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SUMMARY

Background. Chitin is found in high concentration in insects, this being a new source of exploitation, due to the
similarity in the content of chitin in exoskeletons of crustaceans compared to insects, especially those considered pests.
Objective. Evaluate and compare the biological process of solid medium fermentation (SMF) combined with three
treatments: ultrasonication, chemical and enzymatic hydrolysis in the purification of chitin from shrimp (Penaeus sp)
and grasshopper (Sphenarium purpurascens) exoskeletons. Methodology. It consisted of the implementation of a
pretreatment by fermentation in a solid medium (SMF) with chitinous samples (shrimp and grasshopper) combined
with ultrasonication (20 kHz, 750 W, 120 min, 30 °C, 1/20 p/v), hydrolysis chemical (0.4 M NaOH, 0.6 N HCI, 38%
NaClO, 1/15 p/v, 25 °C, 4 h) and enzymatic (Alcalase® 2.4L, 1:2 E:S, pH 7.5, 70 °C, 150 rpm, 300 min). Results. The
combined treatments of SMF-ultrasonication, SMF-chemical hydrolysis, and SMF-enzymatic hydrolysis showed a
higher percentage of deproteinization (84.82, 94.67, and 80.45%) and demineralization (82.12, 95.58, and 52%) with
shrimp exoskeletons compared to shrimp exoskeletons grasshopper percentages (76.38, 92.04 and 78.71%) and (79.39,
95.37 and 51.79%) respectively. Implications. The chemical treatment generated greater protein and mineral removal
compared to the other treatments, reaching yields of 54.45% in shrimp and 51.88% in grasshoppers. Conclusion.
Ultrasonic waves extracted chitin in a shorter time (2h) with yields of 74.43% in shrimp and 78.02% in grasshoppers,
reducing the amount of water.

Key words: Shrimp and grasshopper exoskeletons; combined processes; deproteinization; demineralization and chitin.

RESUMEN
Antecedentes. La quitina se encuentra en elevada concentracion en insectos, siendo ésta una nueva fuente de
explotacion, debido a la similitud en el contenido de quitina en exoesqueletos de crustaceos en comparacién con los
insectos sobre todo con los considerados plaga. Objetivo. Evaluar y comparar el proceso bioldgico de la fermentacion
en medio sélido (FMS) combinado con tres tratamientos: Ultrasonicacion, hidrélisis quimica y enzimética en la
purificacién de quitina a partir de exoesqueletos de camar6n (Penaeus sp) y chapulin (Sphenarium purpurascens).
Metodologia. Consistié en la implementacion de un pretratamiento por fermentacion en medio sélido (FMS) con
muestras quitinosas (camarén y chapulin) combinados con la ultrasonicacion (20 kHz, 750 W, 120 min, 30 °C, 1/20
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p/v), hidrélisis quimica (NaOH a 0.4 M, HCl a 0.6 N, NaCIO al 38%, 1/15 p/v, 25 °C, 4 h) y enzimética (Alcalase®
2.4L, 1:2 E:S, pH 7.5, 70 °C, 150 rpm, 300 min). Resultados. Los tratamientos combinados de FMS-ultrasonicacion,
FMS-hidrdlisis quimica y FMS-hidroélisis enzimatica, mostraron un mayor porcentaje de desproteinizacion (84.82,
94.67 y 80.45%) y desmineralizacion (82.12, 95.58 y 52%) con exoesqueletos de camardn en comparacion con los
porcentajes del chapulin (76.38, 92.04 y 78.71%) y (79.39, 95.37 y 51.79%) respectivamente. Implicaciones. El
tratamiento quimico gener6 mayor remocidn de proteinas y minerales en comparacién con los demas tratamientos,
alcanzando rendimientos de 54.45% en camarédn y 51.88% en chapulin. Conclusion. Las ondas ultrasénicas extrajeron
de quitina en un tiempo menor (2h) con rendimientos de 74.43% en camarén y 78.02% en chapulin, reduciendo la

cantidad de agua.

Palabras clave: Exoesqueletos de camarén y chapulin; procesos combinados; desproteinizacion; desmineralizacion y

quitina.

INTRODUCCION

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante
en la naturaleza y se encuentra principalmente en un
gran ndmero de organismos como los crustaceos,
hongos, e insectos (Elieh-Ali-Komi y Hamblin, 2016;
J.A. Salazar-Leyva et al., 2014; King et al., 2017). La
importancia comercial de la quitina radica en la
aplicacion de diversas areas como la biotecnologia,
farmacéutica, biomédica, alimenticia y agricultura
(Chavez-Magdaleno et al., 2018; Islem y Marguerite,
2015; Tharanathan y Kittur, 2003; Xu et al., 2005). Por
tal motivo, existe el interés comercial de la
purificacién de la quitina y sus derivados por la
necesidad de tener sustratos y procesos mas
econdmicos. Se sabe que la quitina se encuentra en
elevada concentracion en insectos, siendo ésta una
nueva fuente de explotacion, debido a la similitud en
el contenido de quitina en exoesqueletos de crustaceos
en comparacion con los insectos sobre todo con los
considerados plaga. Ultimamente se ha comenzado a
explorar la extraccion y caracterizacion de quitina y
quitosano a partir de insectos, recientemente Monter et
al., 2016; 2016; Kaya et al., 2015a; Sung et al., 2016
han aislado, caracterizado y comparado quitina de
diversas especies de chapulin, con el inconveniente de
haber obtenido dicho recurso con rendimientos y pesos
moleculares relativamente bajos en comparacion con
lo reportado en otros insectos. El procedimiento para
obtenerlo consiste en aislarlo de proteinas, minerales;
generalmente calcareos y pigmentos. Las etapas de
este procedimiento se denominan procesos de
desproteinizacion, desmineralizacién y caracterizacion
de la quitina en relacién con su contenido de humedad,
grado de desacetilacion y contenido de nitrdgeno, entre
otros, permitiendo reconocer su calidad (Morillo de
Montiel et al., 2016). Por otra parte, el chapulin
proveniente del estado de Oaxaca es un insecto
polifago y representa un problema de importancia
prioritaria para la agricultura, es considerado como una
plaga en los cultivos de maiz, frijol, soya, alfalfa y sus
infestaciones pueden llegar a ser de 30-40
chapulines/m? o mas (Rios et al., 2014), por lo que es
posible su recoleccion permitiendo a cada familia de la
localidad obtener alrededor de 50-70 kg de saltamontes

por semana. Se estima que al menos se extraen 75-100
toneladas (peso fresco) por afio en este valle. Asi
mismo, esta investigacion consisti6 en evaluar y
comparar el proceso bildgico de la fermentacion en
medio  sdélido (FMS) combinado con la
implementacion de tres tratamientos:  fisico
(Ultrasonicacion), quimico (Hidrolisis quimica) vy
enzimético (Hidrdlisis proteica) para la obtencién y
purificacién de quitina a partir de exoesqueletos de
camaron (Penaeus sp) y chapulin (Sphenarium
purpurascens). Por tal motivo, el objetivo de esta
investigacién consta de cuatro partes importantes. La
primera consistié en establecer nuevas fuentes de
quitina. La segunda, en analizar el proceso biolégico
para la extraccion de quitina por fermentaciéon en
medio solido para la desproteinizacién vy
descalcificacién del material obteniéndose quitina
como producto final debida a su naturaleza amigable
ecolégicamente comparada con los métodos de
preservaciéon que involucran &cido o bases, que son
ecolégicamente  agresivos 'y  econdmicamente
inviables. La tercera, en la implementacién de un
método fisico para la obtencion y purificacion de
quitina, como el ultrasonido, que sea amigable con el
ambiente en el sentido de que permita emplear menos
acidos y se reduzca la cantidad de agua de lavado entre
cada paso de purificacién, lo anterior en virtud de los
beneficios aportados por dicho método para lograr la
reduccion de tamafio, desproteinizacién, posible
despigmentaciéon y desmineralizacion, debido a la
asociacion  entre  proteina-minerales-pigmentos
observada en la quitina. Por tltimo, se evalué mediante
los perfiles hidroliticos, las diferencias en los modos
de accion de un mismo tipo de enzimas sobre
substratos similares en cuanto a solubilidad, grado de
desacetilacion y peso molecular. Por tal razon esta
investigacién propone un proceso de produccién
limpio para la obtencion de quitina a partir de residuos
marinos e insectos, evaluando por primera vez,
procesos combinados como la ultrasonicacion vy
tratamientos bioldgicos para la despolimerizacion.
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MATERIALES Y METODOS
Muestra

Se utilizaron muestras de chapulines provenientes del
mercado Benito Judrez de la ciudad de Ocotlan de
Morelos, Oaxaca; y exoesqueletos de camaron
obtenidos en el embarcadero zona industrial del puerto
pesquero de Alvarado, Veracruz. Estas se lavaron
previamente con agua potable varias veces hasta que el
agua dej6 de verse turbia y finalmente se lavaron con
agua destilada. Una vez limpios, se ultracongelaron a -
65 °C y posteriormente se liofilizaron a temperatura =
-40 °C, y vacio de -133 mBar con una liofilizadora
(Labconco 77540-00, MO, USA.). Una vez liofilizada
las muestra, se molieron (Molino ProctorSilex®
72500RY, Japon) y tamizaron (Tamiz No. 50 Test
Sieve® 090233332 Alemania) a un tamario de particula
de 300um. Finalmente, la harina se almacen6 en bolsas
herméticas medianas de 18 x 20 cm (Ziploc, Johnson
y Sons, Inc., Racine, WI, USA) protegiéndola de la
humedad y la luz hasta su posterior uso.

Fuente de carbono

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

Microorganismo

El microorganismo utilizado para la FMS fue la cepa
acido-lactica comercial L. plantarum BG-112. La cepa
se reactivd en medio Man Rogosa Sharpe (MRS)
incubandose a 38 °C por 2.7 h en una incubadora
(Felisa®, FE-132AD, México) considerando el valor de
Umax para ser inoculadas posteriormente a cada uno de
los desechos (Amador et al., 2016).

Meétodos

Pretratamiento por fermentacion en medio sélido
(FMS)

Consistié en la implementacion de un pretratamiento
por fermentacion en medio sélido (FMS) con muestras
quitinosas (camaroén y chapulin) molidas y tamizadas,
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éstas se mezclaron con melaza en una proporcién de
18% (p/p) y esterilizaron a 115 °C por 15 min,
posteriormente, se inocularon al 5% (p/v base hliimeda)
con la cepa &cido lactica comercial L. plantarum BG-
112 reactivadas previamente. Las fermentaciones
fueron realizadas por triplicado en fermentadores tipo
frasco con una capacidad de 1.5 kg (Tabla 1) durante
120 h a 38 °C. El producto fermentado de cada reactor
se lavo con agua corriente secandola (Horno Felisa®
FE-132AD México) a 40 °C durante 24 h para su
posterior combinacién con los procesos de
ultrasonicacion, tratamiento quimico y
desproteinizacion enzimatica respectivamente.

Ultrasonicacion

Se aplicaron ondas ultrasénicas con una relacion 1:20
(p/v) de quitina pretratada:disolvente (solucion PEG-
K2B4O7 al 14%) a una frecuencia de 20 kHz a 750 W
(Ultrasonic Processor® CPX750 USA) durante 120
min a una amplitud de 40% y temperatura de 30 °C, en
vasos de precipitado de 2000 mL con una capacidad de
0.1 kg de muestra.

Hidrdlisis quimica

La desproteinizacion se realiz6 mediante hidrolisis
alcalina con una solucion acuosa de hidréxido de sodio
(NaOH) a 0.4 M, con una relacion 1/15 peso/volumen
(p/v) y agitacion constante a 1000 rpm durante 1 h a
una temperatura de 25 °C. Al término, la muestra
solida se lavé con agua corriente hasta la neutralidad.
Posteriormente, se desmineralizaron las muestras
mediante hidrolisis &cida con una solucion de acido
clorhidrico (HCI) a 0.6 N en una relacion 1/15 (p/v) y
agitacion constante de 1000 rpm durante 3 h. Una vez
concluida se lavd con agua corriente hasta la
neutralidad conforme a las condiciones determinadas
por Cira et al., (2002). Inmediatamente, se realizé un
doble blanqueado el cual consistié en suspender los
residuos desproteinizados y desmineralizados en una
solucidn de hipoclorito de sodio (NaClO) al 38% bajo
agitacion constante (1000 rpm) a 25 °C durante 20 min.
Al término del primer blanqueado, las muestras fueron
filtradas y resuspendidas por segunda vez en
hipoclorito bajo las condiciones antes descritas. Las
muestras resultantes se lavaron hasta llegar a
neutralidad y se secaron en una estufa a 35 °C durante
24 h (Horno, marca: Felisa® modelo: FE-132AD,
México).

Tabla 1. Dimensiones y cantidad de carga de los fermentados de camaron y chapulin.

Muestras Dimensiones del Altura de Cantidad de Volumen Densidad aparente
frasco (cm) llenado (cm)  mezcla total (g)  ocupado (cm?®) (g/lcm?®)
Camaron 25 dealtoy 20 1,500 2,261.95 0.67

y Chapulin 12 de didmetro
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Hidrolisis enzimatica

Se utiliz6 la enzima comercial Alcalase® 2.4L
(SIGMA-ALDRICH, USA), la cual es una proteasa
(Subtilisina A) de Bacillus licheniformis, con una
relaciéon Enzima:Sustrato (1:2) y suspendidas en buffer
de fosfato de potasio 50 mM a pH 7.5, como requisitos
para esta enzima comercial segin su hoja técnica. La
reaccion procedié incubando a una temperatura
controlada de 70 °C a 150 rpm durante 300 min. La
enzima se inactivd por calentamiento (>90 °C por 3
min) antes de ser centrifugada (10,000 rpm, 15 min, 4
°C) (Gildberg y Stenberg, 2001). La fase liquida y
solida se separ0 para su posterior analisis de proteina
por el método Kjeldahl (AOAC, 2012).

Anélisis
Andlisis de la melaza y muestras quitinosas

Se tomaron muestras por triplicado (3 a 5 g por
determinacion) de melaza y exoesqueletos de chapulin
y camardn para sus respectivos andlisis: % humedad
(H), actividad de agua (Aw), % cenizas, potencial de
hidrégeno (pH), % grasas y % proteinas.

Anadlisis de las muestras tratadas

Acordes a los métodos estandar (AOAC, 2012), se
cuantificé el % de proteinas y % de minerales (cenizas)
en las muestras quitinosas resultantes de los diferentes
tratamientos de purificacion en los exoesqueletos de
camaron y chapulin. Por dltimo, los porcentajes de
desmineralizacién (% DM) y desproteinizacion (%
DP) fueron calculados por la Ecuacion (1).

Y (%) = [M x 100 (1)

(x0-50)

Donde, “Y” es el porcentaje de desmineralizacion o
desproteinizacion, “Xo” y “xf” son el porcentaje inicial
y final del contenido de cenizas o0 proteinas
respectivamente, “so” y “st” el peso inicial y final de

las muestras tratadas (g) respectivamente.
Caracterizacion de las muestras quitinosas
Determinacién de solubles

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

El peso molecular se calculd determinando Ila
viscosidad intrinseca [n], empleando como solvente
una solucion de acido acético glacial (2%) y acetato de
sodio (0.2 M). Los parametros se determinaron
empleando la ecuacién 2 de Mark—Houwink-Sakurada
(MHS) y las constantes determinadas a y k para el
disolvente empleado (Pacheco, 2007; Mao et al., 2007;
Shrinivas et al., 2005).

[n] = k PM? (2

Donde: k = 1.38 x 10-5 L/g; a = 0.85; PM = Peso
Molecular

Obtencion de espectros infrarrojo (FTIR)

Se obtuvieron espectros infrarrojos de las muestras
quitinosas resultantes de los tratamientos combinados
utilizando como blanco la quitina comercial (Sigma-
Aldrich México). Estas muestras fueron pulverizadas
(<0.5 mm de diametro) y mezcladas con Bromuro de
potasio (KBr) a una relacién 1:15, para obtener
pastillas (160 mg). Estas fueron analizadas por
espectroscopia de infrarrojo en un intervalo de 400-
4000 cm? utilizando un espectrofotometro e
interferometro con reflectancia total atenuada (Perkin
Elmer, DYNASCAN espectrum 100, USA), obtenidos
con una resolucién de 4 cm™ en un rango de 4000-515
cm® con un total de 16 barridos.

Analisis Estadistico

Se llevé a cabo un disefio completamente al azar en los
experimentos variando la fuente y tipo de tratamiento.
El porcentaje de humedad, cenizas, acidez, pH,
proteinas y color, fueron considerados como las
variables de respuesta utilizdndose el programa
MINITAB® version 21.0 (2021). Asi mismo, se realizd
una comparacion de medias agrupadas con un analisis
de varianza (ANDEVA) y una comparacion con la
prueba de Tukey para verificar si las diferencias fueron
estadisticamente significativas (P< 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
Anélisis proximal de la melaza y fuentes quitinosas

En la Tabla 2 se presentan los resultados del analisis
proximal, se encontrd que el porcentaje de humedad de
la melaza empleada fue de 23.11 + 0.01%, cenizas de
9.51 + 0.02%, proteinas de 4.25 + 0.02%, grasas 0.5
+0.01, pH 5.43 £ 0.01 y actividad de agua (Aw) de 0.67
+ 0.01. Por otra parte, el porcentaje de humedad del
camaron y chapulin fue de 43.75 + 0.01 y 21.28 +
0.03%, cenizas 14.8+0.08 y 19.21+0.04%, proteinas de
49.72 £ 0.09 y 52.96 + 0.01, grasas 1.38 + 0.01y 8.77
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+0.08y Ay de 0.69 £ 0.04 y 0.77 £ 0.03. Asi mismo,
se observo que si existe diferencia significativa entre
los porcentajes proximales de la melaza y las fuentes
quitinosas (P<0.05). Estos porcentajes se encuentran
por debajo de la media a los reportados por Monter et
al., 2016; Amador et al., 2016; Kaya et al., 2015. Esto
es debido a que las proteinas, minerales y contenido de
grasas como componentes  principales varia
dependiendo de la especie, parten del organismo,
estado de nutricion y ciclo reproductivo.

Tabla 2. Composicion proximal de la melaza y
fuentes quitinosas.

Exoesqueleto

Determinacion  Melaza Camar6n  Chapulin

23.11 43.75 21.28

Humedad (%) +0.01 +0.01 +0.03
_ 9.51 14.8 19.21
Cenizas (%) +0.02 +0.08 +0.04
] 4.25 49.72 52.96

Proteinas (%) +0.02 +0.09 +0.01
0.5 1.38 8.77

Grasas (%) +0.01 +0.01 +0.08
’ 5.43 7.8 4.14
P +0.01 +0.09 0.06
Aw 0.67 0.69 0.77

+0.01 +0.04 +0.03

! Promedio de tres repeticiones + error estandar de las
pruebas realizadas por triplicado.

Pretratamiento por fermentacion en medio sélido

En el pretratamiento de la fermentacion en medio
solido, se observé que existi6 un porcentaje de
desproteinizacion de 23.2+0.08 y 27.8+0.16% de
proteina residual y un porcentaje de desmineralizacion
de 7.1+£0.04 y 7.1+0.02% de cenizas residual, con los

57.00%
56.00%
55.00%
54.00%
53.00%
52.00%
51.00%
50.00%

% DESPROTEINIZACION

49.00%
48.00%

FMS CHAPULIN FMS CAMARON

47.00%

Figura 1. Desproteinizacion y desmineralizacion durante

camardn y chapulin.

% DESMINERALIZACION

la
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sustratos de exoesqueletos de camar6n y chapulin
respectivamente. Obteniendo un mayor porcentaje
desproteinizacion y desmineralizacion con el sustrato
de exoesqueletos de camardn de 56.08 y 51.79% en
comparacion con el de chapulin de 51.05 y 47.77%
respectivamente (Figura 1). No obstante, estos valores
fueron 40% mas bajos que los reportados por Castro et
al., 2018; Neves et al.,, 2017; Zhang et al., 2016;
Francisco et al., 2015 y Pacheco et al., 2011, quienes
emplearon hasta de 7 dias de fermentacion. Este efecto
se debi6 a la produccion de acido lactico generado por
la cepa L. plantarum BG-112 durante la fermentacion,
el cual reacciona con el carbonato de calcio presente
en los exoesqueletos produciendo lactato de calcio,
donde precipita y son removidos durante el lavado de
agua. Al mismo tiempo, las enzimas proteoliticas
producidas por la cepa y las presentes en los
exoesqueletos en combinacién con la temperatura y el
pH, llevan a cabo la desproteinizacion. Por altimo, se
realiz6 un analisis estadistico utilizando el %DP y
%DM como variables de respuesta (P< 0.05), este
analisis mostr6 que hay diferencia significativa entre
estos dos sustratos, la diferencia puede deberse a que
la composicion quimica varia entre las especies y la
naturaleza de los complejos quitina-proteina.

Tratamiento combinado de FMS-Ultrasonicacion

En la combinacién de la FMS-Ultrasonicacion (Figura
2), se obtuvo un porcentaje de proteina residual de
8.1+0.09 y 10.1+0.09% y un porcentaje de cenizas
residual de 3.05+£0.49 y 4.5+0.43% con los sustratos de
exoesqueletos de camarén y chapulin respectivamente,
existiendo un aumento de 31.07 y 28.00% de
desproteinizacién; y un 28.61 y 27.60% de
desmineralizacion respectivamente en comparacion
con los tratamientos de FMS, y coexistiendo un
aumento de 68.98 y 63.99% de desproteinizacion; y un

52.00%
51.00%
50.00%
49.00%
48.00%
47.00%

46.00%

FMS CHAPULIN FMS CAMARON

45.00%

fermentacién en medio sélido de exoesqueletos de
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65.66 y 64.2% de desmineralizacién en comparacion
con el ftratamiento por ultrasonicacién. En
consecuencia, se observé que si existe diferencia
significativa en los %DP y %DM entre los tratamientos
de FMS, Ultrasonicacién y FMS-Ultrasonicacion
(P<0.05), alcanzando un mayor porcentaje
desproteinizacién y desmineralizacién con el sustrato
de exoesqueletos de camaron de 84.82 y 82.12% en
comparacién con el de chapulin de 76.38 y 79.39%
respectivamente. Este efecto es originado por la
fermentacion generando acido lactico y en
combinaciéon con los factores ocasionado por la
ultrasonicacion (calor, presion y turbulencia); acelera
la transferencia de masa en las reacciones quimicas,
crea nuevos caminos de reaccion, rompiendo y
desprendiendo  particulas  (cavitacion en las
proximidades de una superficie sélida) o incluso
generar productos diferentes a partir de los obtenidos
en condiciones convencionales. Estos valores fueron
5% mas bajos que los reportados por Martin et al.,
2017 y Barreto et al., 2001. Sin embargo, hay que
tomar en cuenta que ellos emplearon disolventes
acido-alcalinos combinado con ondas ultrasénicas, lo
gue constituye un riesgo para la integridad personal y
el medio ambiente.

Tratamiento combinado de FMS-Hidrolisis
guimica

En el tratamiento combinado de FMS-Hidrolisis
quimica (Figura 3), se obtuvo un porcentaje de proteina
residual de 8.1+0.09 y 10.1+0.09% y un porcentaje de
cenizas residual de 2.86+0.23 y 4.5+0.05% con los
sustratos de exoesqueletos de camarén y chapulin
respectivamente, existiendo un aumento de 40.99 y
37.85% de desproteinizacion; y un 48.6 y 43.79% de
desmineralizacion respectivamente en comparacion
con el tratamiento de FMS, y de la misma forma,
existiendo un aumento de 1.12 'y 2.87% de
desproteinizaciéon; y un 219 y 455% de
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desmineralizacion respectivamente en comparacion
con los tratamientos de hidrolisis quimica.
Reciprocamente, se alcanz6 un mayor porcentaje
desproteinizacion y desmineralizacién con el sustrato
de exoesqueletos de camar6n de 94.67 y 95.58% en
comparacioén con el de chapulin de 92.04 y 96.37%
respectivamente. En cuanto al analisis estadistico, se
observé que si existe diferencia significativa en los
%DP y %DM entre los tratamientos de FMS,
Hidrolisis quimica y FMS- Hidrolisis quimica entre
estos dos sustratos (P < 0.05). De igual modo, se
observé que estos valores estan 6% por arriba que los
reportados por Séaenz et al., 2019; Martin et al., 2017;
Monter Miranda et al., 2016, Amador et al., 2016 y
Bajaj et al., 2011. Como desventaja del método, se
tiene el empleo de aproximadamente 31L de agua por
cada 50g de material quitinoso procesado. Aspecto por
considerar para validar el empleo de otros métodos de
procesamiento.

Tratamiento combinado de FMS-Hidrdlisis
Enzimatica

En el tratamiento combinado de FMS-Hidrolisis
Enzimatica (Figura 4), se obtuvo un porcentaje de
proteina residual de 10.5+0.28 y 12.13+0.1% Yy un
porcentaje de cenizas residual de 7.1+0.3 vy
10.07£0.3% con los sustratos de exoesqueletos de
camaron y chapulin respectivamente, existiendo un
aumento de 27.66 y 23.63% de desproteinizacion; y
ligeramente un 0.02 y 0.21% de desmineralizacion
respectivamente en comparacién con la FMS. Por otra
parte, igualmente existi6 un aumento de 58.27 y
57.42% de desproteinizacion; y un 52 y 47.79% de
desmineralizacion respectivamente en comparacion
con el tratamiento de hidrolisis enzimatica. En relacion
con el anélisis estadistico, se observd que, si existe
diferencia significativa en los %DP y %DM entre los
tratamientos de FMS, Hidrdlisis enziméatica y FMS-
Hidrolisis enzimatica entre estos dos sustratos (P < 0.05).
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Figura 2. Desproteinizacion y desmineralizacién utilizando la FMS (=), ultrasonicacion (=) y FMS +
ultrasonicacion () en exoesqueletos de camarén y chapulin.
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Figura 4. Desproteinizacion y desmineralizacion utilizando FMS (=), hidