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de los mismos. La fermentacién en medio
sélido utiliza generalmente un material natural como fuente de carbono y energia, ademas
de presentar suficiente humedad para permitir procesos bioquimicos de los
microorganismos empleados. Los sustratos utilizados deben proporcionar un buen ambiente
de crecimiento de la flora microbiana y permitir la sintesis de las diferentes enzimas. Dentro
de los aspectos mas importantes para la fermentacion en sélido se encuentran: la seleccion
del microorganismos y sustrato adecuado, optimizacién de parametros del proceso y el
aislamiento y purificacién del producto. Para la seleccién del sustrato hay que evaluar si se
requiere un sustrato especifico o si el objetivo es producir un producto especifico de un
sustrato adecuado. Los parametros del proceso y su optimizacion son importantes, asi como
parametros fisico-quimicos y bioquimicos tales como: el tamafio de las particulas del
sustrato, humedad inicial, el pH y pre-tratamiento del mismo, humedad relativa, temperatura
de incubacién, agitacion y aireacion, edad y tamafio del inéculo, la suplementacién de
nutrientes, fuente de carbono e inductores, extraccion de producto y depuracion (Pandey et
al., 2003).

2.3.2. FERMENTACION ACIDO LACTICA (FAL)
El uso de la fermentacion acido lactica (FAL) produce acido lactico (AL) que reduce el pH,

lo cual resulta en la inhibicion del crecimiento de microorganismos no deseados. Estos
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materiales son susceptibles a descomposicidén por microorganismos aerdbicos debido a su
alto contenido de humedad y composicion quimica (Martin, 1996). La fermentacion en medio
sélido (FMS) de residuos de crustaceos y una produccién de AL in situ por bacterias acido
lacticas (BAL) induce la licuefaccion del residuo semisélido y se produce una disminucion
en el pH, asi como la activacion de proteasas que desproteinizan los residuos. Un efecto
colateral de la FMS es la produccion de AL por la fermentacion de carbohidratos, que
conduce a una desmineralizacion e los residuos y una precipitacion parcial de los iones de
calcio como lactato de calcio (Xu et al., 2008; Gimeno et al., 2007). La fermentacion del
residuo de camardn resulta en un licor rico en proteinas, minerales y carotenoides
(especialmente astaxantina) con una fraccion sélida (FS) rica en quitina. La fraccion liquida
(FL) puede ser utilizada como suplemento de proteinas y minerales para consumo humano
o alimentacion animal (Shirai et al., 2001; Cira et al., 2002; Bhaskar et al., 2007). La utilidad
de la obtencion por medio de fermentacion es debida a su naturaleza amigable
ecolégicamente comparada con los métodos de preservacion que involucran acido o bases
o el secado, que son ecolégicamente agresivos y econdémicamente no viables (Bhaskar et
al., 2007). La fermentacion del desperdicio para recuperar quitina reemplaza
considerablemente el proceso quimico (Bhaskar et al., 2007), sin embargo, para producir
una quitina de calidad estandar, la proteina y minerales residuales de la quitina cruda deben
ser removidos mediante tratamientos suaves con alcalis y acidos (Cira et al., 2002; Sini et
al., 2007). También se ha reportado el uso de proteasas para la desproteinizacién e
caparazones de crustaceos, que evitaria el tratamiento alcalino. Ademas de la aplicacion de
exoenzimas, bacterias proteoliticas son usadas para la DP de caparazones
desmineralizados (Sini et al., 2007; Xu et al., 2008). Jung et al., (2005) realizaron la
fermentacion lactica para la desmineralizacion de los residuos de carapacho del cangrejo
rojo utilizando Lactobacillus paracasei subesp. tolerans KCTC-3074, a diversas
concentraciones de glucosa se adicionaron como una primera fuente de carbono y varias
cantidades del cultivo bacteriano se inocularon como cultivo iniciador. Rao et al., (2000),
determinaron los factores que afectan al Lactobacillus plantarum durante la fermentacion de
los desechos de camardn en la produccion de quitina y licor de proteina. El objetivo de la
fermentacion fue posible por la secrecion de proteasas y la reduccion del pH, ésta se
favorecié agregando acido citrico, sustituyendo el acido acético, incrementando hasta un

88% la desproteinizacion y a 90% la desmineralizacion con un tiempo de bioproceso a las
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18 h. La adicién de &cido acético al inicio de la fermentacion fue esencial, contribuyendo a

la reduccién del deterioro.

2.3.3. BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL)

Las bacterias acido lacticas han sido utilizadas en la fermentacion desde 4,000 afios atras,
son heterotrofos Gram positivas, acidos tolerantes, no forman esporas, son inmoviles, se
encuentran en forma de cocos o bacilos con bajo contenido de guanina y citosina, se
caracterizan por producir acido lactico a partir de hexosas, lo que las asocia a la
conservacion de alimentos, pues la acidificacion que producen inhibe el crecimiento de
agentes descomposicion. Algunas BAL son productoras de bacteriocinas toxicas que
proporcionan un obstéaculo adicional contra microorganismos patdgenos (tabla 3). Las BAL
son capaces de adaptarse a diversas condiciones (tiempo, temperatura y sustratos),
cambiando su metabolismo y de esta manera generar diferentes productos metabdlicos. De
acuerdo a los productos finales del metabolismo de la glucosa, se pueden distinguir dos
principales rutas metabdlicas de las BAL, las que producen &cido lactico como Unico o0 mayor
producto, se denominan homofermentativos (ruta metabdlica de Embden Meyerhof)
produciendo dos moles de acido lactico y una ganancia neta de dos ATP por mol de glucosa
consumido. Las BAL que producen ademas del acido lactico cantidades iguales de etanol,
diéxido de carbono o &cido acético, (ruta metabdlica de 6-fosfogluconato/fosfocetolasa) se
denominan heterofermentativas, donde se produce un mol de acido lactico, etanol, CO2zy
un mol de ATP por mol de glucosa consumida (Axelsson, 1993). Generalmente las BAL son
mesdfilas, pero pueden crecer entre un intervalo de 5-45 °C con temperaturas Optimas que
dependen de la especie, son tolerantes a condiciones acidas y basicas lo que les permite
crecer en intervalos de pH de 3.2 a 9.6, siendo el 6ptimo entre 5y 7 (Reddy et al., 2008). La
fermentacién es un proceso catabolico de oxidacion incompleta que produce compuestos
organicos. Cuando la célula se encuentra en condiciones anaerobias, la fermentacion
responde a la necesidad de generar moléculas de NAD+ que han sido reducidas durante la
glucolisis para transformar la glucosa en acido piravico y de esta manera continuar la
reaccion de produccion de energia, por lo que es necesario reoxidar el NADH que cede sus
electrones al acido piravico y lo reduce a acido lactico, acido acético o etanol como se

observa en lafigura 2. El proceso de fermentacién donde el producto final es el &cido lactico
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(fermentacion lactica) se lleva a cabo por bacterias lacticas, hongos, protozoos y en tejidos

animales (Axelson, 1993).

Tabla 3. Descripcion general de los procesos de tratamiento de los residuos biolégicos de camarén

Fuente de . . Fuente | Eficienciade Eficienciade | Tiempo |, .
residucs Microorganismos de DP DM (%) (dias) Literatura
Carbono (%)
Stabsila
Streptococcus
Nephrops faecium M74, Healy
norvegicus Lactobacillus Lactosa T 7 et al.
Desmineralizado plantarum, (1994)
Pediococcus
acidilactici
Lactobacillus spp. | Sacarosa, Cira et al.
Penaeus sp. B2 Suero 85 87.6 6 (2002)
Fermentacion .
Lactobacillus Rao et al.
de una et'apa plantarum 541 Glucosa 75 86 N.M. (2000)
Camarodn
Lactobacillus Jung
Chionoectes paracasei ssp.
japonicus tolerans KCTC- Glucosa 526 91.2 ! (Sgglé)
3074
Penaeus Bacillus Waldeck
monodon licheniformis >99 98.8b 2 (ggglé)
Metapenaeopsis (20% Sini
penaeop Bacillus subtilis 84 72 15 etal.
dobsoni sacarosa) (2007)
L Lactobacillus
Fermentacion ;
de dos etapas paracasei ssp. Jung
Chionoectes tolerans KCTC- Glucosa 68.9 94.3 12 et al.
DonicUS 3074 Serratia (2007)
1ap marcescens FS-3
Penaeus Cultivo enriquecido Xu
monodon GM, L. casei MRS1 Glucosa 97.4 99.6 4.8 (ggg;)
Crangon . . . Xu
Crangon g:/:mll_o f:srgu'\iggi Glucosa 90.8 99.7 4 et al.
Pretratado T (2007)
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Fig. 2. Esquema generalizado de la fermentacion de la glucosa en bacterias acido lacticas

2.3.3.1. Condiciones de Crecimiento de las BAL

Las bacterias se asocian a habitats ricos en nutrientes, como son diversos productos
alimenticios tales como la leche, carne, bebidas, granos y vegetales, aunque también a la
superficie de las mucosas de animales (Barakat et al., 2000). Siendo muy exigentes en
cuanto a la nutricién, todas fermentan glucosa, aunque algunas pueden multiplicarse en
ausencia de azucares como es el caso de Leuc. Citrovorum el cual puede desarrollarse en
presencia de citrato como Unica fuente de carbono. Mientras unas no fermentan la sacarosa,
otras no atacan la lactosa, las pentosas o las dextrinas. Requieren aminoacidos como fuente
de nitrégeno siendo las sales amoniacales las que estimulan su desarrollo y una diversidad
de factores de crecimiento. Estas demandas de determinados nutrientes permiten
diferenciar algunas especies (Leveau et al., 2000). El carbono es el nutriente mas importante
para el crecimiento de las BAL seguido del nitrégeno el cual es requerido para la sintesis de
aminoacidos como la purina y pirimidina, también son indispensables el fosforo, magnesio

y elementos traza. La velocidad del proceso metabdlico en las BAL varia en respuesta a las
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condiciones ambientales como el pH y la temperatura. La fermentacion lactica es bastante
sensible a la inhibicion por producto (Pacheco et al., 2006), las enzimas reguladoras tienen
una estabilidad limitada a pH y temperatura, esto se debe a que son proteinas globulares,
con enlaces no covalentes débiles y a medida que aumenta la temperatura o a pH extremos
pierden actividad, convirtiendo a estos dos pardmetros importantes en el proceso.
Generalmente las BAL son mesdfilas pero pueden crecer entre un intervalo de 5 - 45 °C con
temperaturas optimas que dependen de la especie, son tolerantes a condiciones acidas y
bésicas lo que les permite crecer en intervalos de 3.2 - 9.6, siendo el 6ptimo entre 5y 7
(Reddy et al., 2008). A pesar de la utilidad que tienen las BAL para la industria de alimentos,
es reconocida la dificultad que representa el cultivarlas por la necesidad de una gran
cantidad de requerimientos nutricionales. Las vitaminas son los factores de crecimiento que
se necesitan con mayor frecuencia, ya que funcionan formando partes de las coenzimas.
Algunos géneros como Streptococcus y Lactobacillus, destacan por sus requerimientos
vitaminicos complejos, mucho mas amplios que los humanos. Las principales vitaminas
requeridas por los microorganismos son tiamina (vitamina B1), biotina, piridoxina (vitamina
Bs) y cobalamina (vitamina B12), de aqui su uso en las pruebas microbiologicas para detectar
estos compuestos (Madigan et al., 2004). Las exigencias nutricionales de las BAL a
minerales son pocos conocidos. La necesidad de los iones en el metabolismo se explica en
primer lugar por su funcién de cofactor para numerosas enzimas, ahi la importancia de los

minerales metalicos en el metabolismo de las bacterias.

2.3.4. DESPROTEINIZACION ENZIMATICA

En las dltimas décadas se han utilizado gran variedad de enzimas para acelerar diversos
procesos como es en la industria agricola, alimentaria, farmacéutica, biomédica, textil,
papelera, entre otros (Gildberg, 1993). Ibrahim en 1999, establecié que las enzimas son
particularmente adecuadas para las industrias de alimento por varias razones, ellas dan de
manera natural un material bioldgico los cuales son catalogados como no toxicos y actuan
de manera especifica. Por otra parte, los controles de las reacciones enzimaticas se logran
con bastante facilidad con ajustes de la temperatura y pH, algunos investigadores han
tratado de desproteinizar residuos de crustaceos para la produccion de quitina por digestion
de enzimas. Siendo este un procedimiento alternativo para la desproteinizacion de la quitina

cruda obtenida al término de la fermentacion acido lactica, esta puede realizarse utilizando
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enzimas proteoliticas hidrolizando los enlaces petidicos. Gagné et al. (1993), utilizé
proteasas bacterianas como, quimotripsina tipo Il (CE 3.4.21.1) y papaina (CE 3.4.22.2)
Broussignac, (1968) recomend6 el uso de la papaina, pepsina y tripsina para la
desproteinizacion de crustaceos durante la extraccion de quitina. Shimahara (1989)
describe un procedimiento para desproteinizar exoesqueleto de camardén por medio de
bacterias proteoliticas (Pseudomonas maltophilia LC 102) sobre la materia prima,
reportando que después de 24 horas la proteina residual, en la concha era de 1%, y encontro
este método preferible para evitar la desacetilacion. Gagne (1994) utilizé diversas enzimas
proteoliticas (quimotripsina, papaina bacteriana y proteasa) para desproteinizar crustaceos.
De las tres proteasas probadas, quimiotripsina resulté ser la mas eficaz. Las condiciones
Optimas utilizando quimiotripsina fueron a pH 8 durante 72 horas a 40 °C y una proporcion
enzima a sustrato de 7:10 (p/v). Wang y Chio (1999) encontraron que P. aeruginosa K-187
produjo ademas de quitinasa y lisozima, una proteasa Util para la desproteinizacion de
desechos de camardn y cangrejo. La proteasa de P. aeruginosa K-187, fue producida bajo
las 6ptimas condiciones de cultivo (40 °C y pH 6-8) y puede ser inmovilizada sobre un
soporte polimérico reversiblemente soluble (hidroxipropil metilcelulosa, acetato, ac.
succinoico). La enzima inmovilizada fue soluble arriba de un pH 5.5 pero insoluble debajo
de un pH 4.5. La utilizacién de la enzima inmovilizada para la desproteinizacion de camaron
y concha de cangrejo en polvo, resulté en una remocion de proteina del 67% en contraste,
la remocién de proteina usando la enzima no inmovilizada fue de 72%. Valdez-Pefia en el
2010, investigd la recuperacion de quitina cruda a partir de residuos de camaron,
Litopenaues vannamei, usando proteasas comerciales y aplicando la tecnologia de
microondas observando que la alcalasa present6 el mejor desempefio de desproteinizacion
de residuos de camardn. Asi mismo, cabe mencionar que actualmente no existe un estudio
reciente sobre la implementacién de nuevos métodos para la obtencién industrial de quitina

de insectos en chapulin (Sphenarium purpurascens).

2.4. METODO FiSICO

2.4.1. ULTRASONICACION

La ultrasonicacion es una técnica que se basa en la aplicacion de ondas electromagnéticas
completas del tipo de microondas, los las cuales producen una serie de cavitaciones entre
el medio de cultivo y el gas disuelto; formando asi un poro temporal en las membranas de
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las células. A frecuencias de 20 Khz se producen vibraciones que provocan el fenébmeno de
cavitacion generando zonas de baja presion en el liquido, el liquido se transforma en gas
formandose pequeiias burbujas, que colapsan debido a los cambios de presion y los fuertes
esfuerzos de corte en el liquido que rompen las células. Por otra parte, la homogeneizacion
ultrasdnica es un proceso mecanico para disminuir particulas pequefias en un liquido para
gue sean uniformemente pequefas y distribuidas con suavidad. El ultrasonido de potencia
representa unatecnologia novedosa, la cual ha creado bastante interés debido a sus efectos
promisorios en las areas de procesamiento y conservacion de alimentos; sin embargo, y
aunque actualmente es considerada una tecnologia emergente, el uso de la tecnologia de
ultrasonido no se ha promovido para su aplicacion en productos comerciales. Solo se ha
reconocido como una tecnologia que asiste o ayuda en la modificacion de procesos o mejora
de los existentes (Knorr et al., 2004). Hoover (2000) define ultrasonido como una forma de
energia que viaja en ondas de sonido iguales o mayores a 20000 vibraciones por segundo,
otra definicidn la realiz6 Mason (1990), en la cual lo establece como cualquier sonido con
frecuencia mas alla de lo que el oido humano puede percibir (16 KHz). Las aplicaciones de
las ondas ultrasénicas se dividen por lo general en dos grupos: baja y elevada intensidad.
Las aplicaciones de baja intensidad son aquellas cuyo objetivo es obtener informacion
acerca del medio de propagacién sin producir ninguna modificacién en su estado. Por el
contrario, las aplicaciones de elevada intensidad son aquellas en la que la energia
ultrasénica se utiliza para producir cambios permanentes en el medio tratado. Por ello, los
ultrasonidos de potencia (USP) se asignan a las aplicaciones de elevada intensidad. El limite
entre baja y alta intensidad es dificil de fijar, pero puede establecerse de forma aproximada
para aquellos valores de la intensidad para los que, dependiendo del medio, varian entre
0.1 W/cm?y 1 W/cm?. Sin embargo, Mason (1998) establece que como en el caso de otras
areas de procesamiento tecnoldgico, el rango de sonido empleado es muy amplio y se
puede dividir en los de alta frecuencia baja energia en el rango de MHz, aplicado como

ultrasonido de diagndstico y de baja frecuencia alta energia, USP en el rango de los KHz.

2.4.2. MECANISMO DE LA ULTRASONICACION
La intensificacion de la eficacia de extraccion usando ultrasonido se ha atribuido a la
propagacion de las ondas sonicas a través de los fendmenos de cavitacion y disolventes

resultante. EI mecanismo de control de extraccion asistida por ultrasonido se atribuye
40




Revision bibliogréafica

generalmente a la cavitacibn mecanica, y los efectos térmicos que pueden resultar en
ruptura de las paredes celulares, la reduccion de tamafio de particula, y la transferencia de
masa mejorada a través de las membranas celulares. La implosion de las burbujas de
cavitacibn genera micro-turbulencias y de alta velocidad entre las particulas y la
perturbacién en micro-particulas porosas de la biomasa que acelera la difusion y difusion
interna. Debido al "espacio” limitado para que las burbujas se expandan, la mayor parte de
la caida de burbujas asimétricamente en los vasos, resulta importantes corrientes de
circulacion de liquidos asociadas con una intensa turbulencia. También la cavitacion en la
superficie del material provoca pinzamiento por el micro-chorro resultante en la superficie
de desprendimiento, la erosion y la descomposicion de particulas. Los efectos principales
de ultrasonido son muy evidentes por microscopia electronica de barrido. La aplicacion del
ultrasonido permite que los compuestos se disuelvan en el disolvente, lo que aumenta el
rendimiento con un tiempo mas corto mediante la ruptura de la pared celular. Debido a la
cavitacion, las grietas se desarrollan en la pared celular que aumenta la permeabilidad de
los tejidos vegetales que facilitan la entrada de disolvente en la parte interior del material,
asi como el lavado de los extractos como se aprecia en la figura 3. Sin embargo, mas alla
de un cierto limite hay desperdicio de energia ultrasonica debido a las limitaciones. La
consideracion de estos hechos es muy importante para hacer el proceso de extraccion total

econdmicamente mas viable.

Pared celular

Agrietado
formado por

Solvente de entrada ‘T l Extracto de salida

(a) (b)
Figura. 3. Mecanismo de la ruptura de la pared celular (a) ruptura de la pared celular debido a la

cavitacion. (b) difusion de disolvente en la estructura de la célula.

