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Resumen 

La fermentación  láctica  es un proceso  adecuado  para la conservación  del  desecho de canlnrón, 

siendo  económicamente  atractivo,  debido  a  que no tiene requerimientos  altos  de energla y se 

puede  emplear  equipo  de  bajo  costo.  Además,  puede realizarse en  regiones aledañas a las 

granjas  camaronícolas o en  altamar. En el presente  trabajo se realizó el escalamiento de un 

proceso para la recuperación de quitina  a partir de  desechos de camarón 

Para tal propósito  primeramente  se  establecieron las condiciones de fermentación, evaluando 

al  azúcar de  caña,  lactosa  y  suero  de  leche, así como dos niveles  de  inoculación utilizado 

Lactobacillus sp. cepa B2. Las  condiciones  con las que  se  obtuvo una reducción del pH  en 

menor tiempo fueron 10 'Xo (pip) de azúcar de  caña  y 5 % (v/p) de inoculación, alcanzando un 

valor de  4.5  en 48 horas y una acidez total titulable (ATT) de 2.5 YO. La fermentación siguió 

un patrón  homoláctico, ya que el principal producto fue el ácido  láctico. 

Establecidas las condiciones  de fermentación, el proceso se  escaló 2 y 30 kilogramos en un 

reactor  de  columna  para  fermentación en estado sóido. EK ensilado permaneció  estable por 83 

días,  tiempo  durante el cual no se  observó  cambios  aparentes de descomposición. 

La  actividad de agua  tendió  a  disminuir  durante el proceso de  ensilaje,  de un valor inicial de 

0.97  a 0.94  después  de los  seis días, pudiendo inhibir a los microorganismos  que causan 

descomposición, así como bacterias lácticas heterofermentativas  que son más sensibles  a bajas 

actividades  de  agua. 

Por otra parte, a los seis  días  de  fermentación  se obtuvieron los mayores porcentajes de 

remoción  tanto  de  proteínas  como  de calcio, siendo  estos del 90 y 83% respectivamente. 

Además,  el  residuo  sólido  obtenido presentó un contenido de quitina  del  23.2%,  que  es 

aproximadamente el doble  del  contenido inicial (1 3.1 %). 



Resumen X 

AI ser  tratado el residuo con \varias concentraciones  de ácido y álcali, se observó que a 

alrededor  de 0.4 y 0.5 M se obtienen ! ;I  más baja disminlución  en el contenido  de proteína y 

calcio,  respectivamente, y un aumento en la concentración de los químicos no mejoró la 

separación. Por lo tanto, el ensilaje  fue  capaz  de  reducir  entre un 60 y 80 YO las cantidades de 

químicos  empleados para la  purificación  de la quitina al ser  comparado  contra las condiciones 

reportadas en la literatura. 



Introducción X1 

I. INTRODUCCI~N 

El aumento en la distribución y consumo de mariscos en años  recientes  conlleva un aumento 

en  la cantidad de  desechos  producidos.  La  composición  de  estos  desechos varía con la especie 

pero en general  contienen:  quitina, proteínas, sales  minerales,  pigmentos y lípidos. La quitina, 

además  de  formar  parte  de la estructura de crustáceos y artrópodos,  está presente en la pared 

celular  de  hongos y levaduras;  es  el  segundo  polímero más abundante en la naturaleza  después 

de la celulosa. En las  cutículas de los crustáceos, la quitina se encuentra  fuertemente asociada 

con  sales  inorgánicas,  tales  como  carbonatos de calcio,  proteínas,  pigmentos y lípidos. De ahí 

que el proceso  convencional utilizado en la industria para la obtención de quitina,  a partir de 

esqueletos  de  crustáceos,  consiste en una desproteinización con álcali, seguida con una 

desmineralización  con  ácidos  diluidos y finalmente, la eliminación de lípidos con solventes 

orgánicos. 

Los métodos  convencionales  empleados  para la obtención  de la quitina requieren el consumo 

de grandes  cantidades  de  reactivos y agua, se producen grandes volúmenes  de efluentes, los 

cuales al ser  tratados elevan los costos de producción y causan  daños  ambientales. 

En la actualidad  se  han  buscado  alternativas  para el procesamiento  de  los  desechos y de esta 

manera se ha empleado  a la fermentación láctica para un aprovechamiento integral del 

desecho,  que  además de purificar parcialmente  a la quitina, permite la xcuperación  de otros 

compuesto de alto valor  agregado presentes en  el desecho’, tales  como  proteínas, pigmentos y 

lípidos. 

Todo  proceso  innovador  empieza con investigación  a nivel laboratorio y si éste tiene éxito, 

termina en la planta de producción  siendo el escalamiento el paso intermedio entre el 

laboratorio y la planta  de  producción. Con base  a lo anterior, el presente trabajo está 

encaminado  a  establecer las condiciones  de fermentación como  pasos preliminares en  el 

escalamiento de un  proceso  para  la  recuperación de quitina a partir de desechos  de camarón. 

”” . .” . 
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La captura de  camarón  está  entre las actividades  pesqueras  más  antiguas del país. Durante 

1998 fueron  capturados  alrededor  de 80 mil  toneladas de camarón  en los litorales del Golfo de 

México y del Pacífico (SEMAR?. -?,P, 1998). De todo el camarón que  se produce en  el país, 

aproximadamente el 30% proviene de la camaronicultura,  cantidad  que le permite  a  México 

estar  entre  los  primeros 15 produc:.)r-es de camarón de granja  a  escala  mundial y el tercero en 

América  Latina  (Cañipa y Duran,  1997). 

El camarón  es un crustáceo  decápodo,  macruro, de tamaño y color  variable. Su cuerpo es  algo 

encorvado y está  dividido  en dos partes,  cefalotórax y abdomen,  comercialmente  conocidos 

como  cabeza y cola,  respectivamente El cefalotórax es una combinación de cabeza y tronco 

en una sola  unidad,  está  cubierto por un caparazón,  que  contiene  a la cabeza,  los  órganos 

vitales,  tres  pares de patas  prensoras y dos  caminadoras. Es un  alimento  excepcionalmente 

nutritivo,  con  alto  contenido de proteínas  (Cañipa y Duran,  1997). 

2.1 Desechos de crustáceos 
Debe mencionarse que sólo el 50 % del animal  es  comestible y que el restante chtá constituido 

por  el cefalotórax,  que  no  es  comestible. Esto da idea de los  grandes  volúmenes de desechos 

que  se  producen en México. Si estos  desechos no son  aprovechados, se convierten en 

contaminantes,  tanto  en  altamar  durante la captura,  como  en  tierra en las granjas 

camaronícolas. 

2.1.1 Composición 

La riqueza del cefalotórax de camarón  en lo que  respecta  a  varios de  sus componentes 

(quitina,  proteína y pignlentos), lo convierte en una fuente susceptible de  ser procesada para 

obtener  subproductos útiles en  la  industria  alimentaria,  cosmética y fannacéutica (Knot-r, 

1991). En  la tabla I se presenta la composición  química  del  camarón y de la cabeza de 

camarón. 



Tabla I. Composición de la porción  comestible y del cefalotórax  de  camarón. 

Composición 

Parte comestibleasb 1 Cefalotórax"" 4?5 1 1 Agua (g) 

18.1 1 Proteína (8) 

78.2 

Carbohidratos ( 8 )  1.5 

Cenizas N. D. 

Fibra  cruda N. D. 26.86 

Calcio (mg) 63.0 

"base  seca 
N.D.: no  determinado 

aFuente:  Cherley, (1987). 
'Fuente:  Aglricultural Handbook, (1975). 

La fracción correspondiente  a la fibra, está  aportada  por el biopolisacárido  llamado  quitina, 

utilizado cada vez en  un número de aplicaciones utilizado en la industri,. especialmente 

alimentaria y farmacéutica.  Países como Japón y Estados  Unidos,  producen  grandes 

cantidades de esta  sustancia  y  sus  derivados,  exportándolos  a los demás  países  (Mathur y 

Narang et al.,  1990). 

El quitosano es el derivado  más  importante de la  quitina, su obtención  comercial  se realiza 

mediante una desacetilación  alcalina  con  NaOH  a  temperaturas de ebullición. 

La secuencia de aminoácidos  que  conforman  a las  proteí:nas del cefalotórax de camarón 

incluye  a  todos los aminoácidos  esenciales y constituyen  aproximadamente  el 50% del peso 

seco.  Estas  proteínas son empleadas  como una fuente  alimenticia y como formulación para 

preparar  medios de cultivo para microorganismos  (Cañipa y Duran,  1997). 

Las sales  minerales,  principalmente fosfatos y carbonatos de calcio  constituyen el segundo 

componente  más  abundante  en el cefalotórax, se encuentran  asociados  a la quitina y proteínas 

otorgándole una dureza  característica al exoesqueleto.  Para  removerlas, se han utilizado 

diversos  disolventes  entre los que  pueden  mencionar al ácido  clorhídrico y acético  (Cañipa y 

Duran, 1997). 
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2.2 Quitina y quitosano 
La quitina  es un biopolímero parecido a la celulosa,  el  cual  se  encuentra distribuido 

ampliamente en  la naturaleza,  especialmente en invertebrados marinos, insectos, hongos y 

levaduras (Austin et al.,, 1981). La quitina y su forma clesacetilada, el quitosano, tienen un 

gran interés en vista de sus  nuevas  aplicaciones. El uso de  estos  dos  polímeros funcionales, 

particularmente  el  quitosano,  tiene  un  amplio rango de aplicaciones  en  diversas áreas 

científicas,  incluyendo  aplicaciones en industrias biomédicas, de alimentos  y  químicas (Knorr, 

1984;  Muzzarelli,  1985;  Rha et al., 1984; Sandford  y Hutchings, 1989). 

2.2.1 Generalidades y fuentes  de  obtención 
La quitina  es, por mucho,  el  componente de mayor  importancia en el cefalotórax  de  camarón. 

Fue  descrita  por  primera vez en 181 1 por H. Braconnot, al estudiar la composición  de hongos 

como Agaricus volvaceus con álcali, aislando una sustancia  nitrogenada  a la cual llamo 

"fungina". En 1823, A. Odier  descubrió la misma  sustancia en unos insectos, dándole el 

nombre de quitina  (palabra  derivada  del griego que  significa  túnica o envoltura). 

Posteriormente,  se  encontró  que  ambas  sustancias eran las mismas  y  que se encontraban en 

otros  organismos  como levaduras, hongos y  algunos  crustáceos,  sien(;.;  estos últimos, su 

fuente principal.  Sin  embargo, fue hasta 1878 cuando se indicó que estaba compuesta por 

glucosamina y ácido  acético,  estableciéndose  hasta 1943 que la quitina es un polisacárido 

acetilado de la glucosamina  (Muzzarelli,  1978). 

El quitosano  fue  descubierto  en  1859 por Rouget al hervir quitina con KOH, convirtiéndose en 

una sustancia  soluble  en  ácidos  orgánicos. Le llamó quitina  modificada. El quitosano es 

obtenido  comercialmente  mediante una  des;tv:tilación alcalina  de la quitina  (Muzzarelli, 

1978). Se han  propuesto  muchos  métodos, pero el más reportado es  cuando la quitina es 

sometida  a la acción  del  NaOH al 50%  a  temperatura  de  ebullición  y por un periodo de 3 

horas. La  calidad  del  quitosano  es  determinada por las condiciones  de desacetilación 

empleadas  (Muzzarelli, 1978; Wu y  Bough  1978). 
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Celulosa 

Figura l .  Estructuras  químicas de la quitina,  quitosano y celulosa. 
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La quitina  se  presenta en tres formas polimórficas: alfa, beta y gama,  que difieren en  el arreglo 

de las c:i:..!enas moleculares. La alfa  quitina  presenta  cadenas no paralelas y es la más compacta 

y  cristalina. La beta  presenta  cadenas  paralelas y es la más  vulnerable.  La gama quitina 

presenta  dos  cadenas  arriba y una abajo  siendo la menos 'abundante. La explicación en cuanto 

a la cristalinidad y tratamiento térmico, se  debe  a los puentes de hidrógeno que  se forman 

entre  cadenas  (Muzzarelli,  1978). 

La quitina es un sólido de color  blanco  translúcido,  prácticamente  insoluble en agua, ácidos 

diluidos,  álcalis y solventes  orgánicos;  los  ácidos  inorgánicos  concentrados la degradan. La 

quitina y quitosano  sufren  degradación  a  altas temperaturas; no soportan temperaturas 

mayores  a  100-120 "C. La descomposición térmica de la N-acetil-D-glucosamina, alcanza su 

valor máximo  alrededor  de los 200  "C. Las propiedades de la quitina varían con la fuente y el 

método de preparación  (Austin et al., 1981). En la tabla I1 se  muestran  algunas propiedades 

fisico-químicas de la quitina  y  quitosano. 

Tabla 11. Propiedades  fisico-químicas  de la quitina y quitosano 

Características Quitosano 1 Quitina 
Composición ideal (C6H1305N)n 

Contenido  de  nitrógeno (Yo) 6-7 

I Humedad (YO) I 2-10 I 2-10 I 
I I 

Desacetilación (YO) 60-80 10 
I I 

Peso molecular  (daltones) I 1 . 9 6 ~ 1 0 ~  0 .7 -1 .5~10~  

I Viscosidad  (cP) I Insoluble I 250-2500 I 
I I I I 

Fuente:  Mathur y Narang, (1990). 

El quitosano  es  soluble en soluciones  acuosas  de  ácidos  orgánicos  e  inorgánicos al igual que 

en soluciones  alcohólicas  ácidas. Es insoluble en aguaL, soluciones alcalinas y solventes 

orgánicos puros. Es muy  estable  y poco sensible  a la humedad; se  descompone a temperaturas 

mayores de 185 "C. La ;iscosidad  que  presenta en solucio'nes de ácido  acético  es  dependiente 

del tiempo de tratamiento para su  desacetilación  (Muzzarelli, 1978; Pelletier et al., 1990). Las 

características  del  quitosano  dependen  de los grupos  acetilos residuales, así como de los 
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reactivos,  concentraciones,  tiempo y temperatura  empleados  durante  su fabricación (Bough et 

ul., 1978). En la tabla I11 se presentan las propiedades catiónicas del quitosano cuando se 

encuentra  solubilizado en medio ácido  diluido. 

Tabla 111. Propiedades  catiónicas del quitosano 

Polielectrolito lineal P 
I Alta  densidad de carga I 

Excelente  agente  floculante 

Adherencia  a  superficies  cargadas  negativamente 

Afinidad  con  proteínas  estructurales 

Agente  quelante  iónico de metales 

Fuente:  Sandford y Hutching, (1989) 

2.2.3 Usos 

2.2.3.1 Alimentos 
La quitina y quitosano son agentes para tratar  sistemas  acuosos, esto incluye la reducción de 

sólidos  totales,  recuperación  de  proteínas, purificación de bebidas  (agua, jugo, cerveza, vinos, 

etc.) y remoción de sustancias  indeseables  tales  como metales pesados, plaguicidas, etc. 

(Bough y Landes,  1978; Knorr, 1984, 1991).  Además de reducir la turbidez y la cuenta 

microbiana al ser  utilizado para tratar jugo  de manzana  inoculado con bacterias gram positivas 

y negativas (Soto et al., 1989;  Popper y Knorr, 1990). La agencia de protección ambiental de 

Estados Unidos (EPA), aprobó el uso de  quitosano para la purificación de  agua potable hasta 

una concentración  máxima recomendada de 10 mg/l (Knorr, 1984). En  la tabla IV están las 

propiedades de importancia industrial de la quitina y quitosano. 

Gracias a  sus  propiedades  funcionales  controlan la textura, la estabilidad, el flujo de otros 

ingredientes, dan volumen,  controlan la viscosidad e incrementan el contenido  de fibra 

dietética (Knorr, 1984).  Dado  a  que la quitina y quitosano no se  absorben, han sido empleados 

como  acarreadores de enzimas,  células,  pigmentos,  sabores y nutrimentos.  También como 

medios  de  encapsulamiento  que  permiten la liberacih controlada de ingredientes 



Re\ islon blbliografica ? 

concentrados,  sabores,  nutrimentos,  agentes  antimicrobianos y sustancias agroquímicas 

(Knorr, 1983;  1984).  La  actividad  anticolesterolémica  detectada en el quitosano, ha permitido 

su incorporación  como  ingrediente en algunos  alimentos  como  galletas y pastas dietéticas. 

Además alarga l a  vida de anaquel de  algunos frutos frescos, como las fresas, los pepinos, los 

pimientos, etc..  xmdo éstos son recubiertos con una película de  quitosano  (Hirano, 1989). 

Tabla IV. Propiedades de importancia industrial de la quitina  y  quitosano 

I Sustratos de alta  abundancia I 
I Recursos  naturales  biológicamente  renovables I I 0 Biodegradables-y no contaminantes al medio ambiente 

o Biopo!írneros (aminopolisacaridos) 

o Baja  toxicidad (LD5o 16 g/kg  de peso en ratones) 

1 o Biológicamente funcionales I 
0 Aptos para la manufactura  de  geles, fibras, coloides, películas, etc. 

0 Contienen  grupos  amino  e hidroxilo, químicamente 

Fuente:  Hirano, (1989) 

2.2.3.2 Medicina 
Propiedades importantes del quitosano,  como su biocornpatibilidad, ausencia de toxicidad, 

capacidad  para  absorber líquidos, formación de películas y unión selectiva  a  ciertos lípidos 

como el colesterol, le han  permitido  tener  grandes  aplicaciones en el área de la medicina. Se 

puede  mencionar  su  capacidad  como  cicatrizante, hemostá.tico, anticolesterolémico  y  fonnador 

de  sistemas para la liberación controlada  de fármacos. También se ha utilizado en  la 

elaboración de hilos de sutura y la fabricación de lentes de  contacto (Sandford y Hutching, 

1989). En Japón,  se ha probado con éxito la implantación de piel artificial hecha a partir de 

quitosano  y  colágeno  (Hirano,  1989). Se puede usar para producir "sucedáneos" del plasma 

sanguíneo  evitando  problemas de transmisión de  enfermedades  como  el  SIDA y hepatitis B. 



2.2.3.3  Cosmetología 

En esta industria, la quitina,  quitosano y sus  denvados, se utilizan para la elaboración de 

cosméticos  dérmicos,  capilares y pastas  dentales,  gracias  a su biocompatibilidad y ausencia de 

toxicidad. El quitosano  despolimerizado  es utilizado como  ingrediente en champúes, 

enjuagues y tónicos  capilares; su uso es  debido  a  que su solución acuosa es viscosa, forma 

películas, retiene la humedad y da suavidad al cabello (Hirano,  1989;  Sandford y Hutching, 

1989). 

2.2.3.4  Agricultura 

El quitosano  tiene  la  aprobación  de la EPA para ser usado como  recubrimiento  de semillas. 

Esta técnica  permite  mejorar  la producción en el campo ya que  incrementa  su  viabilidad. 

También ha sido  aprobado  como un agente  floculante para recuperar residuos proteínicos en 

plantas elaboradoras de alimentos.  Actualmente se trata de aplicar el quitosano en la 

elaboración  de  productos  que permitan la liberación controlada  de  plaguicidas y herbicidas. El 

quitosano  puede  ser  adicionado  a los cultivos para estimular el crecimiento  de cierto tipo de 

microorganismos  benéficos para la agricultura  (Sandford y Hutching, 1989). Además tiene 

efectos antimicrobianos  que  pueden ser empleados en el empaque  de vegetales y frutas 

altamente  perecederos  para alargar su  vida  de anaquel (Hirano, 1989). 

2.2.3.5 Biotecnología 

Debido a su naturaleza no tóxica, biocompatibilidad, versa.tilidad y propiedades únicas, el 

quitosano  se utiliza comercialmente para inmovilizar  enzimas y células  (Sandford y Hutching, 

1989).  Otros usos en  este  campo  se  dan en la aplicación de  estos  polimeros  en la remoción de 

sustancias  indeseables  (células,  enzimas,  iones) presentes en los desechos industriales. El 

quitosano se usa ampliamente  para recuperar biomasa y nutrirnentos en la industria alimentaría 

que incluyen vegetales,  cárnicos,  camarón y leche (Knorr, 1984). 

2.2.3.6 Tratamiento  de  aguas  residuales 
Esta es una de sus principales aplicaciones. El quitosano es un floculante natural  que reacciona 

con polímeros  aniónicos para formar complejos polielectrol~itos que  precipitan y pueden ser 

prensados, semihidratados  y  destruidos o aprovechados  dependiendo  del  producto (Sandford y 



Hutching,  1989).  También  ayuda  a remover algunos metales como  mercurio, cobre, etc.,  que 

causan  daño  a la agricultura (No y  Meyer,  1989). El  uso del quitosano para recuperar 

compuestos or-::ánicos provenientes  de los residuos  de la industria pesquera  significa una total 

integración del proceso,  pudiendo  generar  sólidos  coagulados con un uso adicional como 

aditivos  (sabores y colores) o como  alimento para animales (No y Meyers, 1989). 

2.2.3.7 Otros usos 

El quitosano  ha  sido  probado en otras  áreas  como  en  la  industria  del  papel  (Muzzarelli,  1978), 

en cromatografia  (Iwata y Nakabayashi,  1974), en alimentación animal como favorecedor del 

crecimiento de bifidobacterias  que  permitan  la  tolerancia  a la lactosa  (Austin et al., 1981). 

2.2.4 Preparación de quitina y quitosano 
Una gran diversidad de procedimientos  han  sido  desarrollados en los últimos años para la 

preparación de la quitina y quitosano.  Algunos  de estos; forman las  bases  de los procesos 

químicos  industriales para la producción de quitosano  a partir de desechos  de crustáceos. Estos 

últimos como  cangrejo,  camarón y langosta, son las fuentes más ricas de quitina 

(aproximadamente 20-30 % en base seca) así como  las principales fuentes disponibles para 

soportar la producción industrial (Johnson y Peniston,  1982). La producción anual a nivel 

mundial dc  desechos de crustáceos, en base  seca, fue estimada  en 1.44 millones  de toneladas 

métricas (Knorr,  1991). 

Los desechos  de  crustáceos consisten principalmente  de ]proteínas (30 - 40%), carbonato de 

calcio (y fosfato de calcio) (30-50%), y  quitina (20-30%). Estas  proporciones varían con las 

especies y con la estación  (Green y Kramer, 1984). De ahí que, el método  de preparación de 

quitina'quitosano varíe con la composición del desecho  recibido. Las características fisicas y 

químicas de la quitina y quitosano por consiguiente pueden variar con la especie y métodos de 

preparación (Brine y Austin, 198 la). Estudios realizados con  desechos  de crustáceos 

demostraron  claramente  que  las  propiedades  específicas d.e estos  productos, tales como peso 

molecular y grado  de  desacetilación, varían con las diferentes  condiciones  de proceso tales 

como tipo y fuerza de las  soluciones  ácida  y alcalina, temperatka  de reacción  y  condiciones 

atmosféricas  (Brine y Austin, 198 la; Wu y Bough, 1978). 
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2.2.4.1 Aislamiento de quitina 

La obtención de la quitina  a partir de los  desechos de crustáceos  consiste  de  dos pasos básicos: 

( 1 )  desproteinización, y (2) desmineralización.  Estos pasos también pueden ser realizados en 

forma inversa. Sin embargo, si  la recuperación de la proteína es  el objeti . \ I ,  se prefiere su 

extracción antes de la desmineralización para maximizar e:l rendimiento y la calidad de la 

proteína  (Johnson y Peniston, 1982). Un diagrama  de flujo simplificado  del  procesado  de la 

quitina  está  representado en la figura 2. 

Desecho + 
Reducción  de  tamaño 

Desproteinización 4- NaOH 

Lavado + - Proteína 
Desmineralización t" HC1 

Lavado y secado 

Quitina + 
Desacetilación - NaOH 

4 
Lavado y secado + 

Figura 2. Diagrama  para  la  producción  de  quitina y quitosano. 



Revisión bibliográfica 1 1  

Desproteinización 
Para llevar a  cabo la deproteinización, el desecho usualmente es  molido y tratado con una 

solución  hidróxido de sodio  diluido  (1 - 10%) a  temperatura  elevada  (65 - 100°C) para 

disolver la proteína  presente  (tabla V). Estas  condiciones varían dependiendo  de la especie de 

crustáceo, por ejemplo,  Hackman (1954) extrajo proteínas de  cáscara  de langosta con NaOH 

1N a  100°C.  Anderson et ul., (1978) trataron krill del antártico con 3.5% NaOH a  90-95°C y 

Bough er al., (1978)  desproteinizó  cáscaras de camarón  con 3% de  NaOH  a  100°C. No et al., 

(1989)  extrajeron  proteínas de desechos de langostinos coin 3.5% de  NaOH  a 65°C. Una mayor 

desproteinización  puede  ser  lograda  variando  las  cantidades de álcali;  como Shahidi y 

Synowiecki  (1991)  quienes utilizaron KOH  al  1% para c.amarones y 2% KOH para cangrejos 

a  90°C. 

Existen  otros  métodos  como  los de Whistler  y  BeMiller  (1962) y Brzeski  (1982)  quienes 

realizan la desproteinización  con 10% de  NaOH  a temperaltura ambiente,  y  con  3.5%  de NaOH 

a 25OC, respectivamente.  Otro  ejemplo  es el trabajo de Cosio et al., (1982) en  el  cual  la 

desproteinización fue completada  a pH de 11.5 y  30°C. 

Los tiempos  de  reacción usualmente están entre los rangos de 0.5 a 12 horas dependiendo de 

los métodos de preparación  (tabla V). Prolongados  tratamientos  alcalinos  bajo  severas 

condiciones  pueden  causar  despolimerización  y  desacetilación. En el método de Sannan et al., 

(1976), la desproteinización  fue  realizada  mediante  tratamientos de 6 horas  (tres  veces), por 12 

horas y una hora con NaOH  1N  a 100°C que  puede  dar  desacetilación y fragmentación de la 

quitina  nativa. En un  estudio  sobre el tiempo de extracción de desecho de cangrejo (2% KOH) 

y camarón  (1%  KOH)  a  90°C  y una relación sólido líquido de  1  :20  (p/v)  Shahidi y Synowiecki 

( 1 99 1 ) encontraron  que  el  período  mínimo  de una hora  fue necesario para extraer más del 90% 

de las proteínas. Un período  de  2 horas fue requerido pa.ra remover el total de las proteínas 

presentes en  el caparazón.  Estos  autores  también  observaron  que un aumento en la relación 

peso del  desecho por solución  de  KOH arriba de  1:4 (p/v)., tiene  sólo un menor efecto sobre la 

eficiencia  de la desproteinización  de los desechos.  Sin  embargo,  relativamente  altas relaciones 
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de  sólidos-líquido  (álcali), 1 : 10 o más, fueron usadas usualm.ente para obtener uniformidad en 

la reacción con agitación  apropiada. 

Tabla V. Condiciones  usadas para la desproteinizacíon en la preparación de quitina. 

Desproteinización 1 
Fuente 

Alcali  conc. I Temperatura I Tiempo Relación 
("C) (p/v) (hr) 

1N 
5% 

15.5 12 x 5* 1 O0 NaOH 

1:lO ;I 90-95  NaOH 3.5% 
1 :50 2.5 1 O0 NaOH 10% 

1 :la ambiente  NaOH loo/o 
0.5 :Y 2* 80-85 NaOH 

Krill 3.5%  NaOH 25 í! 
3 .O% KOH 

1 O0 NaOH 3% 
1:lO ;I 95 

1:lO 1 65 NaOH 1 Yo 
1 

Camarón 1% KOH  90 21 1 :20 
4% NaOH 1 O0 1 

pH 11.5 30 1 1 :30 
1N  NaOH 80 3 x2* 
2% KOH 90 2: 1 :20 
I N  NaOH 6 50 

Langosta 

Cangrejo 

5 ?'o 2. 90 NaOH 
5% 1:15-20 2 Reflujo NaOH 

Camarón 

1 : l O  4** 1 O0 NaOH 2M 
1:lO T. noche Ambiente  NaOH  2M  Calamar 

10-12 1 O0 NaOH 1N 
2:3 0.5 1 O0 NaOH 0.5% 
1:l 0.5 1 O0 NaOH 5% 

* tiempo  de  repetición  del  tratamiento  alcalino 
**Segunda  extracción 
a Solución  fresca  de  NaOH  fue  usada  para  remojar  cada  día 

Fuente: No y  Meyers, (1995). 
Cuando  el  quitosano  es  producto  final 

Shimahara et al., (1 982),  Takeda  y  Abe (1 962),  y Takeda y K-atsuura (1 964) lograron remover 

las proteínas por digestión  enzimática para la producción de  quitina  que ha sido desacetilada lo 

menos posible. Las enzimas  comercialmente  disponibles  a partir de plantas y animales 

también  han  sido  usadas  (Muzzarelli,  1973).  Por  ejemplo,  Bough et al., (1978) extrajeron 

proteínas de  camarón  con  Rhozyme-62  concentrado  a  60°C 'por 6 horas  a pH de 7. Mientras 

< "  
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estos  tratamientos  aparentemente no modifican la quitina, la remoción completa  de las 

proteínas no  fue posibie.  Broussignac (1968) sugiere  que  cuando la quitina no es el producto 

final deseable,  sino un paso intermedio en el proces’o de producción  de  quitosano, el 

tratamiento  enzimático  puede  ser  reemplazado por el tratamiento alcalino  a  altas temperaturas. 

Cuando la recuperación  de proteínas es deseable,  el pH de la solución  acuosa es reducida al 

punto isoeléctrico de la proteína para su precipitación (Green y  Mattick, 1979). La proteína 

recuperada  puede se1 ‘sada como  un  aditivo  para alimentación de ganado,  de esta manera 

resulta un decremento en el  costo de manufacturación  de  quitina  (Johnson  y  Peniston, 1982). 

Desmineralización. 

La desmineralización es convencionalmente realizada con ácido  clorhídrico  diluido (arriba del 

10%)  a  temperatura  ambiente para disolver el carbonato  de calcio como cloruro de calcio 

(tabla VI). Entre  tales  métodos  están los de  Hackman (1 954),  Anderson et al., (1 978), Bough 

et al., (1978),  y No et al., (1989). 

Excepciones a  estos últimos están los métodos  de Horowitz et al., (1957) y Synowiecki et al., 

(1 981)  donde la desmineralización fue realizada con de ácido fórmico y 22%  de HC1, 

respectivamente,  a  temperatura  ambiente.  Los  trabajos  de Whistler y  BeMiller (1962) en los 

cuales la desmineralización fue realizada en  37 ?‘O de HCl a - 20°C han sido  citados también. 

Algunos  de los métodos  antes  mencionados, son tratamientos drásticos  que pueden causar 

modificaciones,  tales  como  despolimerización  y desaceti1,ación de la quitina nativa (Foster y 

Webber, 1961).  Para  evitar  esto,  ciertos  métodos han sido  desarrollados usando ácidos débiles 

para minimizar la degradación.  De esta manera, Austin et al., (198 1) usaron ácido 

etilendiamino  tetra-acético  (EDTA)  para la descalcificación,  mientras Foster y Hackman 

(1 957)  emplearon  EDTA tanto para descalcificación como para desproteinización de desechos 

de  cangrejo  a pH controlado. La aplicación de  ácido acético para  descalcificación ha sido 

descrita  por  Brine  y  Austin (1981a). El proceso con ácido sulfúrico ha sido estudiado por 

Peniston  y  Johnson (1978). 
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Tabla VI. Condiciones  usadas para la desmineralización en  la preparación de varias  quitinas. 

Desmineralización 

Fuente I 
HCI conc. Temperatura ("C) Tiempo Relación 

(hr)  (p/v) 
2N 

15.5 4 8 O 2N 
1 :9 5 ambiente 

3 7% -20 4 
90% Fónnico ambiente  18 1: lO 

0.6N ambiente 2 
I. .5 20 3.5% Krill 

1 :22 

1:lO 1 20 2 .̂  'Yo Camarón 
1:ll ambiente 0.5 N 

3x*** 0.5 ambiente 1 N  
1:lO  2 ambiente 22% 
1 :4 

Langosta 2 :r( 2* 70 5 Y" 

5 Yo 

12 x 2* ambiente 1N 
1:lO 8 30 8 Yo 

ambiente 

Cangrejo 2.5 Yo I 20 
20 1 3  l /  

1:lO 

5% 

T. noche  1:lO Ambiente 1M 

24 ambiente 

Calamar 2N 10 j j  exceso 

* tiempo  de  repetición  del  tratamiento  alcallno 
**  segunda  extracción 
***tres veces  exceso  para la cantidad  estequiometrica  de  carbonato de calcio  en las cáscaras  secas. 
Fuente: No y Meyers, (1995). 

Decoloración 

Los tratamientos  ácidos y alcalinos  producen un producto  quitinoso  coloreado.  Cuando el 

producto  blanqueado es deseado,  los  pigmentos  pueden  ser  removidos  con reactivos (ver 

Tabla VII). Estos  incluyen  etanol y éter  (Hackman,  1954),  solu,iones de hipoclorito de sodio 

frío, conteniendo 0.55 de clorina  disponible  (Blumberg et al., 1951),  acetona  absoluta 

(Kamasastri y Prabhu, 1961; Mima et al., 1983),  clorofcrmo,  (Anderson et al.,, 1978), 

peróxido de hidrógeno  (Brine y Austin,  1981a;  Moorjani et al.,, 1975),  acetato de etilo, 

(Brzeski, 1982), o acetona  seguida por una solución de hipoclorito de sodio (No et al., 1989). 

Por  ejemplo  Hackman  (1954)  obtuvo  una  quitina de langosta  color  crema  por lavado con 

etanol y éter. No et al., (1 989)  prepararon  quitina de color  blanco a partir  cangrejo de río por 
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extracción con acetona  seguido por blanqueado  con una. solución de hipoclorito de sodio al 

0.3 15%. El color  de la quitina varia de un blanco has' 1 Li:  ..olor amarillo intenso. 

Tabla VII. Condiciones usadas para la decoloración  de la quitina. 

Decoloración 

Fuente 
Reactivo Temperatura  ("C) Tiempo Relación 

(hr) (p/v) 
F!mol + eter 

1 :4 30 30 Acetato de etilo 

Lavado  Ambiente Etanol + acetona 

Lavado Ambiente 
Langosta 

Cloroformo 

Frío  YaOCl 

Krill 

Camarón  Acetona 
Acetona 
Acetona 

Reflujo 
Cangrejo 3% HZ02 

H202  ácido 1 :20 3 60 Frío 
Acetona 1 : 15-20 45 Reflujo 

Camarón 1 
0.5% HZ02 I ambiente 1 T. noche I 

NaOCl 30 Frío 
Fuente: No y  Meyers, (1995). 

Efecto del tamaño  de partícula y materias prim.as. 

El efecto  del tamafio de  partícula  sobre la desproteinización y desmineralización  de la quitina 

ha sido  investigado para comparar la eficiencia  de la desproteinización.  De acuerdo a  Cosio et 

u!., , (1982), la  reducción en el tamaño de los desechos (de camarón en malla  8-20  produce 

solamente el 65% de  la  desproteinización  lograda en malla 20-60, mientras una reducción más 

grande en malla, 60-100, aumenta la desproteinización en un 13% por arriba de la lograda en 

la malla 20-60. Sin embargo,  Blumberg et d . ,  (1951) observaron  que la quitina a tres 

diferentes  tamaños, no mostraron diferencias  significativas en  el contenido  de nitrógeno y 

cenizas.  Comparando la quitina  de  cangrejo de río con las de  harinas de cangrejo, no se 

observaron  diferencias  significativas  en  el  contenido de nitrógeno, pero sí en el contenido de 

cenizas, O. 1-0.2 y 0.7%, respectivamente (No et al., 1989). 
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2.2.4.2 Caracterización  de la quitina 

La quitina  muestra  considerable variación en  sus  propiedades  químicas y fisicas  debido a los 

diferentes  métodos de preparación y de la  variedad de especie. La tabla VI11 resume las 

características de  quitinas reportadas  en la literatura. 

Tabla VIII. Caracterización  de  la  quitina. 

a 

Especificación Descripción 
7.Ola 

6.29,  6.42 
6.14-6.96 

Nitrógeno (%) 6.8 
6.61,  6.73 
7.1 

, 6.95 
6.7-8.3a 

Grasa ("0) 

Cenizas (%) 

Grado  de  acetilación (YO)' 

N D ~  
5.1 
o. 1-0.2 
o. 1 
< 0.17 
0.4 
0.9, 0.10 
0.0 
0.17, 0.62 
0.06 
O. 15 
0.6, 4.0 
19.6 
15.9-19.7 
13.8-20.7" I 

dculado  en  base  seca y libre  de  cenizas 

Especificación 

Desacetilación (%) 

Solubilidad (96)' 

Color 

Peso  molecular 

Descripción 

7.5 
42-58 
13-14 
0.08 

26.4 
28-99 
30-92 

Blanco 
Blanco 
cremoso-Amarillo  claro 
Extremadamente  amarillo 

0.4 x 
0.56-1.96 x lo6' 
0.4-1.8 x lo6' 

bND = no  detectado 
'Medido  en N, N-Dimetilacetamida  contenido  en 5% de  LC1 (DMAc-5%  LiCl) 
%ledido en  ácido fórmico anhídrido. 
Fuente: No y Meyers, ( 1995). 

Contenido de nitrógeno 

La quitina  naturalmente se encuentra  unida a proteínas.  Algunas de éstas  pueden  ser  extraídas 

por métodos  suaves,  pero una pequeña  porción no es  extraída  con  facilidad,  indicando la 

existencia de  enlaces  covalentes  con la quitina  (Attwood y Zola, 1967). Evidencias 

experimentales de enlaces  covalentes  entre la quitina y las proteínas  en  caparazones de 



crustáceos han sido  obtenidas por diversos  autores (Attwood y Zola, 1967; Austin et al., 1981; 

Brine y Austin, 198 lb;  Foster y Hackman,  1957;  Hackman, 1960; Herzog et al., 1975; No et 

d . ,  1989; Rutherford y Austin,  1978). De esta manera, se  dificulta la preparación de muestras 

puras de  quitina  sin  proteínas residuales. 

Rutherford y Austin  (1978)  observaron  que valores de nitrógenos más alto que el teórico de 

6.9 YO es  indicio de desacetilación o remoción incompleta. de proteína, mientras valores bajos 

son indicativos de deaminación  hidrolítica o contaminaci6:n del  producto. 

Grado  de  acetilación 

La  desacetilación  parcial  de la quitina  ocurre  naturalmente o durante  la  preparación. Giels et 

al., (1958)  reportan  que la quitina natural de langosta tiene una glucosamina residual por cada 

7  grupos de N-acetilglucosamina  (NAG),  dando una desacetilación del 12.5%.  Neville  (1975) 

indica que el  grado de desacetilación  puede  variar  con la especie de 1 en 3 a 1 en 10 unidades 

de  NAG. 

Brine y Austin  (1981 a) y Rutherford y Austin (1978) reportan variaciones en el grado de 

acetilación (1 5.9-1 9.7% y 13.8 -20.7%,  respectivamente)  de  quitina  con  especies y métodos de 

preparación. El grado  de acetilación (19.6%) de la quitina de  cangrejo  de río indica que ha 

sido  parcialmente  desacetilada  a  7.5%,  naturalmente o durante la preparación, basado en el 

valor teórico de acetilación  para la quitina de 21.2% (No et al., 1989).  Valores relativamente 

altos de acetilación  son  indicativos  de  que  fueron  empleados  tratamientos  alcalinos suaves. Sin 

embargo, un alto  grado de desacetilación  (42-58%) en la quitina  de krill fue reportado por 

Brzeski ( 1982),  aunque el tratamiento  alcalino fue relativamente  suave. 

La P-quitina aislada de la pluma  de  calamar  es  probablemente  más susceptible a la 

desacetilación  alcalina  que  la a-quitina. Por lo tanto, unal considerable  desacetilación  puede 

llevarse  a  cabo si es  tratada de forma similar  a la a-quitina (Kurita et al., 1993). 
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Peso molecular 
Las quitinas  preparadas  a partir de  cangrejos rojos y azules muestran variación en su peso 

molecular, el cual al parecer está relacionado al método de  descalcificación (Brine y Austin, 

198 la). La máxima  depolimerización  ocurre  cuando el ác.ido clorhídrico  es usado para la 

descalcificación,  seguido por ácido acético y sulfúrico. Una mínima  degradación  ocurre 

cuando el proceso de descalcificación  es realizado con  EDTA.  También hay variabilidad entre 

especies en el peso  molecular de las muestras  preparadas por cualquier método de 

descalcificación. El peso  molecular  promedio reporta rangos entre 0.4 a  1.96 x lo6 Da (Brine y 

Austin, 1981a; Cho y Lee,  1980; Rutherford y Austin, 1978). 

Solubilidad 

La quitina  es  insoluble en agua, en soluciones  salinas  diluidas, y en  la mayoría de los solventes 

orgánicos. Es depolimerizada por ácidos  minerales fuertes, pero es parcialmente  soluble en 

mezclas  de  dimetilacetamida  (Dmac) y cloruro de litio (LiCI). Brine y Austin (1981a) reportan 

variaciones en la solubilidad  (28-99%) de la quitina, la cual1 es  relativa  a la especie y a los 

métodos de  preparación.  Estos  autores notaron que valores bajos de  solubilidad sugieren una 

incompleta remoción  de las proteínas, y que el peso molecular y el contenido  de acetilos no 

son factores que  determinan la solubilidad de quitina en 5% de LiC1-DMac. 

Rotación  óptica 

Se sabe  que la quitina natural contiene  todas sus uniones P-glucosidicos a lo largo de la 

cadena del polímero  (Carlstrom,  1962) y se ha demostrado  que tiene una rotación óptica 

negativa. Brine y Austin (1981a) encontraron que  todas las quitinas  preparadas  a partir de 

cangrejo, las cuales fueron sometidas  a  tratamientos ácidos, tenían una rotación óptica 

positiva, la cual  cambiaba  a  negativa con el tiempo en una sollución al 5% de LiC1-DMac. Esto 

indica que los cambios  conformativos en la molécula (ocurren durante el proceso de 

purificación, el cual  es  parcialmente  menor  que en la solució~n  de LiCI-Dmac (Brine y Austin, 

1981a; Rutherford y Austin,  1978). Por lo anterior es claro  que la rotación óptica  de la quitina 

es una función de los métodos  de preparación así como  de la especie  a  partir  de la cual fue 

obtenida. 



2.3 Fermentación  ácido  láctica 
La fermentación  ácido Iáctica es uno de los métodos de  preservación  de  alimentos más 

antiguos  que  se han utilizado. Diversas culturas alrededor del  mundo la han empleado para 

mejorar la calidad de almacenamiento, la palatibilidad y el valor  nutritivo  de alimentos 

perecederos  tales  como la leche, vegetales, came, pescado, legumbres y cereales. Los 

organismos que producen  este tipo de  fermentación,  las bacterias ácido  lácticas, han tenido un 

importante papel en la preservación de los alimentos,  previniendo  su descomposición 

(Axelsson,  1993). 

2.3.1 Bacterias  ácido  lácticas  (BAL) 

Las  BAL  son un grupo de organismos en forma  de  cocos o bacilos,  Gram-positivos, no 

esporulados,  microaerófílos, los cuales producen ácido láctico como  principal producto 

durante la fermentación  de  carbohidratos  (Axelsson,  1993). Están generalmente asociadas con 

ambientes  ricos en carbohidratos, tales como  diversos  productos  alimenticios !productos 

lácteos, carnes y vegetales  fermentados, frutas, ensilados y bebidas) pero algunas también son 

miembros  de la flora normal del tracto intestinal, respiratorio y genital de humanos y animales. 

No requieren de oxígeno para crecer, son resistentes a la inhibición por dióxido  de  carbono, 

nitritos y el humo, son capaces de crecer  a  concentraciones  relativamente  altas de sal y pueden 

tolerar valores de pH más bajos que las bacterias  Gram-negativas  (Zakaria,  1997). 

2.3.1.1 Clasificación 

La  clasificación de las  BAL  se  basa  grandemente en la morfología,  modo  de fermentación de 

la glucosa,  crecimiento  a  diferentes  temperaturas, producción de  ácidos  orgánicos, etanol y 

COZ. habilidad para  crecer  a  altas  concentraciones de sal. y tolerancia al ácido o álcali. Las 

BAL comprenden los siguientes  géneros  (Axelsson,  1993;  Zakaria,  1997): Enterococcus, 

Lactococcus,  Estreptococcus  sensu  stricto,  Vagococcus,  Carnobacterium,  Lactobacillus, 

Pediococcus,  Tetragenococcus,  Aerococcus y Leuconostoc. 



2.3.1.2 Metabolismo  de las bacterias  ácido lácticas 

Las  BAL  tienen una gran  capacidad  para fermentar carbohidxatos por medio de diversas rutas 

metabólicas.  principalmente para la obtención  de energía, y en el  proceso  generar ácidos 

débiles  como  productos  hacia en el medio  ambiente  (Zakaria,  1997).  Sin  embargo, las BAL 

son capaces de adaptarse  a  diversas  condiciones,  cambiando su metabolismo  y  de esta manera 

generar  diferentes  productos  metabólicos  (Axelsson, 1993). Los niveles y proporciones 

relativas de  estos  productos, los cuales se acumulan en el medio  ambiente  microbian0 

dependen de la especie de microorganismo  involucrado, la composición  química del medio y 

de las condiciones  fisicas  que  prevalecen  durante el proceso de fermentación (Lindgren y 

Dobrogosz,  1990). 

Se pueden  distinguir  dos  principales  rutas  metabólicas en las  bacterias  ácido lácticas. La 

Glucólisis (rut;. metabólica  de  Embden-Meyerhof) resulta casi exclusivamente en la 

producción de ácido  láctico  como  producto final bajo1 condiciones estándares, y el 

metabolismo es referido como fermentación homoláctica. La otra ruta principal,  conocida 

como 6-fosfogluconato/fosfocetolasa, resulta en cantidades  significantes de otros productos, 

tales como  etanol,  ácido  acético y COZ además de ácido láctico, y el metabolismo es referido a 

fermentación heteroláctica  (Axelsson. 1993). 

En teoría, de la fermentación  homoláctica de la glucosa resulta dos  moles  de ácido láctico y 

una ganancia  neta de  dos ATP por mol de glucosa consumido.  La  fermentación heteroláctica 

da un mol de ácido  láctico, etanol y COZ y un mol de ATP por mol de  glucosa  consumido. De 

esta manera, la producción de dióxido  de carbono es una característica  típica  de la BAL 

heterofermentativas.  Otras  rutas  menores son también utilizadas por  ciertas  especies para la 

producción de  diacetilo,  acetoína y peróxido de hidrógeno (Axelsson,  1993). 

2.3.2 Productos de la fermentación 

2.3.2.1 Ácidos Orgánicos. 
El principal producto de la fermentación  de las BAL es el ácido láctico, el  cual es 

primariamente responsable de la disminución del pH. Ademhs del  ácido láctico, otros ácidos 

orgánicos  también son formados, por ejemplo  ácido acético, fórmico y succínico. Las altas 
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cantidades  de  ácidos  débiles  producidos reducen el  pH  del medio considerablemente  e inhiben 

o reducen el crecimiento de muchas bacterias, incluyendo aquellas que  causan descomposición 

de  los  alimentos y los  patógenos  (Mayra-Makinen  y Bigrel:, 1993). 

2.3.2.2  Peróxido  de hidrógeno. 

El peróxido de hidrógeno (H202) es  generado por diferentes mecanismos  durante el 

crecimiento  ciertos  lactobacilos  (Mayra-Makinen  y  Bigret,  1993).  Muchos microorganismos 

incluyendo  a las bacterias Iácticas, producen Hz02 como un mecanismo  de protección contra 

los efectos  tóxicos  del  oxígeno  (Daeschel  y  Penner, 1992). El Hz02 es un efectivo agente 

antimicrobiano en virtud de ser un potente  oxidante. Se cree  que el efecto inhibitorio es debido 

a la formación de radicales  hidroxilos los cuales son muy  activos;  éstos  compuestos 

reaccionan  con  los  componentes  esenciales  de la célula  ocasionándole  daños (Daeschel y 

Penner,  1992). 

2.3.2.3  Diacetilo 

La fermentación  del  citrato  produce  diacetilo  (2,3 butaclieno), el cual  confiere un sabor a 

mantequilla  en  cierto  productos  (Ray,  1992).  Éste compue,sto es  grandemente  conocido por su 

capacidad  inhibitoria Jay (1996) reporta que 200 yg/ml  de  diacetilo  inhiben  a levaduras y 

bacteria Gram-negativas. 

2.3.2.4  Bacteriocinas. 

Las  bacteriocinas  son  proteínas  producidas  bacteriológicamente  que  tienen un efecto letal 

sobre  otras  bacterias,  que  a  menudo  están  relacionadas  cercanamente  (Earnshaw,  1992). Se ha 

encontrado  que  las BAL producen una variedad de tales compuestos,  muchos  de los cuales 

han sido  aislados  y  caracterizados (Vuyst y  Vandamme,  1994b). 

2.3.3  Condiciones para la fermentación ácido  láctica. 
La  preservación de los alimentos en condiciones  sanas  y  seguras por fermentación ácido 

láctica dependen  del  rápido  crecimiento y de la producción de  ácido  por  las  bacterias lacticas y 

de la supresión  de los microorganismos  competidores por medio de valores de pH bajos, 



ácidos  orgánicos  débiles y en algunos  casos  de  otros factores antimicrobianos. La  li?:7.yor 

influencia  sobre el crecimiento de bacterias ácido lácticas, el ritmo en el cual el valor de pH de 

la fermentación  declina, y los competidores  suprimidos son: i) disponibilidad de carbohidratos 

fermentables; ii)  disponibilidad  de factores orgánicos  de  crecimiento; iii) anaerobiosis; iv) 

temperatura; v) concentración de ácidos  orgánicos y valor de pH; vi) concentración de dióxido 

de  carbono;  vii)  producción de otros  compuestos inhibitorios; viii) capacidad amortiguadora 

del sustrato;  ix)  número  inicial de bacterias ácido  lácticas;  y x) número inicial de 

microorganismos  competidores.  Cada uno de estos factores son discutidos  a  continuación: 

Fuente de  carbohidratos. Debido a  que la came  de pescado  es  muy  baja en carbohidratos 

libres, es  necesario  adicionarlos  a fin de lograr una buena prolducción de ácidos. 

Mientras  las  bacterias  ácido  lácticas requieren carbohidratos  fennentables  para  ser  capaces de 

crecer,  algunas  son  capaces de generar  energía  a partir de  aminoácidos  tales  como la L- 

arginina en presencia de pequeñas  cantidades  de  glucosa. 

Factores orgánicos  de  crecimiento.  Las  vitaminas,  aminoácidos y otros  factores  orgánicos de 

crecimiento  son  requeridos  para el crecimiento de las bacterias lácticas derivadas  a partir de 

los tejidos  del  pescado y están aparentemente  disponibles en cantidades  adecuadas  (Owens y 

Mendoza, 1985). 

Condiciones  anaeróbicas.  La  eliminación del oxígeno  es un factor importante en la reducción 

del crecimiento  de  microorganismos  aerobios  obligados  durante las etapas iniciales ;is la 

fermentación,  antes  de que las condiciones  ácidas sean establecidas. El mantenimiento de las 

condiciones  anaeróbicas  especialmente en la superficie  del  producto final de la fermentación, 

es necesario para excluir el crecimiento  de hongos y levaduras, ya  que  estos son capaces  de 

tolerar las condiciones  ácidas  y su crecimiento  puede  dirigirse al agotamiento de los ácidos 

orgánicos y consecuentemente al aumento  del pH, con. serias  implicaciones para el 

mantenimiento de la calidad y seguridad  del  producto  (Owens y Mendoza, 1985). 
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Temperatura. La temperatura  puede  tener una considerable influencia sobre la composición 

de las poblaciones  microbianas.  Ciertamente, las altas  temperaturas  ambientales promueven el 

rápido  crecimiento  de  todas  las  clases  de  microorganismos,  incluyendo  microorganismos 

patógenos y de descomposición, así como de  las bacterias ácido  lácticas. 

Concentración de ácidos  orgánicos y valor  de  pH. El crecimiento  de bacterias lácticas está 

necesariamente  acompañada por la secreción de ácido láctico y, en  algunas circunstancias, de 

ácido  acético  (Kandler, 1983) y una consecuente  disminución  del  pH  en el medio. De ahí que 

las bacterias lácticas sean  excepcionalmente tolerantes entre  las  bacterias  a  bajos valores de 

pH en presencia de ácidos  orgánicos  débiles,  azúcar y ambientes  ricos en nutrientes. La 

toxicidad de los ácidos  débiles está relacionada con la concentración  de moléculas del ácido 

no disociado, la cual  es una función de la concentración total del  ácido, su pKa y el valor de 

pH del  sistema.  Para  una  efectiva  inhibición de las bactelias  patógenas  y de descomposición, 

es  importante que  el valor  de  pH  en la fermentación  disminuya  tan  rápido  como  sea  posible  a 

niveles en los cuales una proporción significante  del ácido esté <Ii.csente en forma no 

disociada. Como el ácido láctico tiene un pKa de 3.87, la i.nhibición sera importantes a valores 

de pH por debajo  de 4.9 (Owens y Mendoza, 1985). 

Concentración de dióxido de carbono.  Se ha sugerido  que la tolerancia a  altas 

concentraciones de dióxido  de  carbono  es un factor decisivo para la proliferación de las 

bacterias  lácticas. La mayoría de las otras  bacterias son sustancialmente  menos tolerantes. De 

esta  manera la producción  temprana  de  dióxido  de carborno en  la  fermentación puede ser un 

factor en  la rápida  supresión  de  las  bacterias  patógenas y de descomposición  (Owens y 

Mendoza, 1985). 

Producción  de  otros  compuestos  inhibitorios. Algunas bacterias lácticas producen 

compuestos al mismo  tiempo que el ácido láctico, acético y dióxido  de carbono, que son 

antagónicos  hacia los organismos  competidores.  Mientras el papel de  algunos metabolitos 

tales como la nisina, en la ecología  de  los  microorganismos,  está relativamente bien 

establecido  (Hurst, 1981), la significancia  de  muchos  otros  compuestos producidos por 

diversas  bacterias  lácticas es mucho menos  claro.  Sin  embargo,  es  posible que algunos de 
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estos  compuestos puedan ser  importantes para restringir algunos  competidores bajo ciertas 

condiciones. 

Capacidad  amortiguadora  del  sustrato.  La  conservación  de  alimentos por fermentación 

Iáctica depende del rápido  establecimiento  de las condiciones  ácidas de tal manera que los 

organismos de descomposición no tengan tiempo  de  crecer  significativamente  (Owens y 

Mendoza, 1985). 

Los alimentos  con  baja  capacidad  amortiguadora,  tales  como la mayoría de los vegetales, 

tendrán valores de pH bajos  más  rápidamente por una cantidad relativamente pequeña de 

crecimiento y producción de ácido.  Los  alimentos proteicos, con  mucho  más capacidad 

amortiguadora,  requerirán :nucha más cantidad de crecimiento  y  producción  de ácido para 

presentar la misma  caída  en el valor de pH. 

Número  inicial  de  bacterias Iácticas. Las  fermentaciones  tradicionales  dependen de los 

microorganismos  que se encuentran  naturalmente  en el sustrato o en el  equipo de preparación 

como una fuente de inóculo,  seguido por la provisión de condiciones  adecuadas para la 

proliferación del  tipo  deseado.  La  inoculación  de un gran número del tipo deseado  de bacterias 

lácticas y de la fuente de carbono  asegurará una rápida acidificación (Owens y Mendoza, 

1985). 

Número inicial de  microorganismo  competidores.  Entre rnás grande  sea el número inicial 

de  microorganismos de descomposición o patógenos,  más grande será la probabilidad de  que 

causen cambios  indeseables o se produzcan poblaciones; toxigénicas  antes  de que su 

multiplicación  sea  suprimida  por  las  bacterias  lácticas (Owen:; y Mendoza, 1985). 
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2.4 Ensilado  de  pescado 

2.4.1 Definición 

El ensilado de pescado  es el producto  líquido formado del pescado entero o partes  de éste, 

preservado en condiciones  ácidas,  por la acción  de  enzimas  proteolíticas presentes en éI (Hall, 

et al.* 1985). 

Son  reconocidos  dos  tipos de ensilados,  definido por el método de  acidificación. El ensilado 

fermentado  es  preservado por ácido láctico, producido i n  situ por bacterias  ácido lácticas a 

partir de una  fuente de carbohidratos  tales  como la malta,  cereales,  melaza o tapioca. Las 

bacterias pueden  encontrarse  naturalmente en el pescado o en la fuente de carbono, pero los 

mejores  resultados son logrados  con un cultivo  iniciador. La producción de ácido láctico debe 

de  reducir el pH de la mezcla  alrededor de 4.5 y éste, en conjunto  con los antibióticos 

producidos  por  ciertas  bacterias lácticas previenen el crecimiento de organismos de 

descomposición  (Hall,  1983). 

El otro  tipo,  comprende los ensilados  ácidos,  en los que el pescado es preservado por  la 

adición de  ácidos  orgánicos  y/o  inorgánicos, los cuales bajan el pH suficientemente para 

prevenir el crecimiento de organismos  de  descomposición. Los ácidos clorhídrico, sulfúrico, 

fórmico y propiónico  han  sido usados, ya  sea  por  separado o en combinación. 

Cualquiera  que  sea el método  de  producción  los principios son los mismos: el pescado es 

molido o picado, los carbohidratos/iniciador o ácido son adicionados y mezclados totalmente, 

permitiendo  que  ocurra la auto  digestión  (conocida  como  autolisis).  Ambos tipos de ensilados 

pueden ser  incluidos en las  dietas de animales ya sea en estado húmedo o seco (Hall, 1983). 

2.4.2 Historia 

El término ensilado  es  comúnmente  aplicado  a la preservación de los forrajes verdes por 

medio de ácidos. La técnica  concerniente  fue  desarrollada  hace 60 años  por Virtanen quien us6 

una mezcla de ácido  clorhídrico y sulfúrico.  El  método fue extendido  a  pescado y Edin (1940) 
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desarrolló una fórmula  para  calcular la cantidad de ácidos requeridos en base al contenido de 

cenizas y proteínas  de la materia prima  (Gildberg y Raa, 1977). 

2.4.3 El proceso bioquímico 

2.4.3.1 El papel del  ácido 

La función principal  del  ácido  es la de  preservar la materia  prima de bacterias de 

descomposición y patógenos,  mientras la autolisis se lleva  a  cabo. Debido a que el ensilado es 

incluido en la alimentación  animal,  es de vital importancia la supresión  de  patógenos tales 

como  los  géneros Salmonella y Clostridium. 

El efecto bacteriostatic0 de los ácidos  inorgánicos  es  debido  a la reducción del pH y es 

necesario un pH de 2 para una adecuada protección (Edin,  1940).  Aunque los ácidos 

inorgánicos  son  baratos y ampliamente  disponibles, son conrosivos. También el contenido de 

cenizas y proteínas  del  pescado  tiene un efecto  amortiguador, el cual aumenta la cantidad de 

ácido requerido  para  lograr  valores de pH bajos. La neutralización del ensilado  es necesaria 

antes  de su uso como  alimento  y esto es complicado  y nutrici'onalmente indeseable. 

Los ácidos  orgánicos,  propiónico y fórmico, tienen un efecto dual por su habilidad para 

disminuir  el  pH  y su efecto  antibacteriano. Los ácidos  orgánicos  sin  disociar  pueden pasar a 

través de la membrana  mientras los iones  hidrógeno no. Una vez dentro  de la célula, la cual 

puede mantener un  pH neutro incluso en condiciones ácidas, el ácido  disociado reduce el  pH y 

se acumulan aniones  específicos  del  ácido. Ambos condiciones  cuentan para el efecto 

antibacteriano de los ácidos  orgánicos. El ion acetato puede ser  metabolizado  por la célula, por 

lo que  tiene una pobre acción antibacterial comparado  con el ácido fórmico y propiónico 

(Gildberg  y Raa, 1982). 

El efecto  antibacteriano  de un ácido orgánico debe  ser esperado en aumento  a medida que  el 

pH cae por debajo del pKa del ácido, ya que por debajo  de estos valores más del 50% de las 

moléculas del  ácido  están en forma no disociada.  De esta manera, el ácido propiónico (pKd 

4.86) formará  ensilados  más  estables  a  valores  de pH más altos que el ácido fórmico (pKa 

3.75). 
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Los ácidos orginicos tienen la ventaja de preservar el ensilado a  valores  de pH más altos que 

los inorgánicos y no requieren ser neutralizados, pero son  más  caros y tan  corrosivos  como los 

inorgánicos. 

La  combinación de ácidos  orgánicos  e  inorgánicos  puede reducir el costo si el ácido 

inorgánico es  usado para reducir el pH a tal punto que el. ácido orgánico  este en su forma no 

disociada. 

2.4.3.2 Proteolísis 

El proceso característico de ensilaje es la digestión  misma  (autolisis)  del  pescado por las 

enzimas  proteolíticas  que  se  encuentran  naturalmente en é,l. La  actividad  proteolítica  deriva  de 

la cabeza y de las vísceras, y esta  naturaleza  enzimática es demostrada  por el hecho de que al 

cocer una mezcla  de pescado  preservada  en  ácido  ésta  no se licúa  (Backhoff,  1976).  Como con 

todos los  procesos  enzimáticos, el pH, la temperatura y las  condiciones fisiológicas afectan la 

actividad  proteolítica  de las enzimas.  La  materia  prima  debe de mantenerse  en refrigeración y 

fisicamente  intacta  hasta  antes  de la preparación del ensilado, para evitar  la inactivación de  las 

enzimas. La congelación  aparentemente no afecta el grado de licuefacción logrado (Gildberg y 

Raa, 1977). 

El principal resultado de la autolisis  es el aumento de la licuefacción del  ensilado, fácilmente 

medible por la caída en la viscosidad (Tatterson y Windsor, 1974) o por incremento en  la fase 

acuosa en comparación con la fase sólida  después  de la centrifugación  (Backhoff,  1976). Un 

análisis de las fases producidas por centrifugación revelan la naturaleza de los productos de 

autolisis. El ensilado  típicamente  produce una capa de lipildos, una fase  acuosa libre de lípidos 

y rica en proteínas, y una fase sólida o sedimento,  compuesto  de la proteína sin digerir y la 

mayoría  de los lípidos  de la materia  prima  (Gildberg y Raa, 1977). 

La composición de la materia  prima  es  importante,  debido  a  que  el  ensilado hecho a partir de 

las vísceras se licúa  más  fácilmente  que  el  ensilado hecho con  todo  el  pescado, mientras que 



este último se licúa más  fácilmente si hay una alta cantidad de  came con relación al esqueleto. 

La concentración y naturaleza  de las proteasas afectará el  gra.do de  proteolísis  logrado. 

2.5 Fermentación  ácido  láctica  de  desechos  de  camarón. 
Los desechos  de  crustáceos  están  compuestos  principalmente  por las cabezas y las tenazas, las 

cuales  son  ricas  en  quitina y proteínas, además de contener una cantidad considerable de 

CaC03. Las cabezas  contienen muchas enzimas, las cua,les son útiles si el desecho es 

mantenido en  buen  estado de preservación. Usualmente  estos  desechos  son descartados o 

convertidos en harinas  y  usados en  la  elaboración de dietas  para  ganado  y  acuicultura  (Meyers 

y Benjamin,  1987). 

La adopción  de la fermentación  ácido láctica para la purificación de la quitina  es un ejemplo 

Único de la aplicación  de  éste  proceso. Esto es  debido  a  que la producción  de ácido tiene un 

doble  efecto  sobre  el  sustrato:  el  de  conservar el desecho por la disminución  del pH, y el de 

disolver el carbonato de calcio, de esta  manera se logra una cierto grado de purificación de la 

quitina.  Las  condiciones  ácidas  también  promueven la degradación  del  material proteínico del 

desecho por las  enzimas  nativas, formando un licor rico en proteínas  (Hall  y  De  Silva, 1994). 

La remoción de proteína y minerales representan los dos principales procesos involucrados en 

la purificación tradicional de la quitina  a nivel i1;Justria.l (Simpson et al., 1994). Estos 

procesos  utilizan  grandes  cantidades de ácido y de álcali, los cuales  son  descartados  como 

efluentes  del  proceso.  Es de imaginarse  que  con el uso de la fermentación láctica es posible 

reducir el uso de  grandes  cantidades  de  químicos  corrosivos,  además se pueden recuperar 

bioproductos  como  proteínas y pigmentos. 

2.6 Fermentación  en  medio  sólido. 

2.6.1 Definición. 

La fermentación  en  medio  sólido (FMS) es definida  como el crecimiento  de microorganismos 

en materiales sólidos  en  ausencia de agua libre, simulando 1a:s reacciones de fermentación que 

se llevan a  cabo  en la naturaleza  (Lonsane et al., 1985).  El  sustrato  sin  embargo  puede 
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contener  suficiente humedad para favorecer el crecimiento  microbian0 y la cual existe en 

forma absorbida  dentro de la matriz sólida  (Ashok,  1992). 

Estos procesos fueron usados ampliamente  desde  tiempos  ancestrales en los países de Oriente, 

Asia y  África para la producción  de  alimentos fermentados, cultivos iniciadores, hongos, 

masas  fermentadas.  ctc.  (Lonsane et al., 1992). 

Los sustratos  comúnmente usados en la FMS pueden ser  clasificados en tres categorías 

(Durand et al., 1996): a) Materiales orgánicos los cuales  son  polimeros insolubles o 

ligeramente  solubles en agua.  Estos  incluyen plantas y productos  de  origen animal, con alto 

contenido de carbohidratos y/o proteínas  (Aidoo et al., 1982), pero los sustratos  mayormente 

utilizados son principalmente  de  origen  vegetal; b) M[ateriales de origen mineral que 

incluyen perlita,  gránulos  de  arcilla,  etc. En estos  casos,  los materiales solamente actúan como 

soporte,  y tienen que  ser  alimentados con soluciones nutritivas; y c) Materiales sintéticos 

tales  como  espumas de poliuretano  (esponjas)  que  actúan :solamente como  soporte  y necesitan 

ser  humedecidos por sustratos líquidos para permitir el crecimiento de  los  microorganismos. 

Los desechos del camarón  pueden  ser  empleados en la FMS como  soporte para el 

microorganismo y actuar  como fuente de nitrógeno, miner,ales, agua  y  otros nutrientes (Suresh 

y Chandrasekaran, 1998). Estos procesos  tecnológicos son de bajo costo, particularmente 

adecuado  para  las  necesidades de países en  desarrollo  (Tengerdy, 1992). 

2.6.2 Ventaja  e  inconvenientes  de la FMS 
La comparación  entre los cultivos  sólidos y sumergidos a sido  a menudo tema  de discusión 

por muchos autores  (Hesseltine,  1977;  Lonsane et d . , ,  1985): 

Ventajas: 

Simplicidad  del  medio de cultivo,  con frecuencia sólo  basta  agregar  agua. 

Disminucih  de contaminaciones  debido  a la baja humedad del  cultivo. 

Disminución de los efluentes  líquidos  a  tratar. 

Condiciones de cultivo de la FMS próximas de aquellas de los medios naturales. 

Para las fermentaciones  tradicionales la microflora del soporte  sirve de inóculo. 



Facilidad de aireación  debido  a la porosidad  del material. 

UtiliLxiÓn directa de los sólidos  fermentados. 

Menor \.olunlen de fermentado  que en cultivo líquido, por unidad de sustrato. 

Inconvenientes: 

El principal  inconveniente  es el riesgo de una elevación  excesiva de la temperatura. 

Dificultad de regulación de los parámetros de cultivo. 

Pretratamiento de las materias primas y soportes. 

Problema  de  pérdida  de  humedad para las fermentaciones; de larga duración. 

Necesidad de inoculación  cuando no se utiliza la  microflora  natural. 

Manejo de materiales  heterogéneos. 

2.6.3 Aplicaciones  de la FMS 

La diversidad de aplicaciones  industriales  de la FMS  se  encuentra  en  las  siguientes Breas: 

alimentos  fermentados, producción de  enzimas, metabolitos secundarios,  ácidos orgánicos, 

producción de alcohol, producción de  esporas,  composteo, ensilado, etc. 

2.6.4 Fundamentos  de  escalamiento  en FMS 
Todo proceso empieza con la investigación en el laboratorio, y si esta  es  exitosa, termina en  la 

planta de  producción. En este  proceso  se presentaran diversas  dificultades  que deben 

resolverse  si se  desea  que  la extrapolación  sea  exitosa. 

El desarrollo de  procesos  modernos de fermentación involucra varias etapas: a) aislamiento, 

escrutinio y selección del microorganismo  apropiado; b) optimización de parámetros 

fisicoquímicos y nutricionales, así como la estandarización de las operaciones unitarias de 

proceso a escala  laboratorio;  c)  estudios de escalamiento y, si es necesario, el diseño, 

proyección y establecimiento  de la planta  piloto;  d) generación de datos de ingenieria y 

diseño; e) construcción y resolución de problemas en la operación  de la planta. Por lo tanto el 

escalamiento  es el eslabón  en la transferencia del proceso a  escala laboratorio y la producción 

a  escala  comercial  (Lonsane et al., 1992). 
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El escalamiento  se  define  como el conjunto  de técnicas que conducen a predecir, con un riesgo 

mínimo,  las  condiciones  bajo las cuales  debe  de operar un equipo  a  cualquier otra escala. 

mayor o menor, con base a resultados experimentales en l a  escala disponible. 

Con frecuencia  el  escalamiento  se  confunde  con el simple  cambio del laboratorio a una escala 

de  operación  mayor. En ocasiones los resultados  obtenidos son iguales y hasta incluso mejores 

en  la planta  piloto  que en el laboratorio. Sin  embargo la ausencia de criterios científicos limita 

considerablemente el cambio  a  otra escala y no permite ir a  niveles  de  operación mayores 

(scale up) ni regresar  a  niveles  menores  (scale  down). 

El objetivo final del  escalamiento  es el de  reproducir los resultados  experimentales  de la escala 

disponible en la escala  que  se  pretende,  respetando un factor de  escala,  un principio inviolable 

de  similitud y con base  a un criterio idéntico en las dos  escalas. 

El escalamiento  es  importante  tanto en la transferencia de resultados en las diferentes etapas 

como en el  diseño de fermentadores. 

2.6.5 Tipos de reactores  utilizados en FMS llevados a escala importante. 

A fin de  definir el equipo  a utilizar, la naturaleza  de la matriz sólida utilizada no debe de ser 

considerada  solamente en términos  de  fuente  de nutrientes para el microorganismo, sino 

también  como  parámetros  fisicos:  configuración  geométrica de la matriz sólida,  granulometría, 

porosidad,  capacidad de retención  de  agua,  resistencia  a la1 compresión  y agitación (Durand et 

al., 1996). Por lo tanto, la elección  del reactor depende del tipo de microorganismo 

involucrado, la estructura de la matriz usada, las condiciones  ambientales para el proceso y el 

tipo de uso que  se le dará  (investigación,  aplicaciones industriales, etc.) 

2.6.5.1 Prototipos a nivel  laboratorio 

Tal  como en la fermentación  sumergida, el diseño de reactores  es un factor importante el cual 

determina la eficiencia del proceso de FMS. Aunque ha d o  reportada una gran mecanización 

y  automatización  (principalmente en Japón)  muy poca información esta disponible en  la 

2 2 5 5 5 4  



literatura (Lonsane et al., 1985) y, desafortunadamente, el diseño de reactores para FMS ha 

sido,  a la fecha, enteramente  empírico  (Cannel  y Moo-Young,, 1980). 

Existe un amplio rango cie variaciones  individuales en  el diseño de reactores los cuales han 

sido usados tanto a nivel laboratorio como  a escala industrial. La gran mayoría de estos 

reactores no pueden  realmente  funcionar  en  condiciones  asépticas? :as cuales restringen las 

áreas de aplicaciones  comparadas con los reactores  de  fermentación  sumergida.  Entre los 

diferentes  reactores  descritos, se pueden  distinguir tres grupos básicos, basados en el régimen 

de  mezclado y el modo  de  aireación usado: i) biorreactores  de  charolas,  ii)  biorreactores  de 

tambor y ii i)  biorreactores  de lecho empacado o columna  (Cannel  y  Moo-Young, 1980; Aidoo 

et al., 1982). 

i)  El primer  tipo  se  trata de los  fermentadores de charolas (Ghildyal et al., 198 1) de contención 

de bolsas usando una película  microporosa.  Todos  estos  reactores  son  muy simples, sin 

aireación forzada y usualmente sin mezclado.  Solamente una delgada  capa de sustrato sólido 

puede  ser usada para  evitar  sobrecalentamiento y para mantener  las  condiciones aeróbicas. Las 

charolas son colocadas en un cuarto  con  temperatura y humedad relativa  controlada (Pandey, 

1991). En la industria, el más  representativo  es el reactor tipo koji,  como se muestra en  la 

figura 3. 

i i )  El segundo  tipo es representado por los reactores  de tambor los cuales difieren por los 

medios usados para el movimiento del medio sólido. Esencialmente se encuentran dos 

modelos: 

Reactores  rotatorios.  Este  tipo,  es mostrado en  la figura 4, están basados  en el uso de un 

contenedor en forma de tambor con diferentes variantes como  botellas Rollacell (Silman, 

1980), aparatos  rotatorios  con o sin  deflectores, paletas en los lados,  mezcladoras  de cemento 

(Kargi y Curme,  1985;  Helsseltine,  1977). 

El reactor es inmóvil y diferentes  dispositivos de agitación aseguran el mezclado del medio 

sólido (figura 5). El sistema de agitación puede  ser  por  tomillos (Durand y Chereau,  1988), 

rastrillos en el caso de utilizar amasadoras de panadería, barrenos (Durand et al., 1996). 
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Para todos  estos  reactores, la agitación y rotación puede  ser  ocasional o continua, dependiendo 

del modo  de  alreación y la altura  de la capa  de  cultivo.  Usualmente, el control de la 

temperatura  es  dificil y es  necesario  un  mezclado  continuo, lo cual  puede  causar  daño al 

microorganismo o a la estructura  del  sustrato  (Pandey,  1991). 

i i i )  El Último tipo es  el biorreactor de  columna  empacada  con  aireación  forzada  a través de la 

capa de  cultivo.  Muchas  variaciones  de  éste  diseño son posibles.  Para uso de laboratorio, éstos 

reactores  (figura 6) son  típicamente  columnas cilíndricas dc vidrio o plástico (Raimbault y 

Alazard,  1980). La regulación de  la  temperatura  es realiza.da por el uso de chaquetas con agua 

o por la colocación de las  columnas  en  baños de agua  (Saucedo-Castañeda et al., 1990). Estas 

pueden ser  ventajosas  para unos estudios  como selección de  sepas,  pero rápidamente son 

inadecuados  cuando el control y regulación de  algunos  parámetros  necesitan  ser investigados 

y para estudios de escalamiento  (Lonsane et al., 1992). 

4 5 
, 

Figura 3. Reactor  tipo  koji. (1) Cámara  Koji, (2) Válvula  de  agua, (3) tubo W, (5) filtro, (6) 
salida de aire, (7) humidificador, (9) calentador  de aire, (1.0) recirculación de aire, (1 1) filtro 
de aire, (12) entrada de aire, (4, 8, 13) ventilador de aire, (14) charolas,  (1 5) sujetador de 
charolas.  Fuente:  Durand et al., (1 996). 
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Figura 4. Reactor  de tambi.;r rotatorio. (1)  entrada de aire, (.2) unión rotatoria, (3) acoplador, 
(4) boquillas  de  aire, (5) línea de aire,  (6)  rodillos, (7 )  tambor rotatorio, (8) medio sólido,  (9) 
anillo.  Fuente:  Durand et al., (1996). 

4 S 

Figura 5. Reactor de agitación  horizontal. (1) entrada de aire, (2) sondas, (3) chaqueta de agua, 
(4) paletas, (5) salida de aire, (6)  motor  de  agitación, (7) reactor, (8) medio  sólido,  (9) flecha 
de  agitación.  Fuente:  Durand et al., (1 996). 



c;' AIRE 

Figura 6. Reactor de columna. (1) algodón de lana, (2) disco  de papel filtro, (3) medio sólido, 
(4) fibra de vidrio, (5) abrazadera, (6) malla de acero inoxidable, (7) humidificador, (8)  agua. 
Fuente:  Durand et al., (1996). 
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111. Justificac:ión 

La producción  de  crustáceos,  apoyada  fuertemente por el crecimiento  de la acuicultura, es 

cada vez mayor en países en desarrollo.  Sin  embargo, en la actualidad no se aplica un manejo 

efectivo de los  desechos  sólidos  que gentlra esta industria:, calculados en alrededor del 50% de 

la producción. La descarga  de  estos  desechos  a las zonas aledailas a  las granjas de cultivo y en 

altamar  representan una serio problema por su potencial contaminante. En contraste,  estos 

desechos  pueden  considerarse  como materia prima para la obtención de productos comerciales 

de alto valor  agregado,  tales  como:  quitina,  quitosano,  pigmentos y proteínas. Algunos di: 

estos  productos  pueden  alcanzar  altos  precios en el mercado, como  es  el  quitosano. Estos 

materiales, en especial el quitosano, ha despertado un gran interés  por  sus aplicaciones 

potenciales  en  áreas  muy  diversas,  como  en  el  campo de tratamiento  de aguas residuales, en 

biotecnología  y  biomedicina. 

Comercialmente,  los  desechos  de  crustáceos son usados esencialmente  para la extracción y 

aislamiento de quitina  y  su  derivado el quitosano, por el tr,atamiento tradicional ácido-alcalino. 

Este procedimiento no sólo requiere disponer  de  altas  concentraciones de químicos  (ácidos y 

álcalis),  sino  también un alto consumo  de  energía  (temperatura de  90°C) para la etapa de 

desproteinización.  Aparte  de las desventajas  ambientales y económicas del tratamiento 

tradicional, el proceso no permite la recuperaclon de  otros pi-oductos de valor agregado, tales 

como  proteasas  y  pigmentos  presentes en el desecho. 

Se ha propuesto  a la fermentación ácido láctica (ensilado)  como una alternativa para la 

recuperación  de  quitina,  debido  a  que  se  puede llevar a catbo a  bajos  costos de inversión y en 

lugares en donde no se cuenta  con  infraestructura. Además;, se  le  puede  dar un uso integral, ya 

que por presentar un adecuado valor nutricional  puede  ser  empleada para la alimentación 

animal,  además de permitir la separación de los pigrnentos (astaxantinas), y proteasas 

endógenas. 
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IV. Objetivos 

Objetivo  General 
Establecer las  condiciones de fermentación para el escalamiento  de un proceso de 

fermentación  láctica y la recuperación  de  quitina  a r. ¡.:fir de  desechos de camarón (Penaeus 

SP) .  

Objetivos  específicos 
Evaluar  el  uso  del  azúcar de caña,  lactosa y suero  de  leche  como posibles fuentes de 

carbono  en la fermentación láctica. 

0 Establecer  .las  condiciones de fermentación del proceso, tales como: concentración de la 

fuente de  carbono y nivel de  inóculo. 

0 Determinar el patrón fermentativo  que  presenta el proceso de  fermentación láctica. 

Evaluar la fermentación láctica en un cactor de  columna con capacidad de  dos 

kilogramos. 

Establecer el tiempo de fermentación  con respecto al grado de desproteinización y 

desmineralización  del  desecho de camarón. 

Determinar  el  grado de desproteinización y descalcificación  del  desecho  durante la 

fermentación láctica. 

Evaluar la fermentación  láctica en un reactor  de  coli!mna con capacidad de 30 Kg. 

Purificar la quitina  cruda  obtenida  de la fermentación por medio de tratamientos  químicos. 

Determinar de la estabilidad  del  desecho  a  diferentes  tiempos de fermentación. 



V. Materiales y Métodos 

La parte experimental de la investigación  se  dividió Ien dos etapas. En la primera fue 

seleccionada la fuente  de  carbono, el nivel de iniciador y determinado el patrón fermentativo. 

En la etapa 2 se escaló el proceso a  2 y 30 kg en un reactor de columna para fermentación 

sólida. 

5.1 Selección  de  la  fuente  de  carbono y nivel de iniciador 

5.1.1 Materiales 

El desecho  consistió  en  cabezas  de  camarón  del  género f'enaeus, adquiridas en la Central de 

Abastos La Viga de la Ciudad de México. Dicho desperdicio  fue  molido en un molino para 

came marca  Sanitary  cedazo  1/8 plg. y almacenado biajo congelación  hasta su posterior 

utilización (- 1 0OC). 

5.1.2  Microorganismos 

El microorganismo utilizado fue una cepa  de bacterias ácido lácticas del género Lactobacillus 

sp. (B2) (Zakaria et al., 1998) que fue aisiada de camarolnes tropicales. Se inoculó en medio 

APT (Difco)  e  incubó  durante  24 horas a 30°C hasta alcanzar una densidad óptica entre 2 y 

2.4. 

5.1.3  Fuente de carbono y nivel de  iniciador 

Se utilizaron como  fuentes de carbono en la fermentación 121 azúcar  de  caña (Azúcar, México), 

la lactosa grado  alimenticio (J.T. Baker,  México) y el suero de leche en polvo con una acidez 

total titulable y pH antes del secado de  1.2  a  1.7 g/l y 6.4-61.3, respectivamente (KemFuds S.A. 

México). Las concentraciones de la fuente de carbono  evaluadas fueron de 10 y 20 % (p/p) 

respectivamente.  Los  niveles de iniciador evaluados fueron de 5 y 10%  (v/p) para todas las 

fuentes de  carbono. 



5.1.4 Condiciones de la fermentación. 

El desecho de camarón  (previamente  descongelado) se mezcló con las cantidades requeridas 

de la fuente de carbono y nivel de iniciador. Se incubó a 30°C durante  4  días. Las muestras 

fueron tomadas  a  intervalos  de 24 horas  determinando pH, acidez total titulable (ATT) y 

ácidos  orgánicos. Se realizó un análisis  estadístico para determinar si hubo influencia de la 

concentración de la fuente de carbono y nivel de iniciador; las variables  de respuesta fueron 

pH y ATT expresada  como  ácido  láctico. 

5.1 .S Análisis  químicos. 

5.1.5.1 Determinación de pH y acidez total titulable (ATT). 
El pH se  determinó  directamente en la muestrd utilizando un potenciómetro (Conductronic pH 

20) a  temperatura  ambiente  (25°C). La ATT fue  determinada  por  titulación potenciométrica 

con NaOH O. 1N hasta un pH final de 8.0 (Zakaria,  1997). Para tal efecto, las muestras fueron 

diluidas 1 : 1 O (p/v)  en  agua  destilada y agitadas con una barra magnética. Asumiendo que todo 

el ácido  producido  es láctico, entonces 1 .O m1 de NaOH O.1N es equivalente  a  0.009  g  de 

ácido  láctico (90 g/mol).  Por lo tanto el porcentaje de ácido  es  calculado  como: 

O/o ATT = ~ (Volumen . del titulante)(O.O09)(10O)(N de álcali) 
~- 

Volumen de la muestra 
.~___ 

5.1.5.2 Contenido  de  ácidos  orgánicos  por  HPLC 

Las muestras  analizadas fueron diluidas 1 : 10  (p/v)  con  agua  desionizada y centrifugadas a 

4400 rpm en una centrifuga  refrigerada  (MP4/MPAR,  Fulsom,  Ca.  E.U.). Posteriormente los 

sobrenadantes  fueron filtrados en membranas  Millipore  con un tamaño  de poro de  0.45pm. 

Los productos de la fermentación, ácido láctico y acético, fueron analizados por cromatografía 

líquida de alta  resolución  en un cromatógrafo Waters 600S, utilizando una columna shlOl1 

para azúcares  a una temperatura de 50°C con una fase móvil de  HzS04 O.OlN, empleando un 

detector U V  de  arreglo de diodos modelo 994. 
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5.2 Fermentación  en  reactor de  columna  a 2Kg 
El reactor de columna utilizado se  muestra  en la figura 7. Este reactor  comprende de dos 

módulos  construidos en acero  inoxidable. El módulo superior es utilizado para la deposición 

del desecho  a  fermentar, y el de la parte inferior se utiliza para la recolección del licor 

producido. Así mismo  posee  entradas  para la colocación  de  tennopares y salidas para gas y 

muestreo. Las dimensiones de los reactores utilizados se muestran en la tabla IX. 

Tabla IX. Dimensiones del reactor de columna. 

Tipo  de 

reactor 

Carga  de desecho 
Dimensiones  (cm) Volumen (1) húmedo  de camarón 

(kg) 

I, 3ngitud 

30.0 133.84  138.74 20.4  424.5 Grande 
2.0 j 2.198 2.83 1 10.8 30.9 Mediano 

1 Trabajo Total Diámetro 

5.2.1 Preparación  del  inóculo. 

El microorganismo utilizado en todas las fermentaciones fue Luctobucillus sp, cepa B2. Para 

preparar el cultivo iniciador, una pequeña porción del microorganismo fue tomada por medio 

de una asa bacteriológica y se inoculó en caldo APT, incubándose  a  30°C  durante  24 horas. 

5.2.2  Preparación  del  desecho de camarón 

Todo  el  desecho utilizado se preparo  como se indica en la sección 5.1.1 (pág. 38) 

5.2.3  Condiciones de la fermentación 

Basándose en las  condiciones  seleccionadas en la sección anterior, la fermentación se realizó 

de la siguiente  manera. El desecho  molido  fue  mezclado  con  10%  de  azúcar  de caña (p/p) y 5 

% de  iniciador  (VIP).  La  mezcla  semi-sólida  fue  transferida al reactor, el  cual  se  colocó en  un 

cuarto  con  temperatura  controlada  a  30°C. Fueron realizadas vanas fermentaciones con el fin 

de  determinar  el  tiempo al cual se obtienen los mayores porcentajes de remoción de proteínas 

y de  calcio.  Para tal efecto se tomaron  tiempos  al  azar de O, 2,4,6, 1 1, 2 1, 56 y 83 días. 
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Figura 7. Reactor de columna para fermentación en sólido. (1) Medio sólido; (2) Medio 

líquido; (3) salida de gas; (4) salida  de licor; (5) filtro; (6) Termopar. 

Pequeñas  alícuotas  del licor producido durante la fermentación fueron tomadas para 

determinar pH y ATT inmediatamente  después del muestreo. Otras muestras de licor fueron 

tomadas para la  determinación  de Ca, azúcares totales y humedad. El peso total del licor 

tomado  durante la fermentación  se tomo en cuenta para realizar un balance  de masa. Al final 

de la fermentación el licor fue purgado  del  reactor y pesado. Se analizó Ca, azúcares totales y 

humedad.  El  peso  total  del licor fue  calculado  por la suma  del peso del  licor de las muestras 

más el peso final del  licor en el reactor. El sedimento  removido  del reactor fue pesado y se le 

determino nitrógeno total (NT), nitrógeno de quitina (NQ), calcio, humedad y azúcares totales. 

5.2.4 Fermentación a 30 kg 
Habiendo  determinado  el  tiempo al cual  se obtienen los mayores  porcentajes de remoción de 

proteínas y calcio, se procedió  a realizar una fermentación a una escala  de 30 kg. La 
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metodología  seguida fue  la misma que en sección anterior. Se utilizó el mismo tipo de reactor, 

únicamente hubo variación en la altura y el diámetro, ver Tabla IX. 

5.3 Purificación de la quitina  cruda 
Por m(+;.\ de la fermentación  ácido Iáctica se obtiene una quitina parcialmente purificada 

(‘‘qui[; .ruda”), la cual  debe de ser tratada por métodos  convencionales para obtener un 

producto  puro.  Para esto, la quitina  cruda  fue tratada con  diferentes  concentraciones  de ácido ;, 

álcali con el fin de estimar la concentración  a la cual se obtiene la quitina  pura. 

5.3.1 Tratamiento  ácido 

Efecto de la concentración  del HCI. La quitina  cruda  fue tratada con HCl a diferentes 

concentraciones  (0.2-1M) en una proporción  de 1: 15 (p/v), agitandose continuamente a 

temperatura  ambiente por 2 horas. El residuo fue filtrado, lavado con  agua destilada y secado a 

105°C por 4 horas antes de determinar  contenido  de calcio por el  método descrito en  la 

sección 5.4.1. 

5.3.2 Tratamiento  alcalino 

Efecto de la concentración  de  NaOH. La quitina parcialmente purificada  que  se obtuvo por 

las condiciones  óptimas del tratamiento ácido,  fue tratada con NaOH  a las concentraciones de 

0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8 y 1 .O M, en una proporción  de 1:15 (p/v), las muestras fueron agitadas 

durante  dos horas a una temperatura de 25°C. Al final del tratamiento el residuo fue filtrado, 

lavado y secado  para  posteriormente  determinar nitrógeno total. 

5.4 Análisis  químicos  de  las  muestras. 

5.4.1 Determinación  del  contenido de calcio 

Las muestra  secas  fueron  carbonizadas  en un mechero y colocadas en una mufla a 550°C 

durante 4 horas o hasta  que  las  cenizas estuvieran totalmente blancas. Después  de  ser 

enfriadas, se  humedecieron con agua  desionizada y se les adicionaron 5 m1 de HCI diluido (1 : 1 

vh) .  Las muestra fueron colocadas en baño de ebullición hasta sequedad, se les adicionaron 5 

m1 de HNO, y 5 m1 de  agua  desionizada, se filtraron y diluyeron hasta un volumen de 50 ml. 
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Estas soluciones  posteriormente fueron diluidas (1  -4 ppm ca) y se les determinó absorbancia a 

422 nm  en una espectofotómetro de absorción atómica. 

yo (-a (p/ p) = . Concentración (g/ml) 50 ( dilución) x i 1000 x 1000 peso de la  muestra -1 
5.4.2 Determinación  de  nitrógeno  total (NT) por el método  de Kjeldahl 

El método de  K~eldahl  para determinar  NT  involucra  primero  el  calentamiento de la muestra 

con HlS04 (digestión).  La reacción causa  que el nitrógeno sea convertido  a  sulfato  de  amonio. 

Este último en presencia  de  NaOH  es  convertido  a amonio el cual  es  destilado en exceso de 

ácido bórico y estimado por titulación. 

Digestión. La  determinación del nitrógeno total en 1 : s  muestras se realizó en un sistema micro 

Kjeldahl (Labconco,  Missouri,  U.S.A.).  Aproximadamente 0.1 g de la muestra seca fue 

pesada y transferida  a  los matraces de  digestión,  se les adicionó  0.5g  de una mezcla 

catalizadora y 5 m1 de HzS04 concentrado. Posteriormente  se digirieron hasta que estuvieran 

de un color  verde  claro  (aprox. 45 min), se  dejaron  enfriar y se transfirieron  a la unidad de 

destilación. 

Destilación. La muestra  digerida fue colocada en la unidad de  destilación (Labconco), se le 

adicionaron  lentamente 15 m1 de  agua  destilada y aproximadamente 20 m1 de NaOH (al 40%) 

o hasta que la solución  se  tornara  negra, indicativo de neutralidad. El destilado  fue colectado 

en 10 m1 de ácido  bórico  al 4% conteniendo rojo de metilo y verde bromocresol como 

indicador. El destilado  fue  titulado  con H2S04 0.1N hasta un color  rosa. El blanco fue 

determinado  siguiendo el mismo procedimiento pero sin muestra. El porcentaje de nitrógeno 

fue calculado  como: 

% N T = -  (O. 14) (m1 de ácido  gastado  muestra - m1 de ácido gastado blanco) (100) 
peso de la muestra (9) 
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5.4.3 Nitrógeno  proteico  (NP) 

El porcentaje de nitrógeno  proteico  fue  calculado  restando  el  nitrógeno de quitina  al 

nitrógeno  total y multiplicando  el  nitrógeno  proteico por 6.25. 

5.4.4 Nitrógeno  de quitina (NQ) 

El nitrógeno de  quitina fue determinado por el método de Kjeldahl, pero  después  de  que la 

muestra fue tratada  con  ácido y álcali (Black y Schwartz,  1950). Se colocaron 2 g de quitina 

cruda  en un vaso de precipitado de 250 m1 y se adicionaron 50 m1 de HCl 1 N calentándose en 

baño de  ebullición  durante una hora. Al final del período la muestra  fue filtrada en papel 

Whatman No. 1 y se lavó con agua  hirviendo  hasta la neutralidad. Posteriormente al residuo se 

le adicionaron 100 m1 de una solución de  NaOH al 5% (p/v) y fue  digerido  durante una hora 

en baño de agua  hirviendo. El residuo fue filtrado y lavado con  agua hasta neutralidad y 

finalmente  se  lavó  dos  veces  con  aproximadamente 15 ml de acetona. El nitrógeno total fue 

determina  por  el  método de kjeldahl, sección  5.4.2  (pág.  46) 

5.4.5 Análisis  elemental:  Carbono, Hidrógeno y Nitrógeno 

Las fracciones  sólidas  obtenidas de  la fermentación fueron secadas  a 105°C y pulverizadas en 

un mortero para asegurar su homogeneidad. Se analizaron muestras de  entre  1.5 y 2.5 mg en 

un analizador  slemental  (Perkin  Elmer I1 2400, E. U.), determinando  contenido  de carbono, 

hidrógeno y nitrógeno  (Robers,  1992). 

5.4.6 Determinación  de  azúcares totales. 

Los azúcares  totales  presentes en la muestra fueron cuantificados por el método del fenol- 

ácido  sulfúrico  (Dubois et al, 1956). Un mililitro  de la solución que  contiene  entre 10 y 70 mg 

de  azúcar  es  transferido en  un tubo, y 1.0 m1 de fenol al 5% es adicionado. Después de 

homogeneizar  la  muestra, son adicionados  rápidamente 5 m1 de H2S04 al 98% y se agita 

vigorosamente. La solución  colorida  es leída a  490 nm. El color  es  estable  por varias horas y 

las lecturas  pueden  hacerse  después si es  necesario. El contenido de azúcares totales fue 

cuantificado  por  interpolación en una curva  estándar  previamente  construida para sacarosa. 
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5.4.7 Determinación del contenido  de humedad. 

El contenido de humedad fue determinado en el camarón fresco y las fracciones sólidas 

obtenidas  de la fermentación. Se pesó de 1 a 2 g  de la muestra en una cápsula de porcelana 

peso constante. Las muestras fueron secadas  a 105°C durante 12 horas, se dejaron enfkar para 

posteriormente  ser  pesadas. El contenido  de humedad se calculó por diferencia  de peso 

(A.O.A.C.) 

5.4.8 Determinación  de  actividad  de  agua (Aw). 

La actividad de agua  fue  determinada  por la técnica de  espejo fiío (punto de condensación) 

utilizando un sistema  de  audición  de  agua  Decagon CX-1 (Pullman, Washington, U.S.A). 

5.4.9 Análisis  estadístico 

Los resultados  fueron  sometidos  a un análisis estadístico por medio  de una prueba de 

ANOVA, así como una comparación  múltiple de medias por la prueba  de Duncan para 

determinar si hubo o no diferencias  significativas  entre los tratamientos. Además  se realizó un 

ajuste  de  regresión no lineal para el modelo logístico de  Gompertz.  Para  estos análisis se 

utilizo el paquete  estadístico  STATISTICA, 1998. 



VI. Resultados y Discusión 
6.1 Selección de la fuente  de carbono y nivel de iniciador. 

Para un buen de  ensilado  del  camarón  se deben tomar en cuenta  diversos factores, tales como 

el tipo y la cantidad de fuente de carbono, la temperatura,  el pH inicial  del desecho y  durante 

la fermentación, así como el tipo de microorganismo  y nivel de  inoculación  (Rao et al., 1996). 

Como  el  desecho  de  camarón  es  pobre en carbohidratos  fermentables  es necesario adicionarles 

una fuente de  energía  como la glucosa,  lactosa,  yuca, malta, arroz o suero  de leche para lograr 

el crecimiento de las BAL (!{all y De Silva,  1994;  Shirai,  1999;  Fagbenro, 1996; Van Wyk y 

Heydenrych,  1985).  Diversos  autores han reportado que la cantidad  inicial  del carbohidrato es 

un factor crítico  para la fermentación  ácido láctica de los desechos de camarón (Shirai et al., 

1996;  Levin,  1994). A concentraciones  más  bajas del 5% el ensilado de pescado y camarón no 

es bien preservado, por ejemplo,  a una concentración del 3.8% de la fuente  de carbono se 

observa  descomposición del pescado después  de  dos  semanas  (Van Wyk y Heydenrych, 1985). 

Comportamientos  similares fueron observados al fermentar desechos  de  camarón  con glucosa, 

incluso hasta  niveles  del 7.5% la fermentación no disminuyó el pH por debajo  de 5.6 (Shirai, 

1999).  Con  base  a  los  resultados  anteriores la concentración mínima  empleada  de fuente de 

carbono  fue de 10% en base húmeda. 

Se evaluó el azúcar de caña, la lactosa y el suero  de  leche  como  posibles  fuentes  de carbono en 

la fermentación  láctica. Las concentraciones  empleadas fueron 10 y 20% (p/p  base  húmedaj, 

así mismo se emplearon  dos  niveles  de  inoculación  con Lactobacillus sp. (B2): 5 y  10% (v/p 

base  húmeda). 

Se realizó un análisis  estadístico utilizado al pi i y el porcentaje de acidez total titulable (ATT) 

como variables de respuesta para la elección de  la  fuente de carbono  y concentración de ésta, 

así como el nivel de inoculación. El análisis  mostró  que hay diferencias  significativas  entre  las 

fuentes de  carbono empleadas, de  las cuales, la que presentó la media  más  alta  de producción 

de ácido  fue  el  azúcar de  caña al 10% y un nivel  de  iniciador del 5%. Los resultados de la 

variación de pH y ATT (expresada  como  ácido láctico) son  mostrados de la figura 8 a la 13. 

”” - . ... . ___. -. .. ”. 
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En las fermentaciones con 10  y 20% (p/p) base húmeda de azúcar de  caña  (figuras 8 y 9), se 

observa  que el pH disminuye  considerablemente  durante las primeras 24 horas, llegando a un 

valor mínimo  a las 48 horas,  para  posteriormente  permanecer casi constante hasta las  96 horas; 

conductas  similares fueron reportadas por Shirai (1999), quien menciona  que  dicho efecto es 

debido  a un proceso de inhibición por producto,  en  donde los iones  hidrógeno formados por la 

ionización  del  ácido  láctico  provocan un descenso del pH, inhibiendo a los microorganismos 

fermentativos y de  esta manera la acidificación es detenida.  Sin  embargo, una producción 

ligera de  ácido  puede  continuar,  de tal forma  que los compuestos  básicos  (amonio, aminas, 

etc.)  formados  continuamentc en el ensilado interactúen con los  iones  hidrógeno manteniendo 

el pH constante. 

Por otra  parte, la mayor  acidificación  fue  alcanzada  a las 96 horas con valores de 4.5 %, 

expresada  como  ácido láctico. Esta alta concentración de  ácido es debida  a la alta capacidad 

amortiguadora  del  sustrato, ya que  es rico en proteínas y minerales. Por lo tanto, grandes 

cantidades de ácido  son  requeridas para disminuir el pH por debajo de 4.5 (Raa y Gilberg, 

1982). No se  presentaron  diferencias  significativas  en la producción de ácido al aumentar la 

concentracih del azúcar de caña  (20%) ni el nivel de inoculación. 
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Figura 8. Evaluación de  la  fermentación láctica de cabezas de camarón  con 10% (p/p) de 
azúcar  de  caña y diferentes  concentraciones  de Lactobacillus sp. (según  leyenda) 
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Figura 9. Evaluación  de la fermentación láctica de cabezas de camarón  con 20% (p/p) de 

azúcar de  caña y diferentes  concentraciones  de Lactobacillus sp. 
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Figura 10. Evaluación  de la fermentación láctica de  cabezas  de  camarón  con 10% (p/p) de 

lactosa y diferentes  concentraciones  de Lactobacillus sp. 
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Tiempo (horas) 

Figura 1 1. Evaluación de la Fermentación Iáctica de cabezas de camarón  con 20% (p/p) de 

lactosa y diferentes  concentraciones de Lactobacillus sp. 
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Figura 12. Evaluación de la fermentación láctica de  cabezas de camarón  con 10% (p/p) suero 

de  leche y diferentes  concentraciones  de Lactobacillus sp. 
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Figura 13.  Evaluación  de la fermentación láctica de cabezas de camarón  con 20% (p/p) de 

suero  de  leche  y  diferentes  concentraciones  de Lactobacillus sp. 

En las fermentaciones realizadas con lactosa como  fuente de carbono  (figuras 10 y 11)  se 

presentó un comportamiento  similar  a las realizadas con  azúcar de caña,  sin embargo se 

observó una fase de retardo más  larga, de ahí que la disminución del pH se llevara a cabo en 

mayor  tiempo. 

De las tres fuentes de carbono empleadas, el suero de leche fue  en la que  se observó una 

disminución de pH en mayor tiempo  (figura 12 y 13), esto posiblemente  es  debido  a  que el 

suero  de  leche  contenía  aproximadamente  30%  de  proteínas  dando  como resultado el aumento 

de la capacidad  amortiguadora  del sustrato, y por consiguiente una mayor cantidad de ácido es 

requerida  para  lograr la disminución del pH.  Por  otra  parte,  esto no indica  que sea un sustrato 

inadecuado  para la fermentación láctica, ya que  es rico en lactosa y fácilmente fermentable por 

las  bacterias Iácticas. Sin embargo su uso se ve limitado  debido  a  que  el pH disminuye 
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lentamente  dando  oportunidad  a  que los microorganismos de  descomposición  se desarrollen y 

ocasionen cambios  aparentes en la fermentación, tales  como  desarrollo de compuestos 

responsables de mal olor  (Van Wyk y  Heydenrych, 1985). 

Cinética de acidificación. 

La simulación  cinética en fermentaciones Iácticas es un factor muy  importante  y  puede ser 

usada como  guía  para un mejor control de  los reactores. El  modelo de Gompertz (Draper y 

Smith,  1981)  presenta una alternativa para este  análisis  cuando sólo se dispone de datos de 

producción de ácido  láctico.  Esto  ha  sido  aplicado  para el modelamiento de cinéticas de 

acidogénesis en fermentacioncs  ácido lácticas utilizando estiércol de vaca como inóculo 

(Saucedo-Castaíieda y Gómu,  1989)  y  en  ensilados de yuca (Saucedo-Castañeda et al 1990; 

Meraz et Ll/., 1992). 

Para evaluar el efecto  del nivel de inoculación sobre la cinética de acidificación los datos de 

producto-tiempo fueron ajustados en  la forma integrada del Modelo  de  Gompertz (Draper y 

Smith, 198 1): 

P = PmU exp/ -b exp(-ko] 

Donde P es la concentración de ácido láctico, Pmax es la máxima  concentración del producto, 

h es una constante  relacionada con las  condiciones iniciales, t es  el  tiempo y k es la constante 

de  acidificación. Los parámetros fueron estimados por comparación de los  datos observados 

menos los datos  calculados por el algoritmo  de  Marquardt, el cual  minimiza la suma  de 

cuadrados en modelos no lineales. 2 2 5 5 5 4  

El efecto  del nivel de inoculación sobre la cinética  de  formación de ácido láctico es mostrado 

de la figura 14 a la 19, en donde  se  puede apreciar que en aquellas fermentaciones  que fueron 

inoculadas  con las cepas  de Lactobacillus y realizadas con  azúcar de caña y lactosa como 

fuente de carbono, se observa  que la producción de ácido láctico aumenta  rápidamente durante 

los  dos  primeros  días de fermentación, no siendo así para las  fermentaciones en las que se 

empleó  suero  de  leche. 
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Figura 14. Influencia  del nivel de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formaclon de ácido láctico en  la fermentación de cabezas de camarón con 10 % (p/p)  de azúcar 

de caiia. 
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Figura 15. Influencia  del nivel de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formación de ácido  láctico en la fermentación de cabezas de camarón  con 20 % (p/p)  de azúcar 

de caña. 
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Figura 16. Influencia del nivel de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formación de ácido láctico en la fermentación de cabezas de camarón  con 10 % (p/p)  de 

lactosa. 
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Figura 17. Influencia  del nivel de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formación de ácido láctico en la fermentación  de  cabezas  de  camarón  con 20 % (p/p) de 

lactosa. 
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Figura 18. Influencia  del  nivel  de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formación de ácido  láctico  en la fermentación  de  cabezas  de  camarón  con 10 % (p/p)  de suero 

de leche. 
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Figura 19. Influencia  del  nivel de inoculación (% v/p) de Lactobacillus cepa B2 sobre la 

formación de ácido  láctico en la fermentación de  cabezas  de  camarón con 20 % (p/p) de suero 

de  leche. 
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En la tabla X se muestran los resultados de simulación en donde se puede observar que los 

valores de b disminuyen  a  medida  que el nivel de inoculación es  aumentado,  a diferencia de 

esto, los valores de la constante  de  acidificación aumentan, lo cual nos indica que con el 

empleo de cultivos  iniciadores el proceso  de acidificación t's mejorado. Por otra parte, los 

valores más altos para la constante  de acidificación fueron encontrados en las fermentaciones 

donde  se utilizó suero  de leche como  fuente  de  carbono, sin embargo, fue en estas en donde  se 

obtuvo una menor  producción de ácido láctico, esto posiblemente se deba  a  que en estas 

fermentaciones la producción de ácido  llega  a la fase estacionaria  en menor tiempo 

comparadas  con  aquellas en donde  se  empleo azúcar de caña y lactosa como fuente de 

carbono. 

Tabla X. Simulación  de la producción de  ácido láctico por el modelo de Gompertz en la 
fermentación láctica  de  cabezas de camarón  a  diferentes  niveles de inoculación con 
Lactobacillus sp. cepa B2. 

Fuente  de 
k (h") b inóculo (% carbono Pmax ATT Nivel de Coeficiente de 

correlación (r) (Yo p/p) 1. !>) 
0': O 

0.99  0.043  3.17 0.478 10% 
0.99  0.043  3.14  0.484 5% 
0.99 0.020  3.28  0.332 

(mmol/g) 
~ ,. 

Azúcar de 
~ caiia 10% - 

! 

0% 0.495  2.88  0.029  0.99 
I 0.042  0.99 

1 Lactosa 0% 0.533  3.21  0.026  0.99 
5% 

0.99  0.046  3.75  0.555 10% 
0.99 0.045  4.27  0.562 I 10% 

i 
I 

I 
0% 0.238  3.97  0.079  0.99 

0.99 

~ Lactosa . 

i 20% I 10%  0.418  3.60  0.023 
5 Yo 0.485  3.24  0.028  0.99 

S. leche 
10% 

0% O. 189 5.35 0.1 16  0.99 

10% 0.208 5.20  0.131 
5 y o  0.230  4.71 o. 120 U.YY 

S. leche 
20% 

OS 

0.99 0.1  18 4.08  0.194 10% 
0.99  0.086  3.54 0.223 5 Yó 
0.99 0.131 5.13  0.182 
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P a t r h  fermentativo. 
En la figura  20  se  muestra la concentración  de  ácidos  orgánicos  producidos  durante la 

fermentación láctica de las cabezas  de  camarón  con 10% (p/p) de azúcar de caña  y 5 % (v/p) 

de  iniciador, en donde  se  puede apreciar que el principal producto  de la fermentación fue el 

ácido láctico, esto no:. sndica que con el empleo  de  cultivos iniciadores es posible modificar el 

patrón fermentativo de heteroláctico a homolácticcl resultados similares fueron obtenidos por 

Shirai, (1  996) al fermentar  desechos de camarón cL.; 10% de glucosa  y 5% del iniciador. Este 

cambio  en  el  patrón  fermentativo es debido  principalmente  a  que la mayoría de las bacterias de 

descomposición, así como las patógenas  son  inhibidas  por la disminución  del pH, competición 

por los nutrientes y por la producción de  gas. el cual desplaza al oxígeno necesario para el 

crecimiento de los microorganismos  aerobios. 
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Figura  20.  Concentración de ácidos  orgánicos  producidos  durante la fermentación Iáctica de 

cabezas  de  camarón  con  10%  (p/p) de azúcar de caña y 5% (VIP) de Lactobacillus sp. 

6.2 Escalamiento  de  la  fermentación  láctica a 2 y 30 Kg. 
La composición  química  proximal  del  camarón y las fracciones sólidas de quitina cruda 

obtenidas  después de la fermentación se muestran en la tabla XI. Meyers (1986) reportó la 
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composición del ensilado  de  cabezas  de  camarón, el cual está en un rango similar al 

determinado en este  trabajo. Sin embargo, la variabilidad puede ser  explicada por el método de 

procesamiento  empleado, el área geográfica y la especie  empleada (No y Meyers, 1995). Los 

resultados  muestran  que  el  contenido de humedad  disminuye  ligeramente  durante los dos 

primeros  días de fermentación. Esto se explica  por el hecho de  que  a  medida  que el licor es 

producido,  éste  es q a r a d o  de la fracción sólida, así como por posibles pérdidas por 

evaporación. 

El contenido de nitrógeno  tiende  a  disminuir  durante la fermentación debido  a la hidrólisis de 

las  proteínas  llevada  a  cabo  principalmente por las  enzimas  presentes  en el desecho (Zakaria et 

nf 1998).  Sin  embargo, al final de la fermentación e l  contenido de nitrógeno aumenta 

ligeramente,  esto  puede  deberse  a la formación  de  biomasa  microbiana, ya que las bacterias 

ácido  lácticas  aumentan  durante el proceso (Martin  y Bemister, 1994). 

Tabla XI. Análisis  químico proximal del  ensilado de cabezas de camarón obtenidos  a 

diferentes  tiempos de fermentación en reactor de dos  kilogramos.. 

Cenizas 
W) 

23.9 7.25 

2.8 4.91 19.5 

O 

4.5 4.22 9.5 

4.7 4.20 10.7 

4.1 4.20 9.3 

4.1 4.30 8.6 

PH ATT (%) 

Por  otra  parte, se observó una disminución  considerable (en el contenido de calcio y cenizas 

durante el proceso de fermentación, esto es  debido a la solubilización  que sufren al reaccionar 

con  el  ácido  producido. 
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El proceso de  ensilado de camarón fue escalado en un reactor con capacidad de 2 kg, la 

fermentación  fue  monitoreada  durante 83 días, deterrninalndo ATT,  pH,  proteína y calcio en  el 

sólido.  Aproximadamente el dl%, 52% y 7% correspondieron  a las fracciones sólida, líquida y 

pérdida de materia  respectivamente, esta Última debida  a la manipulación, producción de  gas y 

pérdida  de  humedad.  Después del segundo  día de fernlentación se alcanzó un  pH de 4.6 

permaneciendo casi cov.;tante por los 83  días (Figura 21). Por otra parte la ATT aumento de 

2.8%  a las 48  horas  ha,, 2 un valor de 4.1 YO a partir de 6 día. 
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Figura 2 l .  Evolución  del pH y producción de  ácido láctico en el  reactor de columna (2 kg ) 

durante la fermentación con 10% (pip)  de azúcar de  caña y 5% (v/p)  de Lactobacillus sp. 

Diversos  autores  han  reportado  aumentos  de pH después  de  las  48 horas, entre  éstos están los 

trabajos  realizados  por  Zakaria et al, (1998)  quien  al realizar fermentaciones  con glucosa de 

desechos  de  crustáceos  observó  aumento  del pH, esto no solamente pudo deberse a los 

productos  resultantes  de la proteolisis tales como  aminas básicas, peptidos y amoniaco, sino 

también al aumento de la capacidad  amortiguadora por disolución  del carbonato de calcio 

presente en el desecho.  Por  otra  parte  ciertas bacterias y levaduras pueden consumir ácido 
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láctico cundo en el medio no se encuentra  disponible una fuente de carbono, provocando con 

esto un aumento en  el pH y con esto permitir que la  putrlefacción S,' lleve a cabo (Van Wyk y 

Heydenrych, 1985). 

=iunque la producción  de  ácido y disminución  del pH están cercanamente relacionados con la 

capacidad  amortiguadora  del  sustrato, la neutralización del ácido no fue observada en este 

trabajo, lo cual  puede  ser  explicado  por la remoción de calcio hacia  la fracción líquida. En  la 

figura 22 es  mostrado el contenido  de  calcio en el licor, el cual  aumenta  a  medida  que la acidez 

aumenta. 

Al sexto  día  de la fermentación,  se logró la máxima remoción de  calcio  en el sólido, la cual 

fue del  82.5%,  esta  alta  remoción  se ve reflejada con la -producción de ácido, la cual a partir 

del sexto  día  permaneció  constante  (Figura 2 1). 
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Figura 22. Contenido  de calcio determinado  durante la fermentación láctica de  desechos  de 

camarón  adicionado 10% (p/p) de azúcar de caña  5% (VIP) de Lactobacillus sp. en reactor de 

columna (2 kg.). 

Después  de los 20  días de fermentación  se  observó en el sólido la formación  de pequeños 

gránulos  de  minerales  corroborando  con  esto  que  el calcio fue  solubilizado por el ácido 

producido. 



Todos  los  organismos  vivos requieren de  cierto valor mínimo  de actividad de agua (Aw) para 

llevar a  cabo su actividad  biológica, y la que requieren Pseudomonas sp. y Acinetobacter sp. 

son de 0.97 y 0.96 respectivamente (Jay,  1996). En general los hongos requieren de bajas 

actividades  de  agua.  .t.guidos por las levaduras y por ultimo las bacterias, las cuales son las 

más  exigentes en lo que  respecta  a  Aw. 

Las  BAL  también  pueden  llegar  a  ser  afectadas por la ,4w, por lo tanto la reducción de la 

actividad de agua  puede  contribuir  a la selección  de ulna microflora láctica. Los mínimos 

valores  de Aw para el crecimiento varían considerablemente  entre  grupos, siendo más baja 

para  especies de Lactobacillus, por ejemplo Lactobacillus  plantarum y Lactobacillus sake se 

adaptan  a  nichos  ecológicos  especiales  con Aw < 0.93 (Lü.cke, 1995). La actividad de agua fue 

un importante  factor  debido  a  que  se logró un decremento  durante  el  ensilaje, de 0.97 al inicio 

de la fermentación  a 0.94 después  de 6 días, inhibiendo algunos microorganismos de 

descomposición,  así  como  BAL  heterofermentativas  que  son  más  sensibles  a bajas Aw, tales 

como  especies de Leuco/lgstoc (Lücke,  1995). 

A valores de pH entre 4 y '. las BAL son más  competitivas  que la mayoria de los 

microorganismos de descomposición, y su uso en  fermentaciones  de  alimentos  se basa 

grandemente en esta propiedad ya que pueden tolerar valores de pH por debajo  de 4.5 (Lücke, 

1995).  Esos  factores no afectan la realización de la fermentación y el pH fue mantenido estable 

durante tres meses sin incremento  de éste. 

Estudios  previos  han reportado actividad proteolítica en ensilado de camarón,  estas enzimas 

actúan sobre el desecho librando a la quitina  de proteínas y pigmentos (Shirai et al., 1996; 

Simpson y Haard,  1985).  La remoción de proteínas durante la fermentación del desecho es 

mostrada  en la figura  23,  el  máximo  grado de despr0teiniz;ación logrado  fue  del  90%  a los seis 

días. 

El grado de desproteinización  de la quitina en este trabajo se  asemeja al reportado por Zakaria 

et al (1998) en un reactor  rotatorio  con  desecho  de camarón, mientras  que en el ensilaje 
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realizado en  Frascos por Shirai (1999) solamente se logró un 76%. La diferencia puede ser 

explicada  por la separación  de las fracciones en ambos rea.ctores, evitando la reabsorción en  el 

sólido. 

La capacidad inicial del reactor fue de 2 kg y  posteriormente  se  incremento  a 30 kg (tabla IX). 

El criterio de escalamiento  empleado fue mantener  similitud  geométrica para lograr la 

reducción de pH y la producción de ácido  (figura 21). El t.iempo final de fermentación para el 

siguiente  tamaño (30 kg)  fue  determinado  a los 6 días,, debido  a  que  en  este tiempo fue 

obtenido el mayor  grado de desproteinización  y  desmineralización. Los reactores de 2 y 30 kg 

tuvieron la misma  magnitud en pH y  evolución  de áciclo. La habilidad para mantener los 

mismos  resultados  en  ambos  fermentadores,  a pesar del incremento en  el  diámetro  y la altura 

del reactor de  columna fue exitosamente  aplicado por Saucedo-Castañeda et  al., (1992). 
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Figura 23. Cambios en el contenido  de  proteína en el sólido  durante la fermentación de 

desechos  de  camarón  con 10% (p/p) de azúcar  de  caña  y 5% (v/p)  de Lactobacillus sp. 

El la figura 24 se presenta  el  contenido de azúcares  totales con respecto  a la producción de 

ácido  láctico en el reactor  estático, en donde  claramente  se  puede  observar  que durante las 
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primeras horas de la fermentación la mayor parte del azúcar es solubilizada y arrastrada hacia 

la fracción líquida, lo cual puede ser :msiderado  como una limitante para el crecimiento de las 

BAL, sin embargo  este fenómeno también ha sido reportado en reactores dinámicos (Zakaria 

et al 1998). A medida  que la fuente de carbono  es metabolizada, la concentración de ácido 

láctico aumenta, la cual  llega  a un máximo alrededor del tercer día  de fermentación (60 mg/g 

de materia fresca),  para  posteriormente  estabilizarse  durante  el resto de la fermentación. 
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Figura 24. Utilización  de  azúcar  de  caña y producción de ácido láctico por Lactobacillus sp. en 

la fermentación  láctica realizada con 10%  (p/p)  del  carbohidrato  y 5% (VIP) de inóculo. 

La acidificación es un factor importante  para la supresión  del  crecimiento  de microorganismos 

de  descomposición.  Adicionalmente, las BAL producen compuestos antimicrobianos, tales 

como  peróxido de hidrógeno,  dióxido  de carbono, acetoína y bacteriocinas. 

La producción de dióxido  de  carbono  es  también una venta-ja adicional para la preservación del 

desecho, ya que ha sido reconocido por  sus propiedades antagónicas  en contra de los 

organismos de descomposición  (Jay,  1996). Se ha  reportado  que  las  bacterias  Gram negativas 

son más sensibles  que  las Gram positivas,  con Pseudomonas como las más  sensibles y BAL y 

anaerobias  como  las más resistentes (Jay, 1996). El dióxido de carbono ha sido usado sólo o en 

combinación  con  otros  gases en carnes  envasadas  al vacío como preservativo (Woolford, 



Resultados y Dlscusiones 63 

1985). Las actividades  inhibitorias son debidas  a la formación de un medio ambiente 

anaerobio por reemplazo del oxígeno  molecular, el pH intra y extracelular decrece provocando 

un efecto  destructivo  sobre la membrana  celular  (Eklund, 1984). 

Otras  limitaciones  observadas en el reactor de  columna fueron el  gradiente de temperatura y 

las diferencias en el medio  ambiente  gaseoso.  Sin  embargo,  estos factores no afectaron el 

proceso de fermentación, ya que las bacterias lácticas son anaerobias facultativas y el reactor 

fue colocado  en un cuarto  de  temperatura  controlada  a fin de evitar la acumulación  de  calor 

metabólico. 

La realización del  ensilado  en  este trabajo fue sin 11ii1gÚn tratamiento previo de esterilización, 

y aunque la duración  del  proceso fue de tres meses, no se  observó  descomposición, debido 

principalmente  a la baja Aw, pH del  sustrato y bajas cantidades  de  oxígeno en el reactor. 

En la naturaleza, la quitina  se encuentra  asociada  a  proteínas,  algunas de las  cuales no pueden 

ser  eliminadas  por  métodos  suaves, y que permanecen unidas  a la quitina,  sugiriendo la unión 

covalente  con  éste  polímero. Austin et al, (1981) y No et al, (1989) han obtenido evidencia de 

la existencia  de  enlaces  covalentes  entre la quitina y las proteínas en caparazones de 

crustáceos. En la tabla XI1 se presenta el contenido  de nitrógeno de diversas muestras 

obtenidas  por  fermentación láctica, así como  quitina,  quitosano y estándares comerciales; en 

donde  podemos  observar  que las muestras  obtenidas  a  los  seis  días  de fermentación 

presentaron valores cercanos al teórico de  6.9 % para la quitina pura. Sin embargo,  este valor 

es ligeramente  menor.  Rutherford y Austin (1978)  mencionan  que  un  valor de nitrógeno más 

alto al teórico  es un indicio de desacetilación o remoción incompleta de proteínas,  mientras 

que  bajos  valores  indican  deaminación  hidrolítica o contaminación  del  producto. 

6.3 Aislamiento de quitina por métodos  químicos después de la 
fermentación. 

Los métodos  químicos  empleados para l a  extracción  de la quitina  a  partir de los desechos de 

camarón  son  simples,  pero  requieren de grandes  volúmenes  de  ácido y álcali, los cuales  a  su 

vez generan  grandes  volúmenes de efluentes acuosos. Por lo cual  se  han propuesto vías 
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alternas para  reducir o eliminar el  uso de  químicos  (Hall y De Silva, 1994; Healy et al, 1994). 

El contenido  de  quitina en el desecho fresco y en la fracción sólida  obtenida  a los seis  días  de 

fermentación fue de 13.1 J 73.2 % respectivamente. Como resultado de la fermentación, el 

contenido de quitina alimentó aproximadamente al doble  del  contenido inicial en el desecho. 

A diferencia de los métodos  químicos, la quitina purificada por el proceso de ensilaje, todavía 

contiene  cierta  cantidad de proteína y calcio  (tabla XI), los cuales  deben de ser  eliminados con 

el fin de  obtener un producto  altamente  purificado.  Normalmente, la quitina pura contiene 

menos  del 1 %O de calcio y 6.9 YO de  nitrógeno (No et al, 1989). 

Tabla XII. Análisis  elemental  de  muestras  de ensilado a  diferentes  tiempos  de fermentación, 
quitina  (reactor 2 kg), quitosano y estándares  comerciales, así como  valores teóricos. 

Tiempo  de  fermentación  (días) %hidrógeno Yo nitrógeno % carbono 

O 3: 38.81 
2 

5.86 6.56 36.53 5 
38.25 

6 1 36.38 1 5.83 1 6.31 1 
I 1 I 

38.25 5.89  6.36 
. .. . 

I 60 
I 83 1 33.10 I 5.59 1 6.64 I 
1 Quitina I 49.82 I 6.76 I 6.73 1 
Quitosano 7.32 6.94 43.45 

Estándares 

Quitina  (Sigma C-71 70)d 

7.85 6.80 42.38 Quitosano  (Sigma C-3646)a 

6.90 6.65 45.28 Quitina valores teóricos a 

6.47 6.61 44.32 

Quitosano  (Fluka  22742)a 7.36 7.19 40.69 
(a) valores obtenidos por Shirai. 1999 

Después  del  proceso  de  ensilado, la quitina  cruda  fue  sometida  a una serie de tratamientos 

ácidos y alcalinos  para realizar una purificación total  con el fin de obtener un producto que  se 

asemejara  a  los  comerciales. 
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La desmineralización fue seguida por la determinación  de calcio en la quitina aislada. En la 

figura 25 se  muestra el efecto  que presenta la concentración de HCl sobre el contenido de 

calcio en la quitina  cruda,  donde  se  puede  observar  que  hubo  diferencias  significativas entre 

los tratamientos.  Las  concentraciones  de 0.4 a  1.0 M resultaron ser  estadísticamente iguales. 

Los porcent ;;es de calcio  obtenidos  después  del tratamie:nto fueron menores de 1 YO, el cual 

está  dentro de los valores  reportados por No et al, (1989). 
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Figura 25. Efecto de la concentración  de HCl sobre el contenido  de  calcio  de la quitina cruda 

obtenida por fermentación  láctica.  Histogramas  con la misma letra son estadísticamente 

iguales  entre  tratamientos  (P<0.05). 

Por otra  parte,  en la figura  26 se muestra el efecto que presentó la concentración de NaOH 

sobre el contenido  de  proteína en  la quitina cruda. Los resultados muestran que las 

concentraciones  desde 0.4 a  1.0 % de  NaOH no presentaron diferencias significativas, siendo 

estadísticamente  iguales. El contenido  mínimo  de pr0teín.a logrado fue de aproximadamente 

1.7 %. Estos  valores  son  más  bajos  (5%)  que  aquellos  reportados por Chang y Tsai,  1997, y 

ligeramente  más  bajos  (2.1 y 2.3%)  que los obtenidos por Shahidi y Synowiecki (1991) para 

camarón  rosa.  Estudios  realizados por Austin et al.( 1981) reportan contenidos de proteína que 

van desde 0.4 hasta  5.6%  para  diferentes  especies  de crustáceos. Las diferencias entre los 

resultados  pueden  deberse  a  que la composición  química varia entre  las especies, a la 
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naturaleza de los complejos  quitina-proteína, o al procedimiento de  purificación. Sin embargo, 

el procedimiento  analítico utilizado en  la determinación del contenido de proteína también 

puede contribuir a las diferencias. Austin t ;  ,d. (1981) reportan que  algunos eniaces covalentes 

solamente pueden ser  removidos  después  de fraccionar los complejos quitina-proteína con 

NaOH 1N a  100°C  durante 48 horas. Sin embargo,  Brine  (1982)  observó  que una considerable 

fracción de  proteínas  que  permanecían  unidas  a la quitina  incluso  después de tratamientos 

prololgados. 

El aumento en la concentración  de HCl o NaOH no provoca una mejoría en  la 

desmineralización  y  deproteinización.  Comportamientos  similares fueron también encontrados 

por Shahidi y Synowieckí  (199 I). La  quitina  cruda  tratada  con  ácido  y  álcali alrededor de 0.4 

M, muestra la disminución  más baja de  esos  compuestos en el sólido.  Reportes  de trabajos 

previos  muestran  que las concentraciones  óptimas de ácidos y álcalis fueron 1.0-1.5N y 1.75 

N, respectivamente  (No et al, 1989;  Shahidi y Synowiecki,  1991). El ensilaje fue capaz de 

reducir la cantidad  de  químicos para la purificación de la quitina  entre un 60-80% en 

comparación  con  las  condiciones reportadas. 
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Figura 26. Efecto de la concentración  de  NaOH  sobre  el  contenido de proteínas en la quitina 

obtenida por fermentación  láctica.  Puntos con la misma  letra son estadísticamente iguales 

entre  tratamientos (P<0.05). 



VII.  Conclusiones 

La fermentación Iáctica es un proceso  adecuado para la conservación  del  desecho,  siendo 

posible el empleo  de  fuentes  de  carbono  económicas  que permitan el  escalamiento en regiones 

aledañas  a  las  granjas  camaronícolas o en  altamar.  Además,  el  proceso  es  económicamente 

atractivo,  debido  a que tiene  bajos  requerimientos  de  energía y equipo de bajo  costo. 

Es importante  tomar  en  cuenta la calidad de la materia  prima,  ya  que de ésta va ha depender el 

éxito o fracaso  del  proceso. Así, entre  más fresco sea el desecho de camarón mejor será la 

calidad  del  ensilado  producido. 

En el presente  trabajo  se  empleó al azúcar  de caña, lactosa y suero de leche  como posibles 

fuentes  de  carbono en la fermentación láctica de los desechos de camarón,  de las cuales el 

azúcar de  caña  a  una  concentración del 10 Y'ó (p/p) h e  la más apropiada para la reducción del 

pH hasta un valor de 4.5 y una acidez total titulable  de 2.4 % dentro de las  primeras 48 horas 

de  fermentación.  Además,  debido  a las grandes  cantidades  de  minerales presentes en  el 

desecho,  se  requieren  concentraciones  elevadas de ácido para lograr disminuir el pH. Es claro 

que no solamente el tipo de  carbohidrato usado, sino talmbién el nivel total de la fuente de 

carbono es  de relevancia  en  el  proceso  fermentativo 

Por otra  parte, se observó  que no hubo  diferencias  significativas  entre el 5 y 10 YO de 

inoculación  empleados,  siendo el nivel al 5 YO el más  adecuado para escalar el proceso de 

fermentación  por  ser  más  económico.  Además, el patrón fermentativo fue establecido como 

homoláctico,  permitiendo una mejor  conservación  del  desecho. 

El empleo  del  reactor de  columna  fue un modelo  adecuado para realizar el escalamiento  de la 

fermentación  ácido láctica a 2 y 30 kilogramos. A los seis  días  de  fermentación  se obtuvieron 

los mayores  porcentajes  de  desproteinización y desmineralización,  los  cuales fueron de 89 y 

83%, respectivamente. 

- - ."" ... ... .. . .. . 
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Además  se logró ..;tabilizar el desecho por 83 días, tiempo durante el cual no fueron 

observados  cambios  aparentes  de  descomposición. 

Se observó  que  a  las  concentraciones de 0.4 y 0.5 M dle ácido y álcali, respectivamente, se 

obtuvieron  los  decrementos  más  grandes  de  proteínas  y minerales. Esto nos demuestra  que la 

fermentación es capaz de reducir  las  cantidades de químicos  empleados  en la purificación de 

la quitina de un 60 a 80% con respecto a las concentraciones  óptimas de ácido y álcali 

reportadas  por No et al en  1989  y  por  Shahidi  y  Synowiecki en 199  1, las cuales fueron de 1 .O 

a  1.5 N y 1.75N, respectivamente. 
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Anexo 1 

Determinación  de  carbohidratos  totales 
(Método  Fenol-Sulfúrico) 

Todos los azúcares se deshidratan  con  ácido  sulfúrico  concentrado formando furfurales o 

alguno  de sus derivados, los que  a su vez se condensan  con fenoles presentec cn  la mezcla de 

reacción para dar  compuestos  de  coloración naranja amarillento  cuya intensidad se mide 

espectrofotométricamente. 

Reactivos 

a) Fenol 5%. Pesar 5 gramos  de fenol (cristales) fundirlos cuidadosamente  a 50°C y 

aforar 2 1 00 m1 con agua  destilada (Coloración ligeramente amarillenta). 

b )  HzSOj concentrado 

c) Solución  estándar de azúcar O. 1 mg/ml (100 pg/ml).  Pesar 100 mg de azúcar, 

disolverla  en  agua  destila y llevarla a un volumen de 1000 ml. 

Curva estándar: 

A partir de la solución  estándar (100 pg/ml)  de azlicar, proseguir  como se indica a 

continuación: 

Volumen del  estándar 
(m11 

Volumen de agua 
(mu 

pg del estándar ~~ ~ "7 
I 

I I I I 0.00 1 .o O 

I 

I 0.20 I 0.8 I 20 I 

0.60 I 0.4 I 60 I 
0.80 

0.0 1 .o0 

0.2 



.-lllc'uos 80 

A cada  tubo se le adicionó 1 .O m1 de fenol a 5% e inmediatamente se agregó  cuidadosamente 5 

m1 de HlSOj concentrado. Se mezcló  perfectamente y se dejó  reposar  aproximadamente 10 

minutos. La absorbancia fue medida a 490  nm. 

0.9 : 
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Figura 27. Curva  estándar  para  determinar  azúcares totales. 



Anexo 2 

Fermentación  láctica. 
Análisis de variancia para la determinación  de la fuente de carbono,  concentración  de la fuente 

de  carbono y nivel de inoculación. 

Tabla 13. Análisis de varianza para la acidez total titulable (ATT) de ensilados  de  cabezas de 

camarón Penaeus sp. (SAS, 1989). 

Modelo  8 

Error  349 
Total corregido  357  437.04861 117 

Coeficiente  de Media del error 
Variación 

0.740129  24.077750 

R-Cuadrada Media ATT 

Tabla 14. Análisis de varianza. Fuentes de variación y sus interacciones (SAS, 1989). 

1 Carbohidrato I 2 I 97.8342035 14- 0.0001 1 
Concentración de 
carbohidrato  2.5272270 -1 1 

Inoculo 
3 Tiempo 

19.4132265 2 



Tabla 15. Comparación de medias de  acidez total titulable por la prueba de Duncan en  las 
diferentes  fuentes de variación. 

I 3.0130 I A I 
~ 

Lactosa 
Suero  de  leche 2*3749 1.7307 -"-i 

20% 

10% 

2.4538 
2.2857 

~ ~ ~ - 

I 10% I 2.5613 1 A I 
I 5 Yo 1 2.5020 I A I 
I 0% I 2.0390 1 B I 

I 72 1 2.6288 1 B I 
I 48 1 2.0714 1 C I 

24 1 1.4456 1 D 1 
A, B, C, D: Medias  con la misma letra son estadísticamente  iguales 

Tabla 16. Análisis de varianza  para pH de ensilados de cabezas de camarón  Penaeus sp.. 

(SAS, 1989). 

Modelo 9 419.34879260 

Error 440  59.9932 1540 O. 13634822 
Total  corregido 449 479.34200800 

R-Cuadrada Coeficiente  de  Media del error 
Variación (MSE) Media pH 

0.874843  6.1704067  0.36925359 



Anexos Q 2  

Tabla 17. Análisis de varianza. Fuentes de variación y sus  interacciones (SAS, 1989). 

Carbohidrato 

carbohidrato 
Concentración de 

0.0001 52.205972 104.41 1944 2 

1 0.745648 0.745648 0.0198 

Inoculo 

0.0001 75.012997 300.051988 4 Tiempo 
0.0001 7.069607 14.139213 2 

Lactosa 

Suero  de  leche 6.5694 

I 20 % 1 6.0253 I A 1 
I 10 Yo I 5.9439 I 

0% A 6.1998 
5 y o  B 5.9866 

I 10% c l  

O 
B 6.3776 24 

A 7.3684 

{+j 
5.08 17 

A, B, C,  D y E: Medias con la misma  letra son estadísticamente  iguales 



Anexo 3 
Curvas  estándares  de  ácido láctko y ácido acético. 

Para la obtención  las  curvas  estándares  de  ácido láctico y acético,  se utilizaron 

concentraciones de O, 0.25, 0.5 y 1.0 mg/ml  de  cada uno y se analizaron por HPLC en las 

condiciones  mencionadas en la metodología. En las figuras 22 y 23 se muestran las curvas 

obtenidas  para  cada  ácido. 
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Figura  28.  Curva  estándar  para  ácido  acético. 
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Figura 29. Curva estándar para ácid0 láctico. 



Anexo 4 
Curva estándar  de  calcio (Caco3) 

Para la realización de la curva  estándar de calcio se utilizaron concentraciones de O a 4 partes 

por millón de carbonato de calcio, el cual fue determinado  como se menciona en la 

metodología por espectrofotometría de absorción atómica a  422 m. En la figura 24  es 

mostrada la curva  estándar de calcio (CaC03). 

y = 0.2016xt 0.061 
R = 0.9942 

O 1 2 3 4 

Concentración (ppmn) 

Figura 30. Curva  estándar  para  determinar  calcio  (CaC03) 