Shirsath et al. (2013), estudiaron la extraccion de productos naturales usando ondas
ultrasdnicas, ya que la extraccion de compuestos quimicos activos de los productos

naturales es una de las areas de investigacion mas importantes para la industria quimica,
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biotecnolédgica y farmacéutica. Las técnicas tradicionales utilizadas para la extraccion de
productos naturales estan asociadas con los tiempos de extraccion y de rendimientos mas
largos, el uso de la gran cantidad de disolventes organicos y de la baja eficiencia de
extraccion. El ultrasonido puede ser utilizado para mejorar la velocidad de extraccion
mediante el aumento de las tasas de transferencia de masa y la posible ruptura de la pared
celular debido a la formacién de microcavidades que conducen a mayores rendimientos de
producto de procesamiento y el consumo de disolvente. EI mecanismo de la extraccion
asistida por ultrasonido ha sido discutido y las condiciones Optimas de operacion se han
reportado para maximizar el rendimiento. En general, parece que las irradiaciones
ultrasénicas pueden utilizarse eficazmente para la intensificacion de la extraccion de
constituyentes importantes de productos naturales (Hielscher, 2005). Existen equipos
ultrasénicos para la homogeneizacion de cualquier volumen de muestras, tanto en
recipiente como para procesos continuos. Los equipos ultrasénicos para laboratorios
pueden ser utilizados para volumenes desde 1.5 mL hasta aproximadamente 2 L. Los
equipos ultrasénicos industriales se utilizan para el proceso de desarrollo y producciones en
recipiente desde 0.5 hasta 2,000 L o para caudales desde 0.1 L hasta 20 m?%/ h (Sivakumar
et al., 2007).

2.4.3 EFECTOS DEL ULTRASONIDO

El efecto conservador del ultrasonido esta asociado a los fendmenos complejos de
cavitacion gaseosa, que explican la generacion y evolucién de microburbujas en un medio
liguido. La cavitacion se produce en aquellas regiones de un liquido que se encuentran
sometidas a presiones de alta amplitud que alternan rapidamente. Durante la mitad negativa
del ciclo de Presion, el liquido se encuentra sometido a un esfuerzo tensional y durante la
mitad positiva del ciclo experimenta una compresion. El resultado es la formacion
ininterrumpida de microburbujas cuyo tamafio aumenta miles de veces en la alternancia de
los ciclos de presiéon. Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico implosionan o
colapsan violentamente para volver al tamafio original. La implosion supone la liberacién de
toda la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantaneos y
focales, que se disipan sin que supongan una elevacion sustancial de la temperatura del
liquido tratado. Sin embargo, la energia liberada, asi como el choque mecéanico asociadas

al fenomeno de implosién, afectan la estructura de las células situadas en el microentorno.
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Se considera que, dependiendo de la frecuencia empleada y la longitud de las ondas de
sonido, se pueden generar diferentes cambios fisicos, quimicos y bioquimicos que pueden
emplearse en un sin numero de aplicaciones en los diferentes campos Industriales (Herrero
et al., 2006).

2.4.4. CAMPOS DE APLICACION DEL ULTRASONIDO

El ultrasonido hace uso de fendémenos fisicos y quimicos que son fundamentalmente
diferentes a los que se aplican convencionalmente en las técnicas de extraccion,
procesamiento y conservacion. Ofrece ventajas en términos de productividad, rendimiento
y selectividad, ya que se obtienen mejores tiempos de proceso, mejora la calidad, reduce
riesgos quimicos y fisicos y se considera ambientalmente amigable. Actualmente es
considerada una técnica de procesamiento sustentable, debido a que tipicamente emplea
menos tiempo, agua y energia (Chemat et al., 2011). El uso de ondas ultrasénicas de
elevada intensidad en procesos industriales se basa generalmente en una explotacion
adecuada de una serie de mecanismos activados por la energia ultrasénica tales como
transferencia de calor, agitacion, difusion, inestabilidad en las interfases, friccion, rotura
mecanica, efectos quimicos, etc. Estos mecanismos son empleados para producir o mejorar
una amplia gama de procesos tales como soldadura de plasticos y metales, mecanizado,
formacién de metales, atomizacion, emulsificacion y dispersion, desgasificacion, extraccion
desespumado, aglomeracion de particulas, secado y extracciobn de liquidos en
suspensiones, reacciones sonoquimicas, etc. (Joice, et al., 2008). Una caracteristica de las
ondas ultrasonicas de elevada intensidad es su capacidad para trabajar de manera que
actlan en sinergia con otras formas de energia estimulando, acelerando, o mejorando
muchos procesos. Esta es la razén por la que varias aplicaciones practicas de los
ultrasonidos no son exclusivamente procesos ultrasénicos sino procesos asistidos
ultrasénicamente. Tal situacion es particularmente importante en aquellos procesos
relacionados con la industria alimentaria donde la aplicacion de las ondas ultrasonicas
impone la utilizacion de una energia limpia, no contaminante (Knorr et al., 2004, Chemat et
al., 2011; Mason et al.,1996). Se considera como efectos ventajosos de esta tecnologia lo
siguiente: efectiva contra células vegetativas, esporas y enzimas, reduccion de los tiempos
y temperaturas de proceso, pocos requerimientos de adaptacion en plantas ya establecidas,

incrementos de los fendbmenos de transferencia de calor, posible modificacion de la
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estructura y textura en alimentos, puede emplearse en procesos continuos o intermitentes

y efecto sobre la actividad enziméatica.

2.4.5. EXTRACCION

Actualmente en la busqueda de tecnologias no contaminantes y consideradas “verdes”, se
ha encontrado que la extraccion asistida con ultrasonicacion llena estos requisitos ya que
emplea menos solventes y energia. Esta metodologia es considerada actualmente
emergente (Chemat et al., 2011; Joyce et al., 2008) y se fundamenta en la aceleracién de
la transferencia de masa y calor, de manera que interaccionan con el material alterando sus
propiedades fisicas y quimicas y el efecto de cavitacion favorece la liberacion de los
compuestos a extraer y mejora el transporte de masa debido al rompimiento de la pared
celular. Sin embargo, el uso de la sonicacién como tecnologia asistente se ha reportado
como mas ventajosa que el emplear procesos como extraccion con fluidos supercriticos,
microondas y extraccion acelerada con solventes. Las aplicaciones incluyen extracciones
en hierbas, aceites, proteinas y componentes bioactivos de plantas. Investigaciones de
Riera et al., (2004) empleando Ultrasonicacion a 20 KHz y 50W como asistente en la
extraccion supercritica con CO2 de aceite de almendra, obtuvieron un rendimiento mayor al
20% al emplear Ultrasonicacion, en comparacion con la extraccion suprecritica sola, este
mismo comportamiento se observd en extracciones de aceite a partir de semillas de té
(Rajaei et al., 2005). Anteriormente Moulton y Wang (1982), realizaron la extraccién de
proteinas a partir de soya, empleando un sonicador planta piloto con el cual obtuvieron
rendimientos mayores al 54 y 23% para extracciones acuosas y con alcali respectivamente.
En este mismo proceso se obtuvo 70% menos gasto energético. Los componentes
bioactivos se consideran de interés particular en muchos campos de investigacion actuales,
la extraccion de compuestos fendlicos a partir de desechos de uva se ha considerado como
prioritario en areas como la nutricion y farmacéutica. La extraccion de fenoles empleando
extraccién con fluidos supercriticos y asistida por ultrasonido es considerada como el mejor
método segun Palma y Taylor (1999). En el caso de compuestos aromaticos en vinos, Vila
et al.,, (1999) reportaron incremento del 16 a 23% comparado con la extraccion
convencional. En la tabla 4 se presenta un analisis del efecto de la extraccidon asistida por

ultrasonicacion en diferentes investigaciones.
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Tabla 4. Andlisis del efecto de la extraccion asistida por ultrasonicacion en colorantes y antioxidantes.

APLICACION DE LA

MUESTRA ULTRASONICACION EQUIPO CONDICIONES RENDIMIENTO REFERENCIA
La extraccion se realiz6 usando agua como
dlsolv_ente en una relacion (1:6) (p_/v). ,Para los La eficiencia de extraccion se
experimentos, 20 g de nueces mirobalano en encontré que 90% de los
Sonda ultrasénica (VCX | 120 ml de agua destilada fueron transferidos uItrasonidog 100 0 W sin
Nueces de Extraccion de 400, Sonics and | en dos diferentes vasos de 250 ml limpio. La calentamienio externo en Sivakumar
myrobalan Taninos Materials, EE.UU., 20 | Influencia de la potencia ultrasénica 40-100 W X et al. (2007)

kHz y 0-400 W)

a (30 °C). El efecto de la temperatura 70 °C se
estudié también por ultrasonido, a 80 W, asi
como el proceso de control para la
comparacion.

comparaciéon con 77% para el
proceso de control a 70 °C
durante 4 h.

Bayas Aronia

Extraccion de
polifenoles

La extraccion de los
polifenoles se estudio
en un contactor de
vidrio agitado de 1 L,

Los experimentos se llevaron a cabo en cuatro
niveles de temperatura (20, 40, 60, 80 °C) y
tres niveles de sdlido-disolvente (1:10, 1:20,
1:40). La extraccion de las bayas aronia se

Hasta 85% de aumento de la
produccién de  polifenoles

D’Alessandro

melanocarpa antioxidantes equipado de un | estudi6 sin o con ayuda de ultrasonidos. En el extraidos et al. (2013)
generador de|caso de la asistencia de ultrasonido, la
ultrasonidos (SinapTec, | sonicacién se aplicé en el modo continuo a la
Francia). frecuencia de 30.8 kHz y la potencia de 100 W.
1 g de las muestras de plantas fue tomada y se
afiadio a 50 ml de agua tomada en el vaso de
Flores de precipitados. El vaso de precipitados se cubrio
caléndula con papel de aluminio para evitar la pérdida de | Los resultados indican que hay
Corteza dé Sonda ultrasénica (VCX disolvente por evaporacién. La sonda|una mejora significativa 13-
. . . ; ultrasénica se coloca en el vaso de|100% en la eficiencia de la .
acacia, Extraccion efectiva 400, Sonics and o . . it Vivakumar
. . precipitados y la potencia de ultrasonidos | extraccion del colorante
Céscaras de colorante natural Materials, EE.UU., 20| . | . . ial etal. (2011)
Granada y 4 KHz y 400 W) ajustado~a 80 W. I,)u_esto que la temperatura | obtenido a partir de materiales
flores de reloi del bafio ultrasénico elevar desde la|vegetales diferentes, debido ala
Pollas peineJ temperatura ambiente 30n °C a 50 °C en 3 h | utilizacion de ultrasonidos

tiempo, la temperatura se mantuvo a alrededor
de 45 °C mediante el uso de un bafio de agua
sin ningun calentamiento externo.
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El limpiador ultras6nico generado una potencia
maxima de 500 W ultrasénico y una frecuencia | Se concluye que el método de
los experimentos se de 40 kHz. El valor 6ptimo de la energia sonica | ultrasonidos mejora las
P se obtuvo después de estudiar el efecto de la | propiedades de tefiido de la tela
~: - llevaron a cabo en un P X - . o N
o Tefiido de tejidos - energia sénica en la capacidad de tefiido de | de acrilico modificado tefiido .
Opuntia ficus- o o vaso de precipitados de o o . - . o . Guesmia
. acrilicos modificados . acrilico modificado. Asi, en un bafo de tinte | con colorante indicaxantina. El
indica R ; vidrio con fondo plano - - - ) L, et al. (2013)
con indicaxantina . que contiene 20 mg/L de indicaxantina | efecto de mejora en la absorcion
equipado con un . . ) "
- colorante con una relacién de licor de 50:1 y | de colorante era de 49.62% mas
refrigerante o - A ;
pH 3, modificada por la tela de acrilico se tifié | que el calentamiento
a 80 °C durante 30 min utilizando diferentes | convencional.
niveles de potencia de sonido (100-500 W).
- Basandose en los experimentos, se ha . .
La extraccion de tinte (E\;((s:;)(ni?)o Su(l)tlzissorgﬁg encontrado que una mezcla de 1:1 de etanol- Cor(n;ld_erabled mej?ra de 8% ge Venkatasubram-
Remolacha natural de remolacha Materials ! EE.UU. 20| @dua con una potencia de 80 W ultrasonidos lren |Ln|ento eltco ora}gte Zg Vs anian et al.
usando ultrasonido KHz v W (’)_400') ” durante 3 h tiempo de contacto proporciona un ogrado con uiltrasonido, MS (2009)
y mejor rendimiento y eficacia de la extraccion en ~comparacion  con
proceso tanto usando 1:1 de
agua-etanol.
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En el caso de extraccion de isoflavonoides a partir de soya Rostagno et al., (2003),
reportaron mejoras de extraccion arriba del 15% y con cierta dependencia del solvente
organico empleado. El mejoramiento en la extraccion de compuestos debido al uso de
Ultrasonicacion se atribuye a la presion de las ondas propagadas que resultan en el
fendmeno de cavitacion. La elevada fuerza de cizalla incrementa la transferencia de masa
de los extractantes debido a la implosion de las burbujas generadas que provocan macro
turbulencia y la colision de interparticulas a alta velocidad y a la perturbacion en los micro
poros de las particulas de la biomasa que acelera difusion por remolino y la interna (Jian-
Bing et al., 2006) Actualmente se considera que la extraccién con ultrasonicacion a nivel
laboratorio tiene grandes beneficios; sin embargo, el escalamiento a nivel industrial es el
mayor reto (Vilkhu et al., 2008). La extraccion de compuestos organicos de plantas o
semillas puede mejorarse significativamente por el uso de ultrasonidos de alta potencia,
como la energia generada colapsa burbujas proporciona una mayor penetracion del
disolvente en el material celular y mejora la transferencia de masa a y desde las interfaces
Knorr et al., 2003). A mayores intensidades de ultrasonidos, los procesos de extraccion
aumentan la ruptura de las paredes celulares y la liberaciébn de materiales celulares. Por
otra parte, Balachandran et al. (2006) estudiaron el efecto de los ultrasonidos en la
extraccion supercritica de jengibre. Por tal motivo, el ultrasonido ha traido el interés en la
aplicacién a la ciencia y tecnologia de los procesos de extraccién, por ejemplo, en los
procesos de modificacion de las propiedades, aportando beneficios en el tratamiento. Al ser
una tecnologia emergente, puede aplicarse para desarrollar procesos modernos como el
estudio de efectos combinados, como es el empleo del ultrasonido junto con presion y
temperatura. Este tipo de tratamiento fue empleado por Lopez et al. (1994), para estudiar el
efecto de enzimas relevantes en la industria de alimentos como la lipoxigenasa,
polifenoloxidasa y peroxidasa. Sin embargo, los efectos que producen los ultrasonidos de
potencia sobre los medios en que se aplican influyen en los procesos de transferencia de
materia en sitema solido/liquido, esta influencia puede darse tanto en la parte del fluido
(resistencia externa) como en la parte del solido (resistencia interna). Por otra parte, la
frecuencia mas aplicada en la industria de los alimentos, esta en el rango de 18 y 100 kHz
de potencia, siendo 24 kHz la mas efectiva para la inactivacion enzimatica y celular. Por tal
motivo en la tabla 5 se presenta un analisis del efecto de la extraccion asistida por

ultrasonicacién en grasas y proteinas por mencionar algunas.
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Tabla 5. Analisis del efecto de la extraccién asistida por ultrasonicacién en grasas y proteinas.

APLICACION DE LA
MUESTRA ULTRASONICACION EQUIPO CONDICIONES RENDIMIENTO REFERENCIA
Muestras de microalgas de 2.0 g liofilizadas El mavor rendimiento fue
(refrigerada con 15% de humedad y 0.408 mm Y
< alcanzado al usar la mezcla
de tamafio de poro) fueron pesadas para o
. . . cloroformo metanol (35.55% =
Sistema de | agregarseles 15 mL de metanol o ciclohexano, )
. . .. 1 2.05), pero se considera que
ultrasonido 5ml de cloroformo o isopropanol y una solucion tiene un efecto neoativo en el
MICROALGA . . “‘Desmembrator de cloruro de sodio NaCl (1% p/p). . . 9 Campos et al.
. Extraccion de aceite ” : - medio ambiente y a la salud, por
Nannochloropsis 300 SONIC” vy | Seguidamente fueron agitadas en un vortex por ello la mezcla ciclohexano- (2003)
oculata rotavapor  Buchi | 30 segundos para posteriormente ser llevadas a | . | "
461 un equipo de ultrasonido que trabaja con una ISopropano mostro un
’ . . rendimiento aceptable (31.49%
amplitud del 70% y lograr extraer el aceite a + 011) siendo menos
diferentes tiempos y midiendo la temperatura de Eontarﬁinante ara el ambiente
extraccion. P )
Exsonda Los resultados mostraron un
MICROALGA C. ultrasénica  (VCX Mezcla de 1:10 de etanol-agua con una potencia | contenido en lipidos de 15.5%
minutissima T. Extraccion de aceite | 400. Sonics and de 80W ultrasonidos durante 2 h tiempo de|(% peso seco) de C. Neto et al.
fluviatilis y Matérials EE.UU contacto proporciona un mejor rendimiento y | minutissima, 40.3% para T. (2012)
T.pseudonana, ' o | eficacia de la extraccion fluviatilis 39.5% para T.
P 20 kHz y 0-400 W) pset donani’i P
Fueron utilizados. Velocidad de rotacion del
homogeneizador se fij6 en 7000 rpm, y su El metanol cloroformo. como se
potencia en 750 W. La frecuencia de la utilizé como un disoivente de
homogenizador sonicador se fijé a 20 kHz. El homogeneizador recuperacion de lividos
(U-TRON LAB / P, | de ultrasonidos y se conectaron con un me'or;ado i nificativan?ente
ESYNDMT, Corea) | enfriador. El volumen méximo de trabajo de cada ) gnifice .
. L . . . (237.5 mg de lipidos/g de Jietal
Chlorella vulgaris | Extraccion de aceite y ultrasonidos | reactor fue de 1L. Los dos reactores podrian ser | ¥ SR
o . células en 60 min tiempo de (2014)
sonda (STH- | utilizados por separado o en tandem. En el S i
. . o . _ .. |reaccibn) en relacion con
1000S, Sonictopia, | proceso de homogeneizacién / sonicacion hexano (152 mg de lipidos/g de
Corea) combinado, solucibn de muestra circula| . g defip 9
. células en 60 min tiempo de
continuamente entre los dos reactores. Para los y
. i reaccion).
experimentos, 1, 20, y las concentraciones de 40
g/l de 500 ml se prepararon microalgas.
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Ultrasonidos en la Todos | . I bo a |
EDAR de Praga|. odos los experimentos se llevaron a cabo a la
(Repiblica Checa): intensidad de 8 W/cm? de potencia, frecuencia
SonF())trodo | de trabajo 20 kHz y tres veces diferentes de Ultrasonidos permite reducir el
- extraccion (1, 5, 10 min) por duplicado. - permi )
desintegrador . tiempo de extraccion de 10 min
_ - Los experimentos se llevaron a cabo a la
(Ecoson, Republica . . . - para la proteasa (usando 2% v/v
frecuencia de trabajo 24 kHz, la intensidad de . .
L . Checa). : 2 Triton X100 obteniéndose 52.9
. Extraccion de lipasas y . potencia entre 3 'y 7 y 4 veces W/cm? y . | Nabarlatz et al.
Lodos activados Ultrasonidos en la | %, L, : unidades/g de VSS) y de 20 min
proteasas diferentes de extraccion de entre 1y 60 min (por ; A o (2010)
EDAR de Reus duplicado) para la lipasa (sin ningun aditivo
fjii‘?r?[ga)r; dor La intensidad de la energia ultrasonica se BL?g;g;?do casi Solizdlcg
uItrasc’Jr?ico calcul6 como la potencia ultrasonica sus endid%s)
UP200S (Hielscher suministrada al liquido (W) dividido por el area P '
Ultrasonidos sumergida del sonotrodo en el liquido (cm?) para
GmbH, Alemania). ambos casos.
Generador de . . .
ultrasonidos La sonicacién se realiz6 en 20 kHz y en Iigllnlten&tciigi df la 5\?}:[22'& de
(Shangjia diferentes potencias (0, 200, 600, 1.000, 1.400 y Son’icacién dg 10 min en e%
Efecto sobre la Biotecnologia Co., | 1.800 W) durante 10 min. Otro experimento reactor de bocina ultrasénica se
Germen de trigo estructura 'y Wuxi, China; | sonicacion se realiz6 mediante el tratamiento del considera como el estado de Zhou et al.
desgrasada preparacion de Modelo  GA92-1l | mismo volumen de solucion DWGP a 600 W funcionamiento ptimo. sobre la (2013)
péptidos inhibidores | DB, frecuencia 20 | (modo pulsado de sobre-tiempo de 2 s y fuera base de la activi?:iad i’nhibidora
kHz, la potencia |de tiempo 2 s) y en diferentes momentos (0, 5, de la ECA de DWGP
maxima de 1800 | 10, 20, 30 y 60 min). o
W) hidrolizado.
El tratamiento de ultrasonido de
Efectos sobre la potencia media interrumpido en
estructura (VCX 400, Sonics | El tratamiento ultrasénico con la sonda de 20 | pequefios agregados de
Aislados proteicos ropiedades fl'si():/as de and Materials, | kHz en las salidas de potencia de 150, 300, y | proteinas solubles por medio de Jiang et al.
de Frijol negro arl)islgdos de proteina de EE.UU., 20 kHz y | 450 W generado intensidades de ultrasonidos de | fuerzas de cavitacion que (2014)
fri'gl W 0-400 72-78, 96-104 y 112-120 W cm? indujeron aumentos en la
I hidrofobicidad de la superficie y
la solubilidad
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IIl. ANTECEDENTES

Rao et al. (2002), determinaron los factores que afectan al Lactobacillus plantarum
durante la fermentacion de los desechos de camarén para la produccion de quitina
y licor de proteina. Se utilizé6 de 5% de glucosa a los residuos. Se utilizaron &cidos
probados para controlar el pH al principio y durante la fermentacion, el acido acético
y el &cido citrico demostraron ser los mas eficientes logrando un 75% de
desproteinizacion y un 86% desmineralizacidon. Por otra parte, la sustitucion de acido
aceético por el acido citrico incrementé hasta un 88% la desproteinizacion y a 90%
la desmineralizacion.

Cira et al. (2002), evaluaron el azucar de cafia, lactosa y suero de leche como
fuentes de carbono en concentraciones de 10 y 20% (p/p base humeda) en la
fermentacion lactica de desechos de camarodn, asi como niveles de inéculo de 5y
10% (v/p base humeda) con Lactobacillus plantarum se incub6 a 30°C por 96 h. Las
condiciones que presentaron un descenso mas rapido del pH hasta un valor de 4.4
y una acidez total titulable (ATT) de 3.0% en 48 horas fueron 10% de azlcar de
cafa (p/p) y 5% de cultivo iniciador (v/p). Con estas condiciones se escal6 a 2 kg en
un reactor de fermentacion sélida, determindndose a un tiempo de 6 dias de
fermentacién, un contenido de desproteinizacion del 89.4 % y una descalcificacion
de 82.5%.

Bhaskar et al. (2006), realizaron fermentaciones de residuos de camarén con
Pediococcus acidolactici CFR2182 con 5% (p/p) de in6culo (8.28 log UFC/mL), 15%
(p/p) de glucosa y 72 h de incubacién a 37 + 1 °C, se observé una disminucién del
pH a 4.30 y la produccion de quitina fue favorecida por una elevada
desproteinizacion (97.9 £ 0.3%) y desmineralizacion (72.5 £+ 1.5%).

Rao et al. (2005), fermentaron cabezas de camarones y caparacho (caparazén) con
Lactobacillus plantarum 541 en reactores de tambor con un volumen interno de 3
dms3. Al fermentar estos sustratos por separado, se obtuvo un rendimiento de quitina
cruda de 4.5% en cabezas de camaron y 13% en caparazon, una desmineralizacion
del 88 y 63%, asi como una desproteinizacion del 83 y 66% para tales sustratos. En
ambos casos el licor obtenido fue de buena calidad por su elevado contenido de
aminodacidos esenciales, por lo que se puede utilizar para la produccién de proteina
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en polvo. La quitina cruda se refind y convirtié en quitosano utilizando NaOH 12.5
M.

Castelan et al. (2005), evaluaron proteasas comerciales como alcalasa, neutrasa y
protamex en la desproteinizacion de desechos de camardn, y en quitina cruda. La
enzima protamex arrojo los resultados mas altos de desproteinizacién (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. Obteniendo contenidos de
desproteinizacion (DP) de 87, 89 y 82% con S:E 1, 100 y 1000, respectivamente.
Por otra parte, se analizaron los productos obtenidos del escalamiento del proceso
de fermentacion realizadas a escalas de 500 kg, obteniendo un contenido de

desmineralizacion de 74.85% y de desproteinizacion de 78.2%.

Enriquez et al. (2010), evaluaron distintas concentraciones de melaza en la
fermentacidon en medio solido en cabezas de camarédn de la especie L. vannamei a
20% (p/p) alcanzando un pH de hasta 4.7 y una ATT de 0.52 mmol/g. Se observé
un pH final de 5 y la mayor desproteinizacio de 78 % y 85 % en los reactores de
tambor rotatorio (TR) y columna estética (CE) respectivamente. Los resultados
indicaron diferencias en la DP (P<0.05) en el TR (79%) y CE (84%), donde este
pardmetro resulté mas alto en el CE. Debido a que el pH no disminuy6é a menos de
5 se redujo la cantidad de melaza, usando una mezcla de 5% azucar de cafia (p/p)
y 10% melaza (p/p). La quitina fue caracterizada por su espectro de infrarrojo

observandose las bandas caracteristicas en la a-quitina.

Barreto-Cardoso et al. (2001), investigaron los efectos del pre-tratamiento de la
quitina, se empled un sonicador en modo intermitente con la duracion de pulso
ajustado a 0.5 por segundo. La sonicacion de la quitina mejord la homogeneidad
global y aumentd la superficie de las particulas y la mejora de la accesibilidad de los
reactivos. El pre-sonicado de la quitina comercial no purificada produjo una
desacetilacion mas eficiente (hasta un 95%) que la quitina comercial (88%),
probablemente debido a la accién mecéanica del ultrasonido desde la agitacion de
quitina sélida, mientras que en suspensién en agua caliente y fria durante una hora

también se mejoro la eficiencia de desacetilacion.
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Kubo et al. (1993), estudiaron la depolimerizacion de hialuronano de alto peso
molecular por Sonicacién (Mr 400000) obtenido a partir del cordéon umbilical
humano, el cual fue depolimerizado por sonicacién, durante 10 h, formando
moléculas pequefas de tamafio constante (Mr 11000), cuyo tamafio molecular fue
inalterado por procesos de sonicacion subsecuentes. EI método de sonicacion se
realizé utilizando cinco mililitros de una solucién de acido hialurénico (HA) en agua
destilada [5mg/mL]. La Sonicacion se realizé a 20kHz y 7.5 W. Después de la
sonicacion, la muestra de HA se controlé por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC por sus siglas en ingles). Después de la sonicacion, los residuos de azucar
reductores y no reductores, contenian NAG (86%) y acido glucurdnico (98%)
respectivamente. Los derivados de hialuronano de peine de gallo (Mr x10°) y de
Streptococcus zooepidemicus (Mr1.2x10°) se depolimerizaron en moléculas de

diferentes tamafos caracteristicas por sonicacion.
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V. JUSTIFICACION

Las cantidades crecientes de desechos provenientes del procesamiento de
camaron, se han convertido en una gran preocupacion para las plantas
procesadoras en el pais. Debido al incremento en la explotacion de mariscos en la
dltima década se ha aumentado también la cantidad de desechos, estos
desperdicios generan gran contaminacion en los lugares donde se explota. Tan solo
los desechos sélidos generados a partir del procesamiento del camardn representan
una carga organica diez veces mayor que la que aportan los desperdicios
domésticos. Los productos marinos han constituido uno de los rubros econémicos
de mayor importancia para paises como México que cuenta con amplios litorales,
entre estos productos se encuentra el camarén, cuya tasa media de crecimiento
anual de la produccién en los ultimos 10 afios es de 0.15% y se capturaran alrededor
de 127,517 toneladas camaron de acuerdo a cifras del Anuario Estadistico 2013 de
la Comision Nacional de Pesca y Acuacultura (CONAPESCA). Aproximadamente
del 43 al 45% del peso del animal corresponde a la cabeza, este residuo se utiliza
en una baja proporcién para la elaboracién de harinas para alimentacion animal, y
casi en su totalidad es desechado ocasionando serios problemas ecoldgicos;
convirtiéndose en una gran preocupacion para las plantas procesadoras en el pais.
Estos residuos tienen un contenido de quitina de 13.1-23.2%, siendo este la
principal fuente comercial de quitina a pesar de su amplia distribucion en la
naturaleza (cangrejo, langostino, jaiba, pluma de calamar, hongos e insectos). Por
tal motivo, el interés comercial de la purificacién de la quitina y sus derivados por la
necesidad de tener sustratos econémicos. Por referencia se sabe que la quitina se
encuentra en elevada concentracion en insectos, siendo ésta una nueva fuente de
explotacion. Debido a la similitud en el contenido de quitina en exoesqueletos de
crustaceos en comparacion con los insectos sobre todo con los considerados plaga
(chapulin 5-12%, cucarachas 2-18% y escarabajos de 27-35%) (CYTED, 2012), se
decidié realizar un estudio sobre la implementacion de fermentaciones acido
lacticas, hidrolisis quimicos y ondas sonoras de alta frecuencia en una fuente
quitinosa poco reportada como el “Chapulin”. Esta fuente en particular en el estado

de Oaxaca es considerada como una plaga, sus infestaciones pueden llegar a ser
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de 30 chapulines/m? o mas (Rios et al., 2004) en los cultivos de maiz, frijol, soya y
alfalfa, donde la poblacion en diferentes municipios o localidades todos los dias
comienzan la cosecha entre 400-500 ha, lo que facilita la captura debido a la
disminucién del metabolismo de los insectos a temperaturas mas frias. Permitiendo
a cada familia de la localidad obtener alrededor de 50-70 kg de saltamontes
semanal. Se estima que al menos se extraen 75-100 toneladas (peso fresco) por
afo en este valle. Por otra parte, mas de 200 familias del sector rural en la region
proveen durante un afio casi cinco toneladas de chapulin a la Unica industria
alimentaria de la zona, en donde se le da valor de agregado a este tipo de
produccién organica (SAGARPA, 2011). Sin embargo, la demanda nacional es baja
con respecto a la produccién, por lo que las ventas son lentas quedando material
sin aprovecharse. Por tal motivo, esta investigacion consta de tres partes
importantes: la primera consiste en establecer nuevas fuentes de quitina, la segunda
consiste en la implementacion de un método fisico para la obtencién y purificacion
de quitina, como el ultrasonido, que sea amigable con el ambiente en el sentido de
gue permita emplear menos acidos y se reduzca la cantidad de agua de lavado
entre cada paso de purificacion, lo anterior en virtud de los beneficios aportados por
dicho método para lograr la reduccién de tamafio, desproteinizacion, posible
despigmentacion y desmineralizacion inherentes, debido a la asociacion entre
proteina-minerales-pigmentos observada en la quitina. Por dltimo, como alternativa,
se estudio el proceso biolégico para la extraccion de quitina por fermentacién en
medio sélido para la desproteinizacion y desmineralizacion del material
obteniéndose quitina como producto final. Este es un proceso amigable con el medio
ambiente comparado con los métodos de preservacién que involucran acidos o
bases, que son ecoldégicamente agresivos y econdmicamente inviables. Para este
propésito se evaluaron mediante los perfiles hidroliticos, las diferencias en los
modos de accion de un mismo tipo de enzimas sobre substratos similares en cuanto
a solubilidad, grado de desacetilacion y peso molecular. Este proyecto propone un
proceso limpio, para la obtencion de quitina a partir de residuos marinos e insectos;

utilizando la ultrasonicacion y tratamientos biolégicos como la depolimerizacion.
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V. HIPOTESIS

La purificacion quimica, fisica y biolégica de quitina en exoesqueletos de crustaceos
e insectos mejorara con el pre-tratamiento mediante fermentacién solida utilizando

bacterias acido-lacticas.

VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVOS GENERAL
Evaluar los métodos de purificacion quimica, fisica y biolégica de quitina de

exoesqueletos de crustaceos e insectos, pre-tratados por fermentacion sélida.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer las condiciones de la fermentacion soélida utilizando dos fuentes
de quitina (exoesqueletos de chapulin y camaron) y tres cepas de bacterias
acido lacticas comerciales (L. plantarum, L. acidophilus y L. rhamnosus).

2. Determinar las propiedades fisicoquimicas (pH, acidez total titulable,
contenido de humedad y cenizas) durante la fermentacion en medio soélido.

3. Evaluar el crecimiento de las bacterias acido lacticas comerciales (L.
plantarum, L. acidophilus, y L. rhamnosus) con respecto a la acidificacién de
los ensilados.

4. Evaluar la desproteinizacion (exoesqueletos de chapulin y camardn)
utiizando una enzima comercial en las muestras pre-tratadas por
fermentacién en medio sélido.

5. Determinar los parametros de operacion de la ultrasonicacion (amplitud,
tiempo y temperatura) que permitan incrementar el grado de
desproteinizacion en las muestras pre-tratadas por fermentacion en medio
sélido.

6. Evaluar dos tipos de solventes en el tratamiento por ultrasonido y determinar
la relacién polimero/solvente mas adecuada, para incrementar el grado de
pureza de la quitina (60%) y mejorar sus caracteristicas estructurales y
propiedades fisicoquimicas (solubilidad, peso molecular, grado de

acetilacion).
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VIl. ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

FUENTES DE QUITINA
(camarén y chapulin)

| )

MOLIENDA DETERMINACIONES
(Tamafio de particula 300 pm) FISICOQUIMICAS
(.
ESTERILIZAR A ] ]

115 °C/15 min J | s
FERMENTACION SOLIDA DETERMINACIONES
L. plant L idoohil L th FISICOQUIMICAS Y
(L. plantarum, L. acidophilus, L. rhamnosus) MICROBIOLOGICAS

| -

FRACCION SOLIDA
(OUITINA CRUDA)

Fig. 4. Diagrama de bloques del proceso de obtencion de quitina cruda por fermentacién en
medio sdlido.

4 7
FUENTES DE QUITINA
(camarén y Chapulin)

(. J
4 2\
MOLIENDA
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[TRATAMIENTO ] [ TRATAMIENTO ] [ TRATAMIENTO ]

oQuiMICO Fisico BIOLOGICO

DETERMINACIONES
FISICOQUIMICAS

I
[ QUITINA PURA ]

Fig. 5. Diagrama de bloques del proceso de purificacién de quitina cruda por tratamiento
guimico, fisico y biolégico.
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FUENTES DE QUITINA
(camar6n y chapulin)

MOLIENDA
(Tamafio de particula 300 pm)

DETERMINACIONES
FISICOQUIMICAS

ESTERILIZAR A 1

115 °C/15 min

FERMENTACION SOLIDA

[ (L. plantarum, L. acidophilus, L. rhamnosus)
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[ FRACCION SOLIDA

DETERMINACIONES
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AJUSTES DE CARACTERISTICAS
(Peso molecular, Solubilidad y Espectroscopia infrarroja)
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pre-tratados por fermentacion sélida.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1 FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
8.1.1. MUESTRAS

Para la realizacion de este proyecto se utilizaron dos muestras, la primera son
exoesqueletos de chapulin (Sphenarium purpurascens) que fueron adquiridos
muertos con un proceso especial de conservacion en la comunidad de Ocotlan en
la ciudad de Oaxaca y la segunda fueron desechos de camarodn, obtenidos en la
ciudad y puerto de Alvarado en el estado de Veracruz. Estas muestras se secaron
a 55 °C por 12 h en un horno (Scorpion scientific®, A62060, USA), se redujeron de
tamario de particula en un molino (ProctorSilex®, 72500RY, Japdn) y tamizaron en
un tamiz No. 50 (Test Sieve®, 090233332, Alemania) a un tamafio de particula de
300 pm.

8.1.2. FUENTE DE CARBONO

Se utilizé como fuente de carbono melaza de cafia de azUcar (compuesta por 23.5%
a 26.4% de agua y 48.5% a 53.5% de azUcares totales) obtenida del ingenio Adolfo
Lépez Mateos S. A. de C. V. de la ciudad de San Juan Bautista Tuxtepec, Oax.,
adicionandose en una proporciéon de 18% (p/p) a los sustratos quitinosos (Ramirez-
Ramirez et al., 2009).

8.1.3. MICROORGANISMOS

Los microorganismos utilizados para la fermentacion fueron 3 cepas de bacterias
acido lacticas comerciales (L. plantarum BG-112, L. acidophilus LA-3, y L.
rhamnosus SP-1). Las cepas acido lacticas se reactivaron en medio Man Rogosa
Sharpe (MRS) incubandolas a 38 °C por 2.5 h en una incubadora (Felisa®, FE-
132AD, México) para L. plantarum, 2.7 h para L. rhamnosus y 3.0 h para L.
acidophilus, considerando el valor de pmax de cada microorganismo para ser

inoculadas posteriormente a cada uno de los desechos.

8.1.4. CONDICIONES DE FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO
Los desechos quitinosos molidos y tamizados se mezclaron con la melaza y

esterilizaron, posteriormente, se inocularon al 5% (p/v base humeda) con cepas
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acido lacticas reactivadas previamente. Se emplearon recipientes cilindricos de 30
mL de llenado siguiendo el criterio geométrico y condiciones de fermentacién
establecidas por Ramirez-Ramirez (2009), resumidas en la tabla 6. Por ultimo, se
incubaron a 30 °C durante intervalos de tiempo de 24, 48, 74, 96 y 120 h.

Tabla 6. Dimensiones y cantidad de carga de los microensilados de camarén y chapulin.

DIMENSIONES ALTURA DE  CANTIDAD VOLUMEN DENSIDAD
MUESTRA DEL FRASCO LLENADO DE MEZCLA  OCUPADO APARENTE

(cm) (cm) (9) (cm3) (g/cm?)
. 5.5dealtoy
Camaroén 3.0 de diametro 3.9 35 27.56 1.27
Chapulin 55dealtoy 3.9 4.0 27.0 1.15

3.0 de diametro

8.1.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Se tomaron muestras por triplicado (3 a 5 g por determinacion) a diferentes tiempos
(0, 24, 48, 74, 96 y 120 h) de los microfermentados de exoesqueletos de chapulin 'y
camardn para sus respectivos analisis: % humedad (H), actividad de agua (Aw), %
cenizas, % acidez total titulable (ATT), potencial de hidrégeno (pH), % proteinas,

analisis microbioldgicos y analisis de color.

8.1.5.1. Determinacion de pH y Acidez Total Titulable (ATT)

Las fracciones sélidas fueron diluidas en agua destilada en una proporcion 1:10 y
colocadas en parrilla con agitacién magnética (marca: Coorning, modelo: PC-420D,
USA) a 600 RPM. Para la medicion del pH se utiliz6 un potenciometro manual
(marca: Hanna Instrimuents, Modelo: HI 98109, USA) e inmediatamente después
se determind la acidez total titulable (ATT) con NaOH 0.1N (AOAC, 2005).

8.1.5.2. Determinacién de Humedad, Minerales y Proteinas

El contenido de humedad y cenizas, fue determinado empleando los métodos
estandar (AOAC, 2005). La proteina en la parte soélida fue evaluada por el método
microKjeldahl (AOAC, 2005) y para la proteina soluble se prepar6é una mezcla de
los fermentados con agua destilada en una proporcion 1:2 (Mackie, 1997). La
mezcla obtenida fue homogenizada durante 1 minuto y enseguida se centrifugé a

15 000 rpm durante 15 min y una temperatura de 4 °C empleando una centrifuga
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refrigerada (marca: Thermo Scientific, modelo: Allegra X-14, USA). Al sobrenadante
obtenido se le determind la concentracion de proteina por el método de Bradford
(Bio-Rad protein assay) (Bradford, 2005), para lo cual fueron tomadas las lecturas
de absorbancias a una longitud de onda de 595 nm en un lector de microplacas
(iMark Bio-Rad). Por ultimo, los porcentajes de desmineralizacion (% DM) y

desproteinizacion (% DP) fueron calculados con la Ec. (1).

(x0-S0)—(xf.5f)
Y (%) = |22 % 100 1

(%) (%0-S0) @
Donde, “xo”y “x¢” son el contenido inicial y final, “so”y “s¢” el peso inicial y final de las

muestras fermentadas (g) respectivamente.

8.1.5.3. Determinacién de la Actividad del Agua (Aw)

La determinacion de este parametro se realizé con 5 g de muestra utilizando un
medidor de actividad del agua portatil (marca: Decagon, modelo: PAWKIT, USA), el
cual ofrecio lecturas con exactitud de £ 0.02 en 5 minutos.

8.1.5.4. Determinacién del Contenido de Humedad

Este andlisis se realiz6 con 5 g de muestra utilizando un analizador de humedad de
halégenos (marca: Ohaus, modelo: MB-35, USA) el cual tiene un rango de
temperatura entre 50 y 160 °C, un ajuste de tiempo de operacion y utiliza como

fuente calorifica halégeno.

8.1.5.5. Analisis Microbioldgico

Se estudi6 el crecimiento microbiano con respecto al tiempo de los ensilados. Para
formar diluciones decimales, las muestras (1 g) fueron homogeneizadas en una
solucién salina isotonica al 0.09% de NaCl. El crecimiento microbiano fue
determinado por conteo en placa de colonias creciendo en medios de agar para
meétodos estandar, eosina azul de metileno, MRS y agar papa dextrosa (PDA) para
determinar mesofilicos totales, coliformes totales, bacterias acido lacticas (BAL) y

cuenta total de hongos y levaduras, respectivamente (Shirai, 1999).
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8.1.5.6. Analisis de Color

El analisis de color se realizé con un colorimetro ColorFlex EZ (marca: ColorFlex
Hunter Lab®, model: DIFUSE, USA) leyendo con un iluminante de tipo C,
obteniendo los factores H°, S* y L* del Modelo de color HSL (Grados Hue,
Saturacion and Luminosidad). Una vez calibrado el instrumento (placas de
calibracion y diagnostico), las muestras previamente liofilizadas (Liofilizadora de
consola Freezone plus 2.5 L, marca: Labconco®, modelo: 7751021, USA) se
vertieron en la camaray se procedio a la lectura para realizar las cartillas de colores
tomando los valores medios. Posteriormente se analizaron los datos utilizando el
programa estadistico MINITAB® versién 17.0 (2015) se realizd6 un andlisis de
varianza (ANDEVA) para verificar si las diferencias en color fueron estadisticamente

significativas.

8.1.5.7. Modelacion

Se utilizé el modelo de Langmuir modificado Ec. (2) para determinar el porcentaje
de produccion maxima de acidez total titulable. Por otra parte, se utiliz6 el modelo
de Page Ec. (3) para calcular mediante la pendiente de las tangentes la velocidad
de secado constante “R¢” (g de agua/h m?). Por ultimo, el porcentaje de cenizas y
perfil de pH se ajustaron a modelos de regresion no lineales ecs. (4)-(5) para
determinar a través de la primera derivada el tiempo (t') de mayor porcentaje cenizas
y de menor pH. Todos los pardmetros de los modelos (%AT Tuax, ti, X, Xe, Xo, K, N,
a, b, c, t, x,y, y z) fueron obtenidos con el programa estadistico MINITAB® 17.0
(2015).

%ATT pmaxt

%ATT = 2)
tp+t
—Xe _ ox (—kt™) 3)
Xo—X, p
%Cenizas = a — bt + ct? 4
pH = x — yt + zt* (5)

Dénde: “%ATTmax” es el porcentaje de produccion maxima de ATT, “t.” es la

constante de tiempo (h) en donde se observa linealidad para el porcentaje ATT, “X”
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es la humedad media (gH20/gss); “Xe” es la humedad de equilibrio (gH20/gss); “Xo”
humedad inicial (gH20/gss); “k” parametro en funcion de la temperatura del aire de
secado (T = 38 °C) y el contenido de humedad inicial, “n” es un parametro que
depende del tipo de producto a deshidratar y la velocidad del aire (m/s), “t” tiempo

(h), “a@”, b’ “c”, x”, “y”, y “z” son constantes del modelo.

8.2. PURIFICACION DE QUITINA
8.2.1. TRATAMIENTO QUIMICO

8.2.1.1. Desproteinizacion quimica (Hidrdlisis alcalina)
Se realizd en vasos de precipitado de 2.0 L con una solucién acuosa de hidroxido
de sodio (NaOH) 0.4 M, con una relacion 1/15 (p/v) y agitacion constante de 1000
rpm durante 1 h a una temperatura de 25 °C. Al término, la muestra sélida se lavo
con agua corriente hasta la neutralidad (Cira et al., 2002).

8.2.1.2. Desmineralizacion quimica (Hidrélisis Acida)

Esta se efectud en vasos de precipitado de 2.0 L conteniendo una solucién de acido
clorhidrico (HCI) a 0.6 N en una relacién (1/15) (p/v) y agitacién constante de 1000
rpm durante 3 h. Una vez concluida se lavé con agua corriente hasta la neutralidad

conforme a las condiciones determinadas por Cira et al. (2002).

8.2.1.3. Despigmentaciéon quimica

Se realiz6 empleando un doble blanqueado, el cual consistié en resuspender los
residuos desproteinizados y desmineralizados (utilizando matraces de 2.0 L) en una
solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 38%, bajo agitacion constante (1000
rpm) a temperatura ambiente durante 20 min. Al término del primer blanqueado, las
muestras fueron filtradas y resuspendidas por segunda vez en hipoclorito bajo las
condiciones antes descritas. Las muestras resultantes se lavaron hasta llegar a
neutralidad y se secaron a 35 °C durante 24 h (Horno, marca: Felisa®, modelo: FE-
132AD, México).

8.2.1.4. Andlisis de las Muestras
Se tomaron muestras de 0.15, 3.0 y 5.0 g de los exoesqueletos de camaron y

chapulin, provenientes de las diferentes etapas de purificacion: desproteinizacion,
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desmineralizacion y despigmentacion, para sus respectivos analisis de proteinas
(Kjeldahl), minerales (Cenizas) y determinacion de color (Colorimetro ColorFlex EZ,
marca: ColorFlex Hunter Lab®, model: DIFUSE, USA).

8.2.2. TRATAMIENTO FiSICO

Este método consistio de dos partes: primeramente, las muestras de quitina
reducidas en tamafo (300 um), se sonicaron usando agua como disolvente. Como
segunda parte se sonicaron las muestras utilizando como disolvente un sistema
bifasico formado por polietilénglicol (PEG) y tetraborato de potasio (K2B4O7). La
concentracion de PEG y (K2B4Ov7) para cada una de las fases fue seleccionada con
base en particiones reportadas (Bhalchandra et al., 2008). En ambas muestras se
utilizé una relacion 1:20 (p/v) de quitina:disolvente, en vasos de precipitado de 100
mL con un volumen de reaccién de 84.82 cm?3; donde se aplicaron ondas
ultrasénicas a una frecuencia de 20 kHz y 750 W (Ultrasonicador, Ultrasonic
Processor®, modelo: CPX750, USA) durante diferentes intervalos de tiempo (1, 2,
4, 8, 16, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 min) y diferentes niveles de Amplitud (30, 35y
40%) a una temperatura de 30 °C.

8.2.2.1. Analisis de las muestras

Las muestras provenientes de cada tiempo de sonicaciébn con cada solvente
probado, fueron centrifugadas a 5000 rpm por 15 min y una temperatura de 4 °C
empleando una centrifuga refrigerada (marca: Thermo Scientific, modelo: Allegra X-
14, USA). Enseguida al sobrenadante (fraccién liquida) se le determiné proteina
soluble mediante el método de Bradford (Bio-Rad protein assay) descrito
anteriormente. El precipitado (fraccion sdlida) fue liofilizado (Liofilizadora de consola
Freezone plus 2.5 L, marca: Labconco®, modelo: 7751021, USA) a una temperatura
de -49°C y un vacio de 0.035 mBar durante 12 h. Posteriormente, se le determiné
contenido de proteinas (Kjeldahl), minerales (Cenizas) acordes a los métodos
estandar (AOAC, 1990) y color (Colorimetria Hunter Lab). Para las muestras
disueltas en las mezclas de PEG-K2B4O7 exclusivamente se determind proteina

soluble en la fraccion liquida.
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8.2.3. TRATAMIENTO ENZIMATICO

8.2.3.1. Desproteinizacion enzimatica

Se utilizé la enzima comercial Alcalase® 2.4L (Subtilisina A de Bacillus licheniformis
SIGMA-ALDRICH, USA), probando diferentes relaciones enzima:sustrato (1:1, 1:2,
1:5, 1:10) y suspendidas en buffer de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.5.
(Novozymes Corp.). La mezcla de reaccion se incub6 a una temperatura controlada
de 70 °C, y una agitacion de 150 rpm durante diferentes periodos de tiempo (5, 10,
15, 20, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 180, 210 240 y 300, 340, 400, min).
La enzima se inactivo por calentamiento (290 °C, 3 min) y se centrifugd (10,000 rpm,
15 min, 4 ° C) (Gildberg y Stenberg, 2001). La fase liquida y sélida se separaron
para su posterior analisis de proteina (Bio-Rad protein assay y método Kjeldahl).

8.2.3.2. Determinacién de actividad proteolitica

La actividad proteolitica se determind utilizando como sustrato caseina al 1%
disuelta en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.5. La reaccion se detuvo con una
solucién de &cido tricloro acético (ATC) al 5%. La cuantificacion se realiz6 aplicando

la ecuacion 6.

s muestra—Abs testigo)

Ucas = [(Ab ] * Fd (6)

tiempo (min)*0.001
Doénde: Ucas = Unidad de actividad caseinolitica, Fd = Factor de dilucion. Una
unidad de actividad enzimatica se definié como “la cantidad de enzima que produce
un cambio de 0.001 unidades/minuto a 280 nm en las condiciones descritas

anteriormente” (Kunitz, 1946).

8.3. ESCALAMIENTO DE LA FERMENTACION

Con las condiciones de fermentacion previamente seleccionadas en los
microensilados, el proceso se escal6 en reactores con una capacidad de 1.5 kg. En
el escalamiento se respeto el criterio geométrico y la escala alcanzada fue 50:1,
realizandose el proceso por triplicado. El producto fermentado de cada reactor se

destino (aleatoriamente) a un tratamiento posterior diferente.
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Tabla 7. Dimensiones y cantidad de carga de los ensilados de camarén y chapulin.

DIMENSIONES ALTURA DE  CANTIDAD VOLUMEN DENSIDAD
MUESTRA DEL FRASCO LLENADO DE MEZCLA  OCUPADO APARENTE

(cm) (cm) ) (cm?3) (9 /cm?3)
Camarén 25 de altoy 20 1,500 2.261.95 0.67
12 de ancho
. 25dealtoy
Chapulin ooceaney 20 1,500 2.261.95 0.67

8.4 TRATAMIENTOS DE PURIFICACION

Estos tratamientos fueron posteriores a la FMS, por lo que se mencionan como

"métodos combinados".

8.4.1. TRATAMIENTO FiSICO (ULTRASONICACION)

Se realiz6 con una relacion 1:20 (p/v) de quitina pretratada:disolvente (solucién
PEG-K2B407 al 14%) a 30 °C por 120 min, empleando el mismo equipo de
ultrasonido antes descrito y a una amplitud de 40%, en vasos de precipitado de 2000
mL con una capacidad de 0.1 kg de muestra.

8.4.2. TRATAMIENTO QUIMICO
Se realizé en una relacién 1:15 (p/v), en vasos de precipitado de 2000 mL con una

capacidad de 0.13 kg de muestra (bajo las mismas condiciones que en la seccion
6.2.1.).

8.4.3. TRATAMIENTO BIOLOGICO (DESPROTEINIZACION ENZIMATICA)
El proceso se efectudé en matraces de 2000 mL con una capacidad de 0.5 kg de
muestra, empleando las condiciones de E:S (1:2) de la desproteinizacion enzimatica

previamente seleccionadas (40 °C, pH 6, 180 rpm y 300 min).

8.4.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS
Se cuantificaron las proteinas (Método Kjeldahl) y los minerales (cenizas) en las
muestras quitinosas resultantes de los diferentes tratamientos de purificacién de los

exoesqgueletos de camaron y chapulin pretratados.
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8.5. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS QUITINOSAS

RESULTANTES DE LOS TRATAMIENTOS DE PURIFICACION

8.5.1. DETERMINACION DE SOLUBLES

El contenido de solubles se determiné por diferencia de peso al disolver 0.5% (p/v)
de muestra quitinosa en una solucién de acido acético 0.1 M y dejando en agitacion
a 200 rpm por 24 h, posteriormente fue filtrado y llevado a peso constante (Kasaai
et al., 2000).

8.5.2. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

El peso molecular de se calcul6 determinando viscosidad intrinseca de soluciones
de diferentes concentraciones de las muestras quitinosas, empleando como
solvente una solucién de &cido acético glacial (2%) y acetato de sodio (0.2 M). Los
parametros se determinaron empleando la ecuacion 7 (Mark — Houwink-Sakurada)
y las constantes determinadas a y k para el disolvente empleado (Pacheco, 2007;
Mao et al., 2007; Shrinivas et al., 2005).

[n] = kPM? (7)
Dénde: k =1.38 x 10°L/g; a = 0.85; PM = Peso Molecular

8.5.3. OBTENCION DE ESPECTROS INFRARRQJO (FTIR)

Se obtuvieron espectros infrarrojos de las muestras quitinosas resultantes de los
tratamientos combinados utilizando como blanco la quitina comercial Sigma. Estas
muestras fueron pulverizadas < 0.5 mm de didmetro y mezcladas con KBr a una
relacion 1:15, para obtener pastillas (160 mg). Estas fueron analizadas por
espectroscopia de infrarrojo en un intervalo de 400-4000 cm™ utilizando un
espectrofotometro e interferometro con reflectancia total atenuada (Marca: Perkin
Elmer, modelo: DYNASCAN espectrum 100, USA), obtenidos con una resolucion

de 4 cm™ en un rango de 4000-515 cm con un total de 16 barridos.

8.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para las muestras derivadas de los microensilados se llevd a cabo un disefio al azar

variando en los experimentos el sustrato (camarén y chapulin), tipo de tratamiento
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[FMS (microensilados), tratamiento quimico, fisico y biolégico] y las variables de
respuesta (porcentaje de humedad, cenizas, acidez, pH, proteinas y color). Por otra
parte, el analisis estadistico aplicado en las muestras resultantes de los métodos
combinados se llevé a cabo variando el tipo de tratamiento [FMS (escalamiento),
FMS + Tratamiento Quimico, FMS +Fisico y FMS + Biologico] y las variables de
respuesta (porcentaje de desproteinizacion y desmineralizacion). Se utiliz6 el
programa MINITAB® Versiéon 17 (Minitab Inc., State College, Pennsylvania, USA,
2015). Asi mismo, se realizé una comparacion de medias agrupadas con un analisis
de varianza (ANDEVA) y una comparacion con la prueba de Tukey para verificar si
las diferencias fueron estadisticamente significativas (P<0.05). Numerosos autores
coinciden en afirmar que la prueba es apropiada para realizar comparaciones por
pares, por lo que tiene una gran aceptacion (Atil y Uver, 2001). La tabla 8 resume

las variables de respuesta analizadas y los analisis estadisticos aplicados a éstas.

Tabla 8. Resumen de las variables de respuesta analizadas y los analisis estadisticos

FACTOR A FACTOR B VARIABLES DE METQDO
(TRATAMIENTOS) (SUSTRATO) RESPUESTA ESTADISTICO
FMS Microensilados e Humedad
e Cenizas
Tratamiento Quimico « Acidez
° pH
Tratamiento Fisico i
e Proteinas
. C e Color
Tratamiento Biol6gico , * ANDEVA
e Camarodn
¢ Prueba de
¢ Chapulin
FMS Escalamiento Tukey

FMS + Tratamiento Quimico % Desproteinizacion

. . % Desmineralizacion
FMS + Tratamiento Fisico

FMS + Tratamiento Biolégico
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LOS SUSTRATOS

La FMS requiere la adicién de carbohidratos altamente fermentables para facilitar
la accion de las bacterias acido lacticas, debido a que en el camardn y chapulin
existen escasas cantidades de estos compuestos (Jay, 2000; Hall, 2002). Entre las
fuentes de carbono, la melaza de cafia de azUcar ha sido la mas utilizada para este
propasito en concentraciones desde 5 hasta 40% (Fagbenro y Jauncey 1998; Zahar
et al., 2002). El contenido de humedad de la melaza, empleada fue de 23.11 +
0.01%, cenizas de 9.51 + 0.02%, proteinas de 4.25 + 0.02%, pH 5.43 + 0.01 y
actividad de agua de 0.67 £ 0.01. Por otra parte, el contenido de humedad del
camaron y chapulin fue de 43.75 £ 0.01 y 21.28 + 0.03%, cenizas 14.8 + 0.08 y
19.21 £ 0.04%, proteinas de 49.72 £ 0.09y 52.96 + 0.01, grasas 1.38 + 0.01 y 8.77
+0.08yawde 0.69+£0.04y8.77 £ 0.03. Estos contenidos se encuentran por debajo
de la media a los reportados por Cira (2000); Peniche (2006) y Kaya et al. (2015).
Esto se debi6 a que las proteinas, minerales y contenido de grasas como
componentes principales varia dependiendo de la especie, parte del organismo,
estado de nutricién y ciclo reproductivo. Por otra parte, los factores que contribuyen
significativamente a la rapidez de la fermentacién es la gran disponibilidad de
componentes mayores (proteinas, agua, grasas y cenizas) y azucares fermentables
(sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa) presentes en la melaza (Owens y Mendoza,
1985, Bozoglu et al., 1996). Por tal motivo, es de gran importancia la composicion
quimica de la fuente de carbono, asi como también el sustrato para lograr que la
fermentacién sea exitosa (Shirai et al., 2001; Cira et al., 2002; Vidotti et al., 2002).

9.2. CARACTERIZACION CUALITATIVA DE LOS ENSILADOS

En la tabla 9, se presentan las caracteristicas fisicas de los microensilados
(camardn y chapulin) al cabo de cinco dias de fermentacion, donde se observo que
el color de los microensilados de camaron fue mas claro (café claro) en
comparacion con los provenientes del chapulin (café oscuro), debido al color natural
de las especies y teniendo en cuenta la adicion de la melaza. El olor indicé en los
fermentados de camardn y chapulin los aromas “dulce-acido con suave olor a

camarén” y “acido-ligeramente picante” para el chapulin, lo cual fue debido
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principalmente al efecto enmascarante de la melaza residual y a la actividad del
in6culo contribuyendo a la produccion de compuestos aromaticos (diacetilo,
acetaldehidos y monocarboxilicos) via actividad proteolitica (Bulut et al., 2005).
Otro indicador fue la consistencia, la cual fue pastosa en ambos fermentados a
pesar de que se observé presencia de liquido exudado y gas, la cantidad del liquido

no fue suficiente para darles una consistencia mas fluida.

Tabla 9. Caracteristicas fisicas de los microensilados elaborados con desechos de camardn
y chapulin.

ENSILADO OLOR COLOR CONSISTENCIA

o Pastosa con poco
Dulce-Acido con )
Camaron i Marron Claro liquido en la base de
suave olor a Camaron
la pasta

o . Pastosa con poco
i Acido-Ligeramente i o
Chapulin ) Marrén Oscuro liguido en la base de
Picante
la pasta

9.3. COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LOS MICROENSILADOS

A continuacion, se presentan los valores de % humedad (H), actividad de agua (Aw),
% cenizas, % acidez total titulable (ATT), pH y % proteinas a diferentes tiempos de
fermentacion (0, 24, 48, 74, 96 y 120 h) en los microfermentados de exoesqueletos
de camarén y chapulin adicionados con 18% de melaza (p/p) y 5% (v/p) de
Lactobacillus plantarum BG-112, L. acidophilus LA-3 y L. rhanmosus SP1.

En la figura 7, se observé que el contenido de humedad fue menor en los
fermentados de camardn y chapulin a las 120 h de fermentacion. La mayor
disminucién del contenido de humedad (con ambos sustratos) se obtuvo con L.
plantarum BG-112 (43.024 y 13.18%) en comparacion con L. acidophilus LA-3
(17.23% y 12.19%) y L. rhamnosus SP-1 (16.15 y 11.11%) respectivamente,
presentando diferencias estadisticamente significativas para ambos sustratos
(P<0.05) (Anexo A-1).
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Los resultados fueron mayores a los reportados por Fagbenro y Jauncey (1993)
quienes obtuvieron valores de humedad de alrededor del 7.0% en fermentados de
pescado (10 dias) y superior al de Alamo et al. (2003), quienes obtuvieron 5.62%
de humedad. Este efecto resultd de la porosidad de las particulas utilizadas vy el
contenido lipidico, evitando la pérdida de humedad, es decir, el agua mas
fuertemente ligada en las particulas de chapulin en comparacion con el camaroén.
(Honorato et al., 2005). Sin embargo, es importante mencionar que debido al
elevado contenido humedad inicial (53.26 y 46.06%) de ambos microensilados y la
porosidad del material, la perdida de humedad es bastante alta al comienzo del
proceso, formando canales para la circulacion del aire, lo que facilita la pérdida de
agua (evaporacion). Por otra parte, estos resultados se relacionan también con la
mayor actividad metabdlica de la cepa (desmineralizacion y desproteinizacion),
debido a que todas las reacciones quimicas en la célula requieren de un medio

acuoso.
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Fig. 7. Cambios del contenido de humedad durante la fermentacion acido lactica de
exoesqueletos de camarén (A) y chapulin (B) utilizando ( --=--) L. rhamnosus SP-1,

(==2--) L. acidophilus LA-3y ( = ) L. plantarum BG-112 y (--¢-+) control.

Por otra parte, en la figura 8 se observan las graficas simuladas y experimentales
de la pérdida de humedad empleando el modelo de Page (R?>0.98), que fue capaz

de predecir la pérdida de humedad ajustandose a los datos experimentales.
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(A) ¢ L. Rhamnosus SP-1 (EXP) (B) ¢ L. Rhamnosus SP-1 (EXP)
1 O L. Acidophillus LA-3 (EXP) 1.00 O L. Acidophillus LA-3 (EXP)
A L. Plantarum BG-112 (EXP) ' A L. Plantarum BG-112 (EXP)
il.: 0.8 ——- Rthmno‘sus SP-1(SIM) if 0.80 -——- Rhf:rmno.sus SP-1 (SIM)
*§_ esecees [ Acidophillus LA-3 (SIM) = ) eeeeee [ Acidophillus LA-3 (SIM)
» L. Plantarum BG-112 (SIM) ] v} L. Rhamnosus SP-1 (SIM)
- 06 L 060 )
o) o
S 04 S o040
0 o
5 0.2 3 0.20
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B >
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0 0 24 48 72 96 120
TIEMPO (h) TIEMPO (h)

Fig. 8. Comparacion de la curva simulada y los datos experimentales para la fermentacion
acido lactica de exoesqueletos de camardn (A) y chapulin (B).

En la tabla 10 se encuentran los parametros utilizados para el modelo de Page (K
y n) y los coeficientes de determinacion (R?>0.98) (Anexo B-1) estos valores de los
modelos fueron estimados en funcion de la temperatura del aire de la incubadora,
de la naturaleza del producto y de las condiciones de la pérdida de humedad en el
proceso (Misra y Brooker, 1980). También se observa que ambos ambos sustratos
presentaron una mayor velocidad de secado (R¢) de 7.99 x102 y 6.60x102 g de
agua/h m? utilizando la cepa L. plantarum BG-112 respectivamente, presentando
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) con respecto a las otras cepas
y ambos sustratos (Anexo A-1).

Tabla 10. Parametros del modelo de PAGE y coeficiente de determinacién (R?), calculados
por regresién de los datos experimentales.

CAMARON CHAPULIN
SP-1 LA-3 BG-112 SP-1 LA-3 BG-112
R? 0.996 0.996 0.99 0.986 0.985 0.997
K 0.705 0.706 0.805 1.14 2.806 2.8
n 0.0009 0.0009 0.0009 0.0009 0.0009 0.0009
Re 5.330x103 6.364 x103 7.987 x103 6.460 x103 6.553 x10® 6.604 x10-3
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En la figura 9 se observo la pérdida del contenido de cenizas en los
microfermentados de camardn (A) y chapulin (B) a las 120 h de fermentacion,
ambos presentaron una mayor disminucion del contenido de desmineralizacion
(40.31% y 16.09%) con la cepa L. plantarum BG-112 en comparacion con L.
acidophilus LA-3 (37.719 y 14.32%) y L. rhamnosus SP-1 (34.48 y 13.56%)
respectivamente, presentando diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
para ambos sustratos (Anexo A-2). Estos resultados estan por encima de los
valores reportados por Ramirez-Ramirez et al. (2001) quienes obtuvieron valores
de contenidos de cenizas de 18.0% a los 96 dias en desechos de pescado, en

donde los minerales fueron de mas facil extraccion.
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Fig.9. Desmineralizacién durante la fermentacién acido lactica de exoesqueletos de camarén
(A) y chapulin (B) utilizando ( --=--) L. rhamnosus SP-1, (--=--) L. acidophilus LA-3y

(== ) L.plantarum BG-112 y (+-¢-+) control.

Esto es derivado de la reaccién quimica que ocurre en la fermentacion lactica,
donde una molécula de glucosa es convertida en dos moléculas de acido lactico y
en la desmineralizacién, 2 moléculas de acido lactico reaccionan con una molécula
de carbonato de calcio (Xu et al., 2008), es decir, el acido lactico producido durante
la fermentacién lactica reacciondé con los minerales de calcio, los cuales se
encuentran unidos a la quitina, produciendo lactato de calcio.

Por otra parte, en la tabla 11 se encuentran los parametros (a, b, c y t') y los
coeficientes de determinacion (R?) que se ajustaron al modelo de regresién no lineal
(R2>0.98) (Anexo B-2).
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Tabla 11. Parametros del modelo de regresion no lineal y coeficiente de determinacion.

CAMARON CHAPULIN
SP-1 LA-3 BG-112 SP-1 LA-3 BG-112
R? 0.998 0.990 0.987 0.989 0.984 0.995
16.606 17.81 18.209 19.352 19.737 19.508
b -1.307 -2.744 -3.673 -0.807 -0.962 -1.193
c 0.0916 0.2605 0.3611 0.0412 0.0467 0.0885
t’ 235.04 247.19 122.06 255.04 257.19 161.76

Una vez transcurridos los 5 dias de fermentacion, los microfermentados
presentaron un aumento en la produccion de &cido lactico y por lo tanto una
disminucion en el pH, lo cual fue observado cuando estos fueron analizados a los
diferentes tiempos (figura 10). Las FMS de ambas fuentes quitinosas presentaron
un aumento en el contenido de ATT (3.085 y 2.95%) y un mayor valor para t. (54.34
y 64.41 h) con la cepa L. plantarum BG-112, en comparacion con L. acidophilus LA-
3(2.75y 2.42%) y (76.4552 y 102.542 h); y L. rhamnosus SP-1 (2.358 y 2.1%) y
(131.784 y 102.542 h); presentando diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) entre ambos factores (Anexo A-3). Estas curvas fueron similares a las de
una cinética de adsorcion, en términos de los modelos ajustados al contenido ATT,

por lo que se adecud este parametro al modelo de Langmuir (R2>0.99).

% ATT

TIEMPO (h) TIEMPO (h)

Fig. 10. Cuantificacion de 4cido lactico durante la fermentacion de exoesqueletos de camarén
(A) y chapulin (B) utilizando ( =-=--) L. rhamnosus SP-1, (--z--) L. acidophilus LA-3y
( = ) L. plantarum BG-112 y (--¢-+) control.
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En la tabla 12 se presentan los parametros contenido ATTwmax, tL y los coeficientes
de determinacion (R?) indicando la relacién entre el contenido del porcentaje de
produccién maxima de acidez total titulable y el tiempo (h) en donde se observa

linealidad para el porcentaje ATT (Anexo B-3).

Tabla 12. Parametros del modelo de Langmuir y coeficientes de determinacion.

CAMARON CHAPULIN
SP-1 LA-3 BG-112 SP-1 LA-3 BG-112
R? 0.992 0.996 0.997 0.991 0.991 0.996
%AT Tmax 5.25579 4.70566 4.67375 6.21665 4.77795 7.72219
L 131.784 76.4552 54.3431 216.801 102.542 64.4085

En la figura 11 se observdé una mayor disminucion en el pH con Lactobacillus
plantarum BG-112 (49.48 y 36.39%) en comparacion con L. acidophilus LA-3 (45.21
y 33.2%) y L. rhamnosus SP-1 (41.17 y 30.95%) presentando diferencias
estadisticamente significativas entre ambos factores respectivamente (P<0.05)
(Anexo A-4). Los valores calculados durante las curvas de pH se ajustaron al
modelo de regresion no lineal (R>>0.98). En la tabla 13 se encuentran los
parametros (x, y, zy t') y los coeficientes de determinacion (R?) (Anexo B-4). Cabe
mencionar que t” se refiere al tiempo de mayor reduccion de pH, el cual fue obtenido
a partir de la primera derivada (del modelo no lineal) igualada a cero. Este valor fue
minimo para L. plantarum BG-112 empleando camaron, lo que indica que este

sustrato fue mas facilmente asimilable para esta cepa.

Tabla 13. Parametros del modelo de regresidn no lineal y coeficiente de determinacién.

CAMARON CHAPULIN
SP-1 LA-3 BG-112 SP-1 LA-3 BG-112
R? 0.992 0.987 0.985 0.976 0.982 0.987
X 10.851 11.111 11.321 6.151 6.162 6.244
-1.882 -2.293 -2.802 -0.766 -0.865 -1.013
z 0.3032 0.2045 0.2766 0.0572 0.0703 0.0884
t 148.96 134.55 121.56 160.70 147.65 137.511

Este descenso del pH y aumento de la acidez indicé la produccion de éacidos
organicos (lactico principalmente) a partir de la fuente de carbono, los cuales

probablemente reaccionaron con el carbonato de calcio que se encuentra unido a
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la quitina, logrando con esto la desmineralizacion parcial de los microfermentados
(Cira et al., 2002; Rao et al., 2000; Bajaj et al., 2011).

(A) 10 (B) 5.8
9 5.3
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0 24 48 72 9 120 0 24 48 72 96 120
TIEMPO (h) TIEMPO (h)

Fig. 11. Evoluciéon del pH durante la fermentacién de exoesqueletos de Camarén (A) y
Chapulin (B) utilizando ( --=--) L. rhamnosus SP-1, (--s--) L. acidophilus LA-3 y

( == ) L. plantarum BG-112 y (--+-+) control.

Por otro lado, la actividad de agua disminuy6 considerablemente durante el proceso
de 0.97 al inicio hasta valores de 0.94 y 0.93 a los 5 dias para los dos
microfermentados con las tres cepas comerciales. Por otra parte, se observé que
existié una desproteinizacion evidenciandose por el contenido de proteina soluble

y remanente en lafraccion liquida (figura 12) y sélida (figura 13) en los microfer-
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Fig. 12. Determinacion de proteina soluble (en el sobrenadante) durante la fermentacion de
exoesqueletos de camaron (A) y chapulin (B) utilizando ( --=--) L. rhamnosus SP-1,

(--=--) L. acidophilus LA-3y ( == ) L. plantarum BG-112 y (--<--) control.
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mentados de camardn y chapulin, siendo mayor con L. plantarum BG-112 (27.61y
32.26 pg/mL de proteina soluble) y (9.04 y 22.27 pug/mL de proteina remanente) en
comparacion con L. acidophilus LA-3 (26.37 y 27.39 ug/mL de proteina soluble) y
por ultimo el L. rhamnosus SP1 con (24.54 y 23.69 pg/mL de proteina soluble)
presentando diferencias estadisticamente significativas entre ambos factores

respectivamente, (P<0.05) (Anexo A-5).
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Fig. 13. Determinacién de proteina remanente (fraccion soélida) durante la fermentacion de
exoesqueletos de camarén (K) y chapulin (L) con ( --=--) L. rhamnosus SP-1,

(--=--) L. acidophilus LA-3y ( == ) L. plantarum BG-112 y (+-¢-+) control.

Por otra parte, se determiné el contenido de proteinas del contenido inicial (0 h) y
final (120 h) de los microfermentados con la cepa L. plantarum BG-112, por el
método Kjeldahl (53.7321 + 1.46 y 56.967 + 1.37%) y (36.3061 + 0.26 y 38.9453 +
0.34%) respectivamente. Tal desproteinizacion se atribuy6 a las enzimas presentes
en los exoesqueletos de camaron y chapulin, las cuales actian sobre las proteinas,
provocando la hidrdlisis y dando lugar a la produccion de un lixiviado (Shirai et al.,
1999). Por lo tanto, lo cual se vio reflejado en un aumento de la digestibilidad de
sus proteinas para ser aprovechadas mas eficientemente como pretratamiento para
la obtencion de quitina. En ambos microensilados el contenido de proteinas
presento un valor superior a la materia prima, atribuyéndose en parte al incremento
de la biomasa y por otro lado a la adicion de melaza para el proceso de
fermentaciéon (Jung et al., 2006; Bashkar et al., 2007; Sini et al., 2007; Xu et al.,
2008; Khanafari et al., 2008; Sorokulova et al., 2009).

76



Resultados y Discusion

En la tabla 14 se presentan los analisis microbioldgicos de los microensilados a las
120 h. Se observo que los microfermentados de camarén presentaron valores hasta
de 279 x103 UFC/g de bacterias mesofilas aerobias y 295 x 10° UFC/g de bacterias
acido lacticas; en los microensilados de chapulin de 281 x 102 UFC/g de bacterias
mesofilas aerobias y 517 x 102 UFC/g de bacterias acido lacticas (BAL). En los
microensilados de ambos residuos no se presentd crecimiento de coliformes
totales, hongos ni levaduras; con esto se cumple la NOM-027-SSA1, la cual
establece un limite maximo de 400 UFC/g para coliformes. Este efecto inhibitorio
se llevo a cabo por la produccion de &cido lactico (Wahyuntari et al., 2011) a partir
de la fuente de carbono ocasionando con ello la estabilidad microbiologica de los
microensilados y conservandolos durante mas de 120 h.

Tabla 14.- Anélisis microbiolégicos en los microensilados de los exoesqueletos de camarén

y chapulin.
Aerobias i Mohos y
- BAL Coliformes
Muestras Mesofilas Levaduras
(UFClg) Totales (UFC/g)
(UFC/g) (UFC/g)
SP1 209 x 103 295 x 103 Ausente Ausente
Microensilados LA3 234 x 103 276 x 103 Ausente Ausente
Camaroén
BG 112 279 x 103 595 x 103 Ausente Ausente
BLANCO Ausente Ausente Ausente Ausente
SP1 251 x 103 315 x 103 Ausente Ausente
3 3
Microensilados LA3 268 x 10 395 x 10 Ausente Ausente
Chapulin BG 112 285 x 103 517 x 103 Ausente Ausente
BLANCO Ausente Ausente Ausente Ausente

Por ultimo, en la tabla 15 se presenta el andlisis colorimétrico en los microensilados
de camaron y chapulin. EI primero presentd un ligero aumento en la coloracion
representados con valores medios de °H, S* y L* al inicio de la fermentacion,

catalogando el color como “naranja desaturado muy oscuro” (#421F0F) a “Naranja
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muy oscuro” (#5F2C19), lo anterior se originé al proceso de fermentacion, la
interaccion de vitaminas y pigmentos con la estructura base de la quitina y a la
aportacion de la melaza utilizada. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos factores (P<0.05). Por otra parte, en los fermentados de
chapulin se obtuvieron valores de H°, S* y L*, es decir, de “naranja muy oscuro
(Tono cafée)” (#553D2A) a “naranja oscuro” (#EADEDE) respectivamente, estos
valores presentaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) para
ambos sustratos (Anexo A-6, A-7 y A-8).

Tabla 15. Analisis colorimétrico en los microensilados biolégicos de los exoesqueletos de
camarén y chapulin.?

TIPO DE TIEMPO COLORIMETRIA CARTILLA
MUESTRA (h) °H - T #COLOR DE
COLOR

16.3 237 488
FMS 0 +0.01¢  +0.01¢  +0.02¢ #421FOF .
Camaroén
24.7 31.1 46.1
120 +0.01P +0.012 +0.01b #5F2C19 .
15.3 18.6 45.3
FMS 0 +0.02¢ +0.01¢ +0.01°¢ #553D2A .
Chapulin
26.3 26.2 425
120 +0.012 +0.01° +002¢  *PEADEDE .

1 Promedio de tres repeticiones * error estandar. Valores promedio que no comparten una letra
son significativamente diferentes (P<0.05)

En ambos casos, el oscurecimiento es atribuido al efecto de la fermentacién, donde
la desproteinizacion de los residuos ocurrié en forma paralela a la despigmentacion,
solubilizando parte de las sales de calcio que forman las vesiculas en el
exoesqueleto, liberando mayores cantidades de pigmentos (astaceno,
astaxantinas, cantaxantinas, luteina y p—caroteno) debido a la asociacion entre

proteina-minerales-pigmentos observada en la quitina (Pacheco et al., 2009).

9.4. PURIFICACION QUIMICA

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos del contenido de proteinas
(2.56 y 5.73%) y contenido de cenizas (2.86 y 1.57%) del camardn y chapulin,
después de aplicar el método quimico. Los contenidos de desproteinizacion fueron
de 9485 y 89.17%, y para la desmineralizacion de 93.39 y 91.82%
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respectivamente. Por ultimo, en los exoesqueletos de camardn se presentd una
despigmentacion con valores medios de H°, S* L*, es decir, de “naranja suave”
(#E3A86B) a “muy palido sobre todo blanco” (#FFF7F7), se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) para ambos sustratos entre los tiempos
inicial y final. Por otra parte, en los exoesqueletos de chapulin se obtuvieron valores
de H°, S* L*, es, de “naranja desaturado muy oscuro” (#553D2A) a “pélido grisaceo
luz” (#EADEDE) presentando diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)
para ambos sustratos (Anexo A-9 al A-15).

Tabla 16. Contenidos de proteinas, cenizas y descripcién del color obtenidos mediante el
método quimico en los exoesqueletos de camarén y chapulin.?

CARTILLA
TIPO DE -
%P  %DP %M %DM #COLOR COLORIMETRIA DE
MUESTRA
He S* L* COLOR
Camaroén Sin 49.73 43.29 30.5 68.2 65.5
) 0.00d 0.004 #E3A86B
Tratamientos +0.012 +0.032 +0.012 +0.02¢ =+0.02¢
Hidrélisis
) 2.56 94.85 42.97 0.72 28.7 90 80.4
Alcalina #FACBAO
) +0.04¢ +0.01° +0.01P +0.01°¢ +0.01° +0.01¢ +0.02¢
Camarén
Hidrolisis
. 48.96 1.54 2.86 93.39 27.4 97.6 83.7
Acida #FED2AD
) +0.02b +0.02¢ +0.02¢ =+0.05° +0.01¢ +0.02P +0.01P
Camarén
Despigmentacion 0.54 98.91 0.79 98.19 100 98.4
) #FFFTF7 0
Camarén +0.019 +0.012 +0.01¢ +0.012 +0.012 *0.022
Chapulin Sin 52.97 19.21 26.5 33.9 24.9
. 0.00" 0.00" #553D2A
Tratamientos +0.02¢ +0.022 +0.019 +0.029 +0.01h
Hidrélisis Alcalina 5.73 89.17 4.66 75.72 28 38.9 37.8
. #865E3B
Chapulin +0.029 +0.04" +0.02" +0.03¢ +0.01"  +0.04f +0.029
Hidrdlisis Acida 51.27 3.20 1.57 91.82 31.1 55.1 38.4
. #98642C
Chapulin +0.01F +0.029 +0.049 +0.02f +0.01¢ +0.03¢ +0.01f
Despigmentacién 3.89 92.66 0.62 96.75 22.2 89.4
; #EADEDE oh
Chapulin +0.02" +0.01®¢ +0.02" +0.06° +0.02" +0.02¢

1 Promedio de tres repeticiones * error estandar. Valores promedio que no comparten una letra
son significativamente diferentes (P<0.05).

Cabe mencionar que no se encontr¢ literatura cientifica en donde se pudieran
constatar la evaluacion del grado de despigmentacion mediante el método

colorimétrico Hunter Lab sobre muestras quitinosas purificadas por diversos
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tratamientos. Esta despigmentacion se asocié al fuerte efecto oxidante del
hipoclorito de sodio. Como desventaja de la purificacion quimica, se tiene el empleo
de aproximadamente 31 L de agua por cada 50 g de material quitinoso procesado.
Aspecto a considerar para validar el empleo de otros métodos de purificacion
(Gimeno et al., 2007; Hernandez et al., 2008; Khanafari et al., 2008; Pacheco et al.,
20009).

9.5. PURIFICACION FISICA (ULTRASONICACION)

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos aplicando ondas sonoras de
alta frecuencia (ultrasonicacion) a tres amplitudes durante 2 h para reducir el
contenido de cenizas en exoesqueletos de camardn y chapulin. Después de 120
min se observd un incremento en el contenido de desmineralizacion de 10.13% y
7.83% con una amplitud del 30%, asi mismo, se obtuvo 12.16% y 9.72% con 35%
de amplitud, por dltimo, 13.71% y 12.29% con 40% de amplitud respectivamente,
(P<0.05) (Anexo A-16).
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Fig. 14. Desmineralizacion con respecto al tiempo durante la sonicaciéon a 30(®), 35(4) y
40( *) % de amplitud con frecuencia de 20 Khz a 750 W en mezclas de exoesqueletos
de camardén (A) y chapulin (B) con agua al 5% (p/v) a 30 °C

Esto es debido a los altos esfuerzos de corte generados durante el crecimiento y
colapso de las burbujas de cavitacion formadas en la onda del campo acustico
(Muthukumaran et al., 2005; Karki et al., 2009). Esta cavitacion proporcioné la

energia suficiente (234,796 J) para la remocion de minerales como el carbonato de
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calcio (mineral mas abundante en particulas quitinosas), el cual posee a 25 °C una
entropia molar estandar de 276.73 J g'CaCOs (Atkins y Jones, 2006), indicando
que este compuesto presenta cierta facilidad de extraccién por el tipo de orden,
estructura cristalina y grado de asociacion con otras moléculas como las proteinas.
Por otra parte, en la figura 15 se observo que el empleo de la ultrasonicacion influyo
en la desproteinizacion, lo cual se evidencio por el contenido de proteina soluble en
la fraccién liquida en los exoesqueletos de camardn y chapulin respectivamente,
siendo mayor aplicando una amplitud del 40% (233.92 y 133.67 pug/mL de proteina
soluble), en comparacién con una amplitud del 35% (215.86 y 109.59 pg/mL de
proteina. soluble) y por dltimo con 30% (203.83 y 93.47 ug/mL de proteina soluble).
Por otro lado, se determiné el porcentaje de proteinas del contenido inicial (O h)
(50.27 £ 2.51 y 51.93 + 1.22%) y final (120 h) (17.80+1.26 y 20.19+1.34%) de los
exoesqueletos de camarén y chapulin por el método Kjeldahl (AOAC, 2005)
observandose los contenidos de desproteinizacion de 64.58 y 61.12% para los
exoesqueletos de camardn y chapulin respectivamente.
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Fig.15. Determinacion de proteina soluble con respecto al tiempo durante la sonicacién a 30
(m), 35(4) y 40% ( *) amplitud con frecuencia de 20 Khz a 750 W en mezclas de
exoesqueletos de camarén (A) y chapulin (B) con agua al 5% (p/v) a 30 °C.

Esto fue debido al aumento de las ondas de alta frecuencia que ocasionaron
condiciones severas en la produccién de estados excitados originando el fenbmeno

de cavitacion y en paralelo el rompimiento de las interacciones proteina- proteina
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soluble tales como fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno, originando
un aumento en la desproteinizacidn y por consecuencia en la extraccion de proteina
soluble (Kohmei et al., 1993; Knorr et al., 2004; Mason et al., 2007). En la tabla 17
se observa las coordenadas, descripcion y cartilla de color, obtenidos mediante el
meétodo de ultrasonicacion. En cuanto a color en general, la sonicacion provoco una
ligera despigmentacion en los exoesqueletos de camardn con valores medios de
H°, S* L* de “naranja muy suave” (#F3C69F) a “naranja grisaceo iluminado”
(#EEC5A1) y para el caso de las muestras de chapulin, se presentaron valores de
de H°, S* L*, indicaron de una ligera despigmentacion de: “rojo muy oscuro en su
mayoria negro” (#320900) a “naranja muy oscuro” (#4D3FOF). Estos pardmetros
(angulo Hue, saturacion y luminosidad) presentaron diferencias estadisticamente

significativas (P<0.05) (Anexo A-18 al A-20) para ambos sustratos.

Tabla 17. Descripcién del color obtenido mediante el método ultrasonicacién en mezclas de
sustrato-agua al 5% (p/v) a 30°C en los exoesqueletos de camarén y chapulin.?

TIPO DE TIEMPO COLORIMETRIA CARTILLA
MUESTRA (min) He S* L* #COLOR DE
COLOR
30.5 68.2 65.5
0 +0.01® +0.012 +0.02° #F3C69F
Camaron
28.1 32.4 93.3
120 +0.01° +0.02¢ +0.012 #EEC5HA1
41.6 67.4 18.0
Chapulin
26.5 33.9 24.9
120 +0.019  +0.02¢ +0.01¢ #4D3FOF .

1 Promedio de tres repeticiones * error estandar. Valores promedio que no comparten una letra
son significativamente diferentes (P<0.05).

Este método produjo una mayor despigmentacién en los exoesqueletos de
camaron, debido a que los pigmentos como el astaceno, astaxantinas,
cantaxantinas, luteina y B—caroteno, por sus estructuras terpenoide (con largas
cadenas e insaturaciones), fueron mas susceptibles a separarse del complejo
proteina-minerales-pigmentos por la aplicacion de ondas sonoras (Lifian y
Paniagua, 2004; Zadorozhny et al., 2008). En el caso del chapulin, antes del
tratamiento ultrasénico, podria estar presente en esta cuticula un pigmento como

la pterina, que es resultado de diversas condiciones fisioldgicas y nutrimentales en
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un insecto, lo anterior se ha observado en Harmonia axyridis, dandole la coloracién
rojo-naranja-amarillo. Debido a que el color detectado inicialmente en la cuticula de
chapulin era rojizo tendiendo a marrén, se especula que la pterina pudria estar
asociada a otro tipo de pigmento como la melanina. Este es uno de los principales
pigmentos que dan coloracion marrén a negro y en éste y otros animales, funciona
como un fotoprotector por su estructura quimica, absorbiendo més energia. Se
sintetiza conforme avanza la edad del individuo, pero también bajo condiciones de
estrés o como mecanismo de defensa ante depredadores (Lifidn y Paniagua, 2004;
Riou y Cristidés, 2010; Zadorozhny et al., 2008). Lo anterior pudo hacer mas estable
a este pigmento o modificarse a una forma de eumelanina (polimero negro marrén),
al aplicarse las ondas sonoras, observandose una ligera despigmentacion. Por tal
motivo, resulta de importancia realizar el analisis colorimétrico, debido a que esta
enfocado hacia la posible recuperacién de pigmentos y mejorar la calidad del
producto final, en este caso la quitina, para aplicaciones posteriores en areas

biotecnolégicas.

9.6. PURIFICACION ENZIMATICA

9.6.1. ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Existen diferentes métodos para determinar la actividad de las enzimas
proteoliticas, que utilizan proteinas y compuestos sintéticos como sustratos. Las
proteasas tienen la capacidad de hidrolizar pequefias moléculas sintéticas. Un
método ampliamente utilizado se basa en el cambio en la solubilidad de una
proteina en TCA (acido tricloro acético) cuando se somete a la accion de una
enzima proteolitica. Dos proteinas usadas comunmente como estandares son la:
caseina y hemoglobina desnaturalizadas. Cuando una enzima proteolitica actia
sobre la proteina, el promedio de péptidos solubles producidos esta en proporcion
a la cantidad de enzima y el tiempo de accion (Whitaker, 1972). Acorde al modelo
de Michaelis-Menten, cuando una enzima en su sitio catalitico se ha saturado con
un sustrato, se puede evidenciar como un incremento lineal de la actividad respecto
a cada concentracion de sustrato probado, ademas en términos de velocidad de

hidrolisis, esto se visualizaria en una grafica de actividad enzimética vs tiempo,
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como lineas rectas cuya pendiente se va incrementando, conforme la enzima se

satura de sustrato. Lo anterior se evidenci6 en la figura 16, en donde la relacion E:S

150 150
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Fig. 16. Determinacion de la relacion Enzima:Sustrato con respecto al tiempo durante la
hidrélisis proteica utilizando Alcalasa-exoesqueleto de camardn y chapulin 1:1 ( ¢),
1:2(w),1:5(4), 1:10(e) a 70 °C

que produjo una mayor pendiente, es decir una mayor velocidad de hidrdlisis, es la
relacion 1:2, fue valido para ambos sustratos quitinosos. La maxima actividad se
presento con la relacidon enzima-sustrato 1:2 con valores de pendientes de 0.5195
y 0.5168 mientras que la menor actividad estimada en este ensayo fue con la
relacion 1:10 con valores de pendientes minimos de 0.2049 y 0.1511 en muestras

de camardn y chapulin respectivamente.

9.6.2. DESPROTEINIZACION ENZIMATICA

El efecto de desproteinizacién de la enzima comercial Alcalasa® (endoproteinasa
Subtilisina A de Bacillus licheniformis, Sigma-Aldrich), se evidencié por el contenido
de proteina soluble en los hidrolizados de exoesqueletos de camardn y chapulin
respectivamente (figura 17), obteniéndose una maxima actividad proteica con una
relacion E:S 1:2 (189.01 y 163.08 ug/mL de proteina soluble). Por otra parte, los
resultados de este ensayo arrojaron los porcentajes de proteina residual después
del hidrolisis. La enzima comercial Alcalase® en una concentracion del 1:2 presento
a los 205 min de reaccion la mayor actividad proteolitica, conteniendo solamente

10.5+£0.28 y 7.10 £ 0.35% de proteina presente en las muestras, lo que lleva a un
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80.45 y 78.71% de desproteinizacion en exoesqueletos de camaron y chapulin,
recordando que el contenido inicial de proteina fue de 53.7321 + 0.01 y 56.967 +
0.03%.
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Fig. 17. Determinacion de proteina soluble con respecto al tiempo durante la hidroélisis
proteica utilizando Alcalasa-exoesqueletos de camarén ( #)y chapulin (®).

9.7. ESCALAMIENTO DEL PROCESO FERMENTATIVO
9.7.1. PRETRATAMIENTO POR FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

Con el pretratamiento biolégico (fermentacion en medio sélido en presencia de
BAL), se observo una desproteinizacion (23.204 + 0.08 y 27.8871 + 0.16% de
proteina residual) y desmineralizacion (7.135 + 0.04 y 7.130 + 0.02% de cenizas
residual), con los sustratos de exoesqueletos de camaron y chapulin
respectivamente. Obteniéndose un mayor contenido de desproteinizacion vy
desmineralizacion con el sustrato de exoesqueletos de camarén de 56.08 y 51.79%
en comparacioén con el de chapulin de 51.05y 47.77% respectivamente (figura 18).
De igual importancia, estos contenidos disminuyeron 13.102 y 1.875% en
comparacion con los contenidos residuales de proteina y minerales de los
microensilados de camaron y chapulin respectivamente. No obstante, estos valores
fueron 25% mas bajos que los reportados por Cira et al. (2002) y Pacheco et al.
(2009) con respecto al empleo del camaron en estas fermentaciones. Por ultimo,

se realizé un analisis estadistico para evaluar si con los resultados del %DP y %DM
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eran significativamente diferentes entre los dos sustratos (P<0.05) (Anexo A-21 al
A-22), este andlisis mostr6 que, si hubo diferencia significativa, la diferencia puede
deberse a que la composicion quimica varia entre las especies y la naturaleza de

los complejos quitina-proteina.
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Fig. 18. Desproteinizacién (A) y desmineralizacion (B) durante la fermentacion en medio
solido de exoesqueletos de camardon () y chapulin ().
ablLas medias en las columnas que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes (P < 0.05).

9.7.2. TRATAMIENTO COMBINADO DE FMS-ULTRASONICACION

En la combinacion de la FMS-Ultrasonicacién (figura 19), se obtuvo un contenido
de proteina residual de 8.156 + 0.09 y 10.186 + 0.09% y un contenido de cenizas
residual de 3.05 £ 0.49 y 4.53 £ 0.43% con los sustratos de exoesqueletos de
camaron y chapulin respectivamente. Existiendo un aumento de 31.07 y 28% de
desproteinizacién; y un 28.61 y 27.6% de desmineralizacion respectivamente en
comparaciéon con los tratamientos de FMS, y existiendo también un aumento de
68.98 y 63.99% de desproteinizacion; y un 65.66 y 64.2% de desmineralizacién en
comparacion con el tratamiento de ultrasonicacion. Se alcanzé un mayor contenido
de desproteinizacion y desmineralizacion con el sustrato de exoesqueletos de
camaroén de 84.82 y 82.12% en comparacion con el de chapulin de 76.38 y 79.39%
respectivamente. Se encontré diferencia significativa entre estos dos sustratos y
tratamientos (P<0.05) (Anexo A-23 al A-24).
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Fig. 19. Desproteinizacion (A) y desmineralizacion (B) utilizando la FMS (=), Sonicacion
(=) y FMS + Sonicacién (=) en exoesqueletos de camarén y chapulin. a2bedef|as
medias en las columnas que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (P<0.05).

9.7.3. TRATAMIENTO COMBINADO DE FMS-HIDROLISIS QUIMICA

En el tratamiento combinado de FMS-Hidrolisis quimica, se obtuvo un contenido de
proteina residual de 8.156 + 0.09 y 10.186 + 0.09% y un contenido de cenizas
residual de 2.864 + 0.23 y 4.537 = 0.05% con los sustratos de exoesqueletos de
camaroén y chapulin respectivamente, se observo (figura 20) un aumento de 40.99
y 37.85% de desproteinizacién; y un 48.6 y 43.79% de desmineralizacion
respectivamente en comparacion con el tratamiento de FMS, y de la misma forma,
existi6 un aumento de 1.12 y 2.87% de desproteinizacion; y un 2.19 y 4.55% de
desmineralizacion respectivamente en comparaciéon con el tratamientos de
hidrolisis quimica. Reciprocamente, se alcanz6 un mayor contenido de
desproteinizacién y desmineralizacion con el sustrato de exoesqueletos de
camaron de 94.67 y 95.58% en comparacion con el de chapulin de 92.04 y 96.37%
respectivamente. Se encontrd diferencia significativa entre estos dos sustratos
(P<0.05) (Anexo A-25 al A-26).

87



Resultados y Discusion

b (B) 100%

(A) 100% a b
¢ g == d =
90% = = 90% = =
80% = — 80% =
= = = z B
o 70% = = O 70% =
S = = g =
S 60% = & = N 60% =
= = = I =
H50% = & 50% =
o = z
& 40% = S 40%
& = &
(=) == [a)
= 30% = S 30%
20% = 20%
10% == 10%
CHAPULIN CAMARON CHAPULIN CAMARON

Fig. 20. Desproteinizacion (A) y desmineralizacion (B) utilizando FMS (=), T. Quimico )y
FMS + T. Quimico (=) en exoesqueletos de camardn y chapulin. 2 ¢def| as medias en las
columnas que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (P<0.05).

9.7.4. TRATAMIENTO COMBINADO DE FMS-HIDROLISIS ENZIMATICA

En el tratamiento combinado de FMS-Hidrdlisis Enzimética, se obtuvo un contenido
de proteina residual de 10.5 + 0.28 y 12.13 + 0.1% y un contenido de cenizas
residual de 7.10 + 0.3 y 10.069 + 0.3% con los sustratos de exoesqueletos de
camaron y chapulin respectivamente, se observo (figura 21) un aumento de 27.66
y 23.63% de desproteinizacion; y ligeramente un 0.02 y 0.21% de desmineralizacion
respectivamente en comparacion con la FMS. Por otra parte, igualmente existié un
aumento de 58.27 y 57.42% de desproteinizacién; y un 52 y 47.79% de
desmineralizacion respectivamente en comparacion con el tratamiento de hidrolisis
enzimatica. Alcanzando, un mayor contenido de desproteinizacion vy
desmineralizacion con el sustrato de exoesqueletos de camardn de 80.45y 52.00%
en comparacion con el de chapulin de 78.71 y 51.79% respectivamente. Se
encontré diferencia significativa entre estos dos sustratos (P<0.05) (Anexo A-27 al
A-28).
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Fig. 21. Desproteinizacion (A) y desmineralizacion (B) utilizando FMS (=), T. Enzimatico
(=) y FMS + T. Enzimatico (=) en exoesqueletos de camarén y chapulin. abedef|ag
medias en las columnas que no comparten la misma letra son significativamente diferentes (P<0.05).

9.7.5. CARACTERIZACION DE MUESTRAS QUITINOSAS

El estudio por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) fue
realizado en muestras quitinosas que provenian de exoesqueletos de camardn
(figura 22) obtenidas por un pretratamiento de fermentacién en medio sélido
combinado con los tratamientos quimico, fisico y enzimatico. En este estudio
distinguié en los tres tratamientos las sefiales tipicas del infrarrojo de la quitina,
como es la sefial de vibracion —OH a 3277 cm, también se determinaron las
bandas de mediana intensidad caracteristicas de C-H y COCHs presentado en los
espectros, a 2931 y 2874 cm™ se observaron las bandas de la amida | y Il a 1622
y 1538 cm™ la cual es caracteristica para quitinas con conformacién cristalina tipo
a (Focher et. al.,, 1992). Ademés, se observan las bandas de los grupos
caracteristicos, tales como C-O a 1031 cm™. Sin embargo, en la misma figura se
muestra el espectro de quitina comercial (espectro color rosa), donde se aprecian
los grupos funcionales caracteristicos de las quitinas obtenidas, ademas se ven
diferencias en los tres tratamientos combinados con respecto al estandar comercial.
Las quitinas obtenidas presentaron una solubilidad en &cido acético (0.1 M) de
93.22, 93.545 y 93.083% para los tratamientos combinados quimicos, fisicos y
enzimaticos respectivamente, los contenidos de desacetilacion calculados fueron
de 83.054, 85.235y 90.013% y peso molecular de 112.934, 206.507 y 222.338 kDa
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respectivamente, estando por debajo del peso molecular de la quitina comercial
utilizado como referencia fue de 300 kDa para la a-quitina de camaron de bajo peso

molecular.
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Fig. 22. Espectros FTIR de las quitinas obtenidas por fermentacién en medio sélido
combinado con el tratamiento qUIMICO (wm=m), fiSiCO (===), eNzimatico (==) y quitina
(Sigma) (=) a partir de exoesqueletos de camarén.

Por otra parte, en los espectros infrarrojos de absorcién FTIR de la quitina producida
a partir de exoesqueletos de chapulin (figura 23), se exhibio en los tres tratamientos
una banda intensa y ancha a 3270 cm! asociada al grupo OH, se observan las
bandas de la amida | y Il a 1635 y 1428 cm™ correspondientes a la quitina, también
se observo las bandas de los grupos caracteristicos de la quitina, tales como C-O
a 1073 cm™. No obstante, en el espectro del proceso FMS + T. Quimico no aparece
un pico correspondiente al grupo amida, esto se atribuyé al efecto de la hidrdlisis
alcalina con hidréxido de sodio. Estas quitinas presentaron una solubilidad de
solubilidad de 87.53, 86.23 y 90% en acido acético (0.1 M), los contenidos de
desacetilacion calculados fueron de 74.074, 82.146 y 87.45%, y peso molecular de
139.138, 219.226 y 226.952 kDa respectivamente, estos valores de peso molecular
fueron superiores a los reportados por Kaya et al. (2015), quienes obtuvieron un

peso molecular entre 5.2 a 6.8 kDa a partir de siete especies de chapulin (A.
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simultarix, A. strepens, D. fractaand, D. laticornis, O. miniata, O. caerulescens, P.

cognata).
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Fig. 23 Espectros FTIR de las quitinas obtenidas por fermentaciéon en medio sélido
combinado con los tratamientos qUIMICO (mmm), fiSICO (===), €NZIMAtiCO (== )y quitina
(Sigma) (== ) a partir de exoesqueletos de chapulin
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X. CONCLUSIONES

La fermentacion en medio solido (L. plantarum BG-112) de camaron y chapulin
influy6 en la desproteinizacion (56.82 y 51.05%) y desmineralizacién (51.79 y
47.77%) respectivamente; siendo ésta, la mejor alternativa como pre-
tratamiento para la obtencion de quitina. EI camarén fue el sustrato que

mayormente se desproteinizé y desmineralizd en comparacion con el chapulin.

Con el tratamiento combinado de FMS + Quimico, se obtuvo una mejor
purificacion de quitina a partir de exoesqueletos de camarén y chapulin. El
camaron fue el sustrato que mejor se desproteinizd (94.04%) y el chapulin el
sustrato que mejor desmineralizé (96.37%). Sin embargo, cabe mencionar que
para la eliminacion de los residuos quimicos se efectuaron lavados continuos

con un gasto de 18-20 litros/130 g de muestra.

El tratamiento de FMS + ultrsonido disminuyé el tiempo (120 min) de extraccion
en comparacion con los demas tratamientos, alcanzando porcentajes
desproteinizacion (84.82 y 82.12%) y de desmineralizacion (79.39 y 76.38%)
en los sustratos de camarén y chapulin respectivamente,. Siendo un método
amigable con el ambiente en el sentido de la reduccion de la cantidad de agua

de lavado entre cada paso de purificacion.

El tratamiento enziméatico a partir del pre-tratamiento por FMS en
exoesqueletos de chapulin y camarén, se observo que existié un aumento del
27.66 y 23.63% de desproteinizacion; y ligeramente mayor con un 0.02'y 0.21%
de desmineralizacion respectivamente con respecto a la FMS (L. plantarum
BG-112). Por tal motivo, el efecto de la aplicacion del tratamiento biologico
(enzimético) aumento el efecto de la hidrolisis de proteinas en los

exoesqgueletos de chapulin.
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52 Se ha demostrado que a partir de la fermentacion en medio sélido como pre-
tratamiento aplicado en los métodos quimicos, enzimaticos y ultrasénicos son
una herramienta eficiente que permitié desproteinizar y desmineralizar los
exoesqueletos chapulin y camaron para la obtencion de quitina, siendo este

ultimo el mas eficiente en el sentido del medio ambiente.
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Anexos

XIl. ANEXOS

Anexo A-1
Analisis de varianza del % Humedad durante fermentacién en medio sélido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

% HUMEDAD contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (LA-3,
BG112 Y SP1)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 12.2409 12.2409 60.54 0.004
TRATAMIENTO 3 12.5357 4.1786 20.67 0.017
Error 3 0.6066 0.2022

Total 7 25.3832

S = 0.4497 R-cuad = 97.61% R-cuad(adj) = 94.42%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

Promedio Agrupamiento

N
BLANCO 3 46.86020 A
LA-3 3 44.98750 B
SP1 3 44.42000 C
BG112 3 43.02420 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
BLANCO 3 46.86020 A
LA-3 3 44.98750 B
SP1 3 44.42000 C
BG112 3 43.02420 D
Residual Plots for LA-3, SP1, BG112, BLANCO Residual Plots for LA-3_1, SP1_1, BG112_1, BLANCO_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 24. Gréaficas de residuos de medias del %Humedad por la prueba de Tukey durante la
fermentacion en medio solido de exoesqueletos de camarén y chapulin.
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Anexo A-2
Analisis de varianza del contenido de Cenizas durante fermentacion en medio
solido de exoesqueletos de camaron y chapulin.

% CENIZAS contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (LA-3,
BG112 Y SP1)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 61.3555 61.3555 41.04 0.008
TRATAMIENTO 3 28.4821 9.4940 6.35 0.082
Error 3 4.4854 1.4951

Total 7 94.3231

S =1.223 R-cuad= 95.24% R-cuad(adj) = 88.90%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
BLANCO 3 15.47680 A
SP1 3 9.89020 B
LA-3 3 9.40200 C
BG112 3 9.01020 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
BLANCO 1 3 18.43220 A
SP1 1 3 16.09180 B
LA-3 1 3 15.81920 C
BG112 1 3 15.58000 D
Residual Plots for LA-3, SP1, BG112, BLANCO Residual Plots for LA-3_1, SP1_1, BG112_1, BLANCO_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 25. Gréficas de residuos de medias del %Cenizas por la prueba de Tukey durante la
fermentacion en medio solido de exoesqueletos de camardn y chapulin.
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Anexo A-3
Analisis de varianza del % ATT durante fermentacién en medio sélido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

% ATT contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (LA-3, BG112 Y
SP1)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 0.0660 0.06605 6.18 0.009
TRATAMIENTO 3 10.8607 3.62024 338.79 0.000
Error 3 0.0321 0.01069

Total 7 10.9588

S = 0.1034 R-cuad= 99.71% R-cuad(adj) = 99.32%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
BG112 3 3.08400 A
LA-3 3 2.75700 B
SP1 3 2.35700 c
BLANCO 3 0.00010 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
BG112 1 3 2.95300 A
LA-3 1 3 2.42420 B
sP1 1 3 2.12000 c
BLANCO 1 3 0.00000 D
Residual Plots for LA-3, SP1, BG112, BLANCO Residual Plots for LA-3_1, SP1_1, BG112_1, BLANCO_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 26. Graficas de residuos de medias del %ATT por laprueba de Tukey durante lafermentacion
en medio sélido de exoesqueletos de camardn y chapulin.
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Anexo A-4
Andlisis de Varianza del pH durante fermentacién en medio solido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

pH contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (LA-3, BG112 Y SP1)

Fuente GL SC CM F P

SUSTRATO 1 5.7885 5.78850 11.11 0.045

TRATAMIENTO 3 10.7983 3.59943 6.91 0.073

Error 3 1.5628 0.52092

Total 7 18.1495

S = 0.7217 R-cuad= 91.39% R-cuad(adj) = 79.91%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)
N Promedio Agrupamiento

BLANCO 3 8.40000 A

SP1 3 5.11000 B

LA-3 3 4.74000 C

BG112 3 4.38000 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

BLANCO 1
SP1 1
LA-3 1
BG112 1
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Fig. 27. Graficas de residuos de medias del pH por la prueba de Tukey durante la fermentacién
en medio sélido de exoesqueletos de camardn y chapulin.
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Anexo A-5

Andlisis de Varianza de la concentracion de proteina soluble durante
fermentacion en medio sdlido de exoesqueletos de camaréon y chapulin.

Proteina Soluble contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (LA-3,

BG112 Y SP1)

Fuente GL SC CM F
SUSTRATO 1 5.767 5.7674 2.20
TRATAMIENTO 3 180.762 60.2540 22.99
Error 3 7.862 2.6207

Total 7 194.392

S =1.619 R-cuad= 95.96% R-cuad (adj)

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey

N
BG112 3 27.6115 A
LA-3 3 26.3756
SP1 3 24.5435
BLANCO 3 16.0978

Agrupacién de informacidén utilizando el método Tukey

N Promedio
BG112 1 3 32.2622
LA-3 1 3 27.3906
SP1 1 3 23.6980
BLANCO 1 3 18.0698

Promedio Agrupamiento

B
C
D

Agrupamiento
A
B
C
D

P
0.005
0.014
90.56%
(CAMARON)
(CHAPILIN)

Residual Plots for LA-3,
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Versus Fits
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Fig. 28. Gréficas de residuos de medias del contenido de proteina soluble por laprueba de Tukey
durante la fermentacion en medio sdlido de exoesqueletos de camar6n y chapulin.
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Anexo A-6
Analisis de Varianza de °HEU de durante fermentacién en medio soélido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

ANDEVA DE DOS FACTORES: ] )
°HEU contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TIEMPO (t=0, t=120)

Fuente GL SC CM F P
Factor 1 105.8400 105.8400 1058400.00 0.000
Error 4 0.0004 0.0001

Total 5 105.8404

S = 0.01 R-cuad = 100.00% R-cuad(adj) = 100.00%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
t=120 3 24.7200 A
t=0 3 16.3200 B

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)
Promedio Agrupamiento

N
t=120 1 3 26.3167 A
= 3 15.3200 B

Residual Plots for t=0, t=120 Residual Plots for t=0_1, t=120_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits

© 0.010{% g & 0010{ %

& _ 0005 & _ 0005
B 5 2 > E]
8 50 2 0000 8 s 2 2 00w
& & & ) &

W -0.005 @ -0.005

9 -0.0104 ® . q -0.010{ ®
002 001 000 0.01 0.02 16 18 20 2 2% -0.02 -0.01 0.00 001 0.02 150 175 200 225 250
Residual Fitted Value Residual Fitted Value
Histogram Histogram

20 20
7 15 7 15
2 10 210
g g
I [

0.5 05

0.0 00

-0.010 -0.005 0000 0.005 0010 <0010 -0.005 0000 0005 0010
Residual Residual

Fig. 29. Gréaficas de residuos de medias de “Heu por la prueba de Tukey durante la fermentacién
en medio sélido de exoesqueletos de camaroén y chapulin.
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Anexo A-7
Analisis de Varianza de *S de durante fermentacién en medio sélido de
exoesqueletos de camarén y chapulin

*S contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TIEMPO (t=0, t=120)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 25.00 25.00 2500.00 0.013
TIEMPO 1 56.25 56.25 5625.00 0.008
Error 1 0.01 0.01

Total 3 81.26

S =0.1 R-cuad= 99.99% R-cuad (adj) 99.96%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)
N Promedio Agrupamiento

t=120 3 31.12000 A

t=0 3 23.74667 B

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
t=120 1 3 26.2300 A

t=0 1 3 18.6400 B
Residual Plots for t=0, t=120 Residual Plots for t=0_1, t=120_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 30. Gréficas de residuos de medias de *S por la prueba de Tukey durante la fermentacién
en medio sélido de exoesqueletos de camarédn y chapulin.
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Anexo A-8
Analisis de Varianza de *S de durante fermentacién en medio sélido de
exoesqueletos de camarén y chapulin

*L contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TIEMPO (t=0, t=120)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 12.6025 12.6025 5041.00 0.009
TIEMPO 1 7.5625 7.5625 3025.00 0.012
Error 1 0.0025 0.0025

Total 3 20.1675

S = 0.05 R-cuad= 99.99% R-cuad(adj) = 99.96%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)
N Promedio Agrupamiento

t=0 3 48.8400 A

t=120 3 45.3200 B

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento

t=0 1 3 46.12000 A
t=120 1 3 42.54333 B
Residual Plots for t=0, t=120 Residual Plots for t=0_1, t=120_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 31. Graficas de residuos de medias de *L por la prueba de Tukey durante la fermentacion en
medio solido de exoesqueletos de camardn y chapulin.
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Anexos

Anexo A-9
Analisis de Varianza del %Proteina de durante el tratamiento Quimico de
exoesqueletos de camarén y chapulin

% PROTEINA contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO
(SITRATAMIENTO, T. ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 18.21 18.21 159.77 0.001
TRATAMIENTO 3 4527.73 1509.24 13241.40 0.000
Error 3 0.34 0.11

Total 7 4546.28

S = 0.3376 R-cuad= 99.99% R-cuad(adj) = 99.98%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
S/TRATAMIENTO 3 49.7320 A
T. ACIDO 3 48.9620 B
T. ALCALINO 3 2.5620 C
T. BLANQUEADO 3 0.5400 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

Promedio Agrupamiento

N
S/TRATAMIENTO 1 3 52.9720 A
T.ACIDO 1 3 51.2720 B
T. ALCALINO 1 3 5.7320 C
T. BLANQUEADO 1 3 3.8900 D
Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ ual Plots for S/TRATAMIENTO_1, T. ALCALINO_1, T.ACIDO_1, T. BLANQUEA|
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Fig. 32. Gréficas de residuos de medias del %Proteina por la prueba de Tukey durante el
tratamiento Quimico de exoesqueletos de camarén y chapulin
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Anexo A-10

Anexos

Analisis de Varianza del %Desproteinizacién de durante el tratamiento Quimico
de exoesqueletos de camarén y chapulin

% DESPROTEINIZACION contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN),

TRATAMIENTO (S/TRATAMIENTO, T. ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM
TRATAMIENTO 3 17211.1 5737.03 721.45
SUSTRATO 1 13.2 13.18 1.66
Error 3 23.9 7.95

Total 7 17248.1

S = 2.820 R-cuad= 99.86% R-cuad (adj)

Agrupacién de informacién

N Promedio
T. BLANQUEADO 1 3 92.6640
T. ALCALINO 1 3 89.1720
T.ACIDO 1 3 3.2267
S/TRATAMIENTO 1 3  0.0000

Agrupacién de informacidn

N Promedio
T. BLANQUEADO 1 3 92.6640
T. ALCALINO 1 3 89.1720
T.ACIDO_1 3 3.2267
S/TRATAMIENTO 1 3  0.0000

utilizando el método Tukey

Agrupamiento

A

utilizando el método Tukey

Agrupamiento

B
C
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D

D

F P
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Fig. 33. Gréficas de residuos de medias del %Desproteinizacién por la prueba de Tukey durante

el tratamiento Quimico de exoesqueletos de camardn y chapulin
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Anexos

Anexo A-11
Analisis de Varianza del %Cenizas de durante el tratamiento Quimico de
exoesqueletos de camarén y chapulin

% CENIZAS contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO
(SITRATAMIENTO, T. ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F
SUSTRATO 1 509.60 509.603 2.97 O
TRATAMIENTO 3 1417.11 472.370 2.75 O
Error 3 514.99 171.665

Total 7 2441.71

S = 13.10 R-cuad= 78.91% R-cuad(adj) =

P

.018
.214

50.79%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
S/TRATAMIENTO 3 43.2920 A
T. ALCALINO 3 42.9727 B
T.ACIDO 3 2.8620 C
T. BLANQUEADO 3 0.7920 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
S/TRATAMIENTO_l 3 19.2120 A
T. ALCALINO_I 3 4.6620 B
T.ACIDO 1 3 1.5720 C
T. BLANQUEADO_I 3 0.6220 D

Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ
Normal Probability Plot Versus Fits

ual Plots for S/TRATAMIENTO_1, T. ALCALINO_1, T.ACIDO_1, T. BLANQUEA|
Normal Probability Plot Versus Fits

0.001{ oo .
.

o

Residual

-0.001

-0.002{ ®
-0.002  -0.001 0.000 0.001 0.002 0 10 20
Residual Fitted Value

30 40

Histogram

=N W

Frequency

Residual

Percent
g

Residual

.
-0.002 -0.001 0.000 0.001 0.002 0 5 15 20

10
Residual Fitted Value

Histogram

Frequency
5 ~ N w s

-0.0010  -0.0005  0.0000 0.0005  0.0010

Residual

Fig. 34. Gréficas de residuos de medias del %Cenizas por la prueba de Tukey durante el
tratamiento Quimico de exoesqueletos de camarén y chapulin
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Anexos

Anexo A-12
Analisis de Varianza del %Desmineralizaciéon de durante el tratamiento Quimico
de exoesqueletos de camarén y chapulin

% DESMINERALIZACION contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN),
TRATAMIENTO (S/TRATAMIENTO, T. ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 3 13014.4 4338.14 6.01 0.088
SUSTRATO 1 647.8 647.82 0.90 0.413
Error 3 2166.9 722.32

Total 7 15829.2

S = 26.88 R-cuad= 86.31% R-cuad(adj) = 68.06%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
T. BLANQUEADO 3 98.1920 A
T. ACIDO 3 93.3920 B
T. ALCALINO 3 0.7220 C
S/TRATAMIENTO 3 0.0000 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
T. BLANQUEADO 3 98.1920 A

T. ACIDO 3 93.3920 B
T. ALCALINO 3 0.7220 C
S/TRATAMIENTO 3 0.0000 D

Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ ual Plots for S/TRATAMIENTO_1, T. ALCALINO_1, T.ACIDO_1, T. BLANQUEA|
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Fig. 35 Graficas de residuos de medias del %Desmineralizacion por la prueba de Tukey durante
el tratamiento Quimico de exoesqueletos de camardn y chapulin
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Anexos

Anexo A-13
Analisis de Varianza del °H de durante el tratamiento Quimico de
exoesqueletos de camarén y chapulin

°HEU contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (S/TRATAMIENTO,
T. ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 3 1315.59 438.530 30.53 0.009
SUSTRATO 1 4.50 4.500 0.31 0.615
Error 3 43.09 14.363

Total 7 1363.18

S = 3.790 R-cuad= 96.84% R-cuad(adj) = 92.62%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
S/TRATAMIENTO 3 35.1200 A
T. ALCALINO 3 28.7200 B
T.ACIDO 3 27.4200 C
T. BLANQUEADO 3 0.0000 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
T.ACIDO 1 3 31.1200 A
T. ALCALINO 1 3 28.2000 B
S/TRATAMIENTO 1 3 26.5200 C
T. BLANQUEADO 1 3 0.0000 D
Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ
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Fig. 36. Graficas de residuos de medias del %Desmineralizacién por la prueba de Tukey durante
el tratamiento Quimico de exoesqueletos de camardn y chapulin
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Anexos

Anexo A-14
Andlisis de Varianza del *S de durante el tratamiento Quimico de exoesqueletos
de camaron y chapulin

*S contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (S/TRATAMIENTO, T.
ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 5289.06 5289.06 29.70 0.012
TRATAMIENTO 3 653.02 217.67 1.22 0.436
Error 3 534.33 178.11

Total 7 06476.42

S = 13.35 R-cuad= 91.75% R-cuad(adj) = 80.75%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
T. BLANQUEADO 3 100.0000 A
T.ACIDO 3 97.6200 B
T. ALCALINO 3 90.2000 c
S/TRATAMIENTO 3 68.2200 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
T.ACIDO 1 3 55.1200 A
T. ALCALINO 1 3 38.9200 B
S/TRATAMIENTO 1 3 33.9200 C
T. BLANQUEADO 1 3 22.2000 D

Residual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ ual Plots for S/TRATAMIENTO_1, T. ALCALINO_1, T.ACIDO_1, T. BLANQUEA|
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Fig. 37. Graficas de residuos de medias de *S por la prueba de Tukey durante el tratamiento
Quimico de exoesqueletos de camarén y chapulin
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Anexos

Anexo A-15
Andlisis de Varianza del *L de durante el tratamiento Quimico de exoesqueletos
de camaron y chapulin

*L contra SUSTRATOS (CAMARON, CHAPULIN), TRATAMIENTO (S/TRATAMIENTO, T.
ACIDO, T. ALCALINO, T. BLANQUEADO)

Fuente GL SC CM F P
SUSTRATO 1 2363.28 2363.28 16.31 0.027
TRATAMIENTO 3 2555.04 851.68 5.88 0.090
Error 3 434.82 144.94

Total 7 5353.15

S =12.04 R-cuad= 91.88% R-cuad(adj) = 81.05%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
T. BLANQUEADO 3 98.4200 A
T.ACIDO 3 83.7200 B
T. ALCALINO 3 80.4200 C
S/TRATAMIENTO 3 65.5200 D

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
T. BLANQUEADO 1 3 89.4000 A
T.ACIDO 1 3 38.4200 B
T. ALCALINO 1 3 37.8200 C
S/TRATAMIENTO 1 3 24.9200 D
idual Plots for S/TRATAMIENTO, T. ALCALINO, T.ACIDO, T. BLANQUEADQ al Plots for S/TRATAMIENTO_1, T. ALCALINO_1, T.ACIDO_1, T. BLANQUEA|
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
22 0010{ % OO & 0010 -
£y _ 0005 £y _ 0005
H ] H ]
8 5 2 0000 8 5. 2 0000
& & 3 &
& 0 0.005 & 0 -0.005
q 0010 » . o q 0010 e -
-0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02 70 80 100 -0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02 20 40 60 80
Residual Fitted Value Residual Fitted Value
Histogram Histogram
4 6.0
%3 z 45
é 2 3.'. 3.0
) 1 ) - H H
oo ows oo 0o 00w %000 o5 0o oo oo
Residual Residual

Fig. 38. Graficas de residuos de medias de *L por la prueba de Tukey durante el tratamiento
Quimico de exoesqueletos de camarén y chapulin
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Anexos

Anexo A-16
Analisis de Varianza del % Cenizas durante el tratamiento de Ultrasonicacion en
exoesqueletos de camardn y chapulin

% CENIZAS versus TRATAMIENTO, SUSTRATO

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 0.4800 0.2400 16.02 0.059
SUSTRATO 1 27.4462 27.4462 1831.90 0.001
Error 2 0.0300 0.0150

Total 5 27.9562

S = 0.1224 R-cuad = 99.89% R-cuad(adj) = 99.73%

Agrupacién de informacién utilizando el método Tukey (CAMARON)

N Promedio Agrupamiento
30% 3 13.300420 A
35% 3 13.001200 B
40% 3 12.771200 C

Agrupacioén de informacién utilizando el método Tukey (CHAPILIN)

N Promedio Agrupamiento
30 1 3 17.707920 A
355 1 3 17.345112 B
40%5 1 3 16.852052 C
Residual Plots for 30%, 35%, 40% Residual Plots for 30%_1, 35%_1, 40%_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 39. Gréficas de residuos de medias del %Cenizas por la prueba de Tukey durante el
pretratamiento de ultrasonicacion de exoesqueletos de camaron y chapulin.
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Anexos

Anexo A-17
Anélisis de Varianza del contenido de proteina soluble durante el tratamiento
de Ultrasonicaciéon en exoesqueletos de camarén y chapulin

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 1251.5 625.7 48.41 0.020
SUSTRATO 1 16734.5 16734.5 1294.66 0.001
Error 2 25.9 12.9

Total 5 18011.9

S = 3.595 R-cuad = 99.86% R-cuad(adj) = 99.64%

Agrupacién de informacidn utilizando

N Promedio Agrupamiento
40% 3 233.9220 A
35% 3 215.8520 B
30% 3 203.8320 C

Agrupacién de informacidédn utilizando

Promedio Agrupamiento
133.6692 A
109.5920 B

93.4720 C

W W
o oo
o o°
N
www=

oe

el método Tukey (CAMARON)

el método Tukey (CHAPILIN)
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Fig. 40. Gréficas deresiduos de medias del contenido de proteina soluble por laprueba de Tukey
durante el pretratamiento de ultrasonicacion de exoesqueletos de camardn y chapulin.
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Anexos

Anexo A-18
Analisis de Varianza de °H durante el tratamiento de Ultrasonicacion en
exoesqueletos de camarédn y chapulin

Fuente GL sC CM F P
Factor 3 418.3425 139.4475 1394475.00 0.000
Error 8 0.0008 0.0001

Total 11 418.3433
S =0.01 R-cuad = 100.00% R-cuad(adj) = 100.00%

Agrupacién de informacidédn utilizando el método Tukey

N Promedio Agrupamiento
°H 0 1 3 41.6200 A
°H 0 3 30.5200 B
°H_120 3 28.1200 c
°H 120 1 3 26.5200 D
Residual Plots for °H_0, °H_120, °H_0_1, °H_120_1 Residual Plots for °H_0_1, °H_120_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 41. Graficas de residuos de medias de °H por la prueba de Tukey durante el pretratamiento
de ultrasonicacion de exoesqueletos de camarén y chapulin.
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Fuente GL SC CM
Factor 3 3606.203 1202.068
Error 8 0.001 0.000
Total 11 3606.203

S =0.01 R-cuad = 100.00%

Agrupacién de informacidédn utilizando

R-cuad (adj)

Anexos

Anexo A-19
Analisis de Varianza de *S durante el tratamiento de Ultrasonicacion en
exoesqueletos de camardn y chapulin

F

12020675.00

P
0.000
100.00%

el método Tukey

N Promedio Agrupamiento
°S 0 3 68.2200 A
°S 0.1 3 67.4200 B
°s 120 1 3 33.9200 c
°S 120 3 32.4200 D
Residual Plots for °S_0, °S_120 Residual Plots for °S_0_1,°S_120_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 42. Graficas de residuos de medias de *S por la prueba de Tukey durante el pretratamiento
de ultrasonicacion de exoesqueletos de camarén y chapulin.
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Anexos

Anexo A-20
Analisis de Varianza de *S durante el tratamiento de Ultrasonicacion en
exoesqueletos de camardn y chapulin

Fuente GL SC CM F P
Factor 3 7808 2603 6.69 0.007
Error 12 4665 389

Total 15 12472

S = 19.72 R-cuad = 62.60% R-cuad(adj) = 53.25%
Agrupacidén de informacidédn utilizando el método Tukey

N Promedio Agrupamiento
4 78.09 A

4 66.19 B

4 30.50 c

4 27.17 D

Residual Plots for °L_0, °L_120 Residual Plots for °L_0_1,°L_120_1
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Fig. 43. Graficas de residuos de medias de *L por la prueba de Tukey durante el pretratamiento
de ultrasonicacion de exoesqueletos de camaron y chapulin.
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Anexos

Anexo A-21
Andlisis de Varianza del %DP durante el pretratamiento de fermentacion en
medio sdélido de exoesqueletos de camardn y chapulin.

Fuente GL sC CM F P
Factor 1 49.93935 49.93935 49939350.00 0.000
Error 4 0.00000 0.00000

Total 5 49.93935

S = 0.001000 R-cuad = 100.00% R-cuad(adj) = 100.00%

N Promedio Agrupamiento
CAMARON 3 56.82200 A
CHAPULIN 3 51.05200 B

Anexo A-22
Andlisis de Varianza del %DM durante el pretratamiento de fermentaciéon en
medio solido de exoesqueletos de camarén y chapulin.

Fuente GL SC CM F P
Factor 1 24.24060 24.24060 24240600.00 0.000
Error 4 0.00000 0.00000

Total 5 24.24060

S = 0.001 R-Sg = 100.00% R-Sg(adj) = 100.00%
Agrupacidén de informacidn utilizando el método Tukey

N Promedio Agrupamiento
CAMARON 1 3 51.79200 A

CHAPULIN 1 3 47.77200 B
( A) Residual Plots for CAMARON, CHAPULIN (B) Residual Plots for CAMARON_1, CHAPULIN_1
Normal Probability Plot Versus Fits Normal Probability Plot Versus Fits
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Fig. 44. Gréficas de residuos de medias del %DP (A) y DM (B) por la prueba de Tukey durante el
pretratamiento de fermentacién en medio sélido de exoesqueletos de camarédn y
chapulin.
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Anexo A-23
Analisis de Varianza del %DP durante Tratamiento combinado de FMS-
Ultrasonicacion de exoesqueletos de camardn y chapulin.

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 4168.09 2084.04 294.83 0.003
SUSTRATO 1 7.62 7.62 1.08 0.408
Error 2 14.14 7.07
Total 5 4189.84
S = 2.659 R-cuad = 99.66% R-cuad(adj) = 99.16%

N Promedio Agrupamiento
FMS+SONICACION 3 84.8120 A
FMS+SONICACI©N_1 3 82.1213 B
FMS 3 56.8220 C
FMS_1 3 51.0520 D
SONICACION_l 3 19.8420 E
SONICACION 3 18.1320 F

Anexo A-24
Analisis de Varianza del %DM durante Tratamiento combinado de FMS-
Ultrasonicacion de exoesqueletos de camardn y chapulin.

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 4241.25 2120.63 2750.31 0.000
SUSTRATO 1 12.27 12.27 15.91 0.057
Error 2 1.54 0.77
Total 5 4255.06
S = 0.8781 R-cuad= 99.96% R-cuad(adj) = 99.91%

N Promedio Agrupamiento
FMS+SONICACION 3 79.3920 A
FMS+SONICACION_1 3 76.3820 B
FMS 3 51.7920 C
FMS 1 3 47.7720 D
SONICACION 3 13.7320 E
SONICACION_l 3 12.1820 F

for FMS, SONICACION, FMS+SONICACION, FMS_1, SONICACION_1, FMS+S for FMS, SONICACION, FMS+SONICACION, FMS_1, SONICACION_1, FMS+S§
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Fig. 45. Gréaficas de residuos de medias del %DP (A) y DM (B) por la prueba de Tukey durante

Tratamiento combinado de FMS-Ultrasonicaciéon de exoesqueletos de camarén y
chapulin.
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Anexo A-25
Analisis de Varianza del %DP durante Tratamiento combinado de FMS-
Hidrolisis quimica de exoesqueletos de camardn y chapulin,

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 2023.93 1011.96 1558.03 0.001
SUSTRATO 1 36.41 36.41 56.05 0.017
Error 2 1.30 0.65
Total 5 2061.64
S = 0.8059 R-cuad = 99.94% R-cuad(adj) = 99.84%
N Promedio Agrupamiento
FMS+T. QUIMICO 3 95.6720 A
T. QUIMICO 3 94.5520 B
FMS+T. QUIMICO 1 3 92.0420 C
T. QUIMICO_l 3 89.1720 D
FMS 3 56.8220 E
FMS_1 3 51.0520 F
Anexo A-26
Analisis de Varianza del %DM durante Tratamiento combinado de FMS-
Hidrolisis quimica de exoesqueletos de camardn y chapulin,
Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 2652.88 1326.44 458.60 0.002
SUSTRATO 1 3.84 3.84 1.33 0.368
Error 2 5.78 2.89
Total 5 2662.50
S =1.701 R-cuad = 99.78% R-cuad(adj) = 99.46%
N Promedio Agrupamiento
FMS+T. QUIMICO 1 3 96.3720 A
FMS+T. QUIMICO 3 95.5820 B
T. QUIMICO 3 93.3920 ¢}
T. QUIMICO_l 3 91.8207 D
FMS 3 51.7920 E
FMS 1 3 47.7720 F

its for FMS, T. QUIMICO, FMS+T. QUIMICO, FMS_1, T. QUIMICO_1, FMS+T.( jts for FMS, T. QUIMICO, FMS+T. QUIMICO, FMS_1, T. QUIMICO_1, FMS+T.
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Fig. 46. Graficas de residuos de medias del %DP (A) y DM (B) por la prueba de Tukey durante
Tratamiento combinado de FMS-Hidrélisis quimica de exoesqueletos de camarén y
chapulin.
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Anexo A-27
Analisis de Varianza del %DP durante Tratamiento combinado de FMS-
Hidrolisis Enzimatica de exoesqueletos de camarén y chapulin.

Fuente GL SC CM F P
TRATAMIENTO 2 3265.36 1632.68 638.00 0.002
SUSTRATO 1 11.84 11.84 4.63 0.164
Error 2 5.12 2.56
Total 5 3282.33
S =1.600 R-Sg = 99.84% R-Sqg(adj) = 99.61%
N Promedio Agrupamiento
T. ENZIMATICO 3 52.2000 A
FMS 3 51.7920 B
T. ENZIMATICO 1 3 47.7920 C
FMS 1 3 47.7720 C
FMS+T. ENZIMATICO 3 0.4520 D
FMS+T. ENZIMATICO 1 3 0.2520 E
Anexo A-28

Analisis de Varianza del %DM durante Tratamiento combinado de FMS-
Hidrolisis Enzimatica de exoesqueletos de camardn y chapulin.

Fuente GL SC CM F P

TRATAMIENTO 2 3360.37 1680.18 494.44 0.002

SUSTRATO 1 11.76 11.76 3.46 0.204

Error 2 6.80 3.40

Total 5 3378.92

S = 1.843 R-cuad= 99.80% R-cuad(adj) = 99.50%
N Promedio Agrupamiento

T. ENZIMATICO 3 80.4520 A

T. ENZIMATICO 1 3 78.7120 B

FMS 3 56.8220 C

FMS 1 3 51.0520 D

FMS+T. ENZIMATICO 3 22.1820 B

FMS+T. ENZIMATICO 1 3 21.2920 F

FMS, T. ENZIMATICO, FMS+T. ENZIMATICO, FMS_1, T. ENZIMATICO_1, FMS{ MS, T. ENZIMATICO, FMS+T. ENZIMATICO, FMS_1, T. ENZIMATICO_1, FMS+
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Fig. 47. Gréaficas de residuos de medias del %DP (A) y DM (B) por la prueba de Tukey durante
Tratamiento combinado de FMS-Hidrélisis Enzimética de exoesqueletos de camar6n y
chapulin.
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Anexo B-1

Modelacion del % Humedad durante fermentacion en medio solido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

0 20 40 60 80 100 120
TIEMPO

(A'l) GRAFICA DE % HUMEDAD MICROENSILADO CAMARON (L. Rhamnosus SP-1) (B '1) GRAFICA DE % HUMEDAD MICROENSILADO CHAPULIN (L. Rhamnosus SP-1)
% HUMEDAD = Exp(4.08477 * TIEMPO ~ -0.0158713) % HUMEDAD = Exp(3.95005 * TIEMPO ~ -0.0115832)
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Fig. 48. Modelaciones del % Humedad para la fermentacion acido lactica de exoesqueletos de
Camardn (A) y Chapulin (B) utilizando L. rhamnosus SP-1(1), L. acidophilus LA-3 (2) y

L. plantarum BG-112 (3)
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Anexo B-2
Modelacion del % Cenizas durante fermentacion en medio solido de
exoesqueletos de camarén y chapulin.

(A'l) GRAFICA DE % CENIZAS MICROENSILADO CAMARON (L. Rhamnosus SP-1) (B' 1) GRAFICA DE % CENIZAS MICROENSILADO CHAPULIN (L. Rhamnosus SP-1)
Quadratic Trend Model Quadratic Trend Model
Yt = 16.606 - 1.307*t + 0.0916*t**2 Yt = 19.352 - 0.807*t + 0.0412*t**2
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Fig. 49. Modelaciones del % Cenizas para la fermentacion acido lactica de exoesqueletos de
Camardn (A) y Chapulin (B) utilizando L. rhamnosus SP-1(1), L. acidophilus LA-3 (2) y

L. plantarum BG-112 (3)
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Anexo B-3

Modelacion del % ATT durante fermentacién en medio so6lido de exoesqueletos
de camaron y chapulin.

(A-l) GRAFICA DE % ATT MICROENSILADO CAMARON (L. rhamnosus SP-1) (B-l) GRAFICA DE % ATT | ADO CHAPULIN (L. 5P-1)
%ATT = 5.25579 * TIEMPO / (131.784 + TIEMPO) 9%ATT_SP1 = 6.21665 * TIEMPO / (216.801 + TIEMPO)
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Fig. 50. Modelaciones del % ATT para la fermentacién acido lactica de exoesqueletos de
Camardn (A) y Chapulin (B) utilizando L. rhamnosus SP-1(1), L. acidophilus LA-3 (2) y L.

plantarum BG-112 (3).
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Anexo B-4
Modelacion del pH durante fermentacion en medio sélido de exoesqueletos de
camarén y chapulin.
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Quadratic Trend Model Quadratic Trend Model
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Fig. 51. Modelaciones del pH para la fermentaciéon acido lactica de exoesqueletos de Camardn
(A) y Chapulin (B) utilizando L. rhamnosus SP-1(1), L. acidophilus LA-3 (2) y L. plantarum
BG-112 (3).
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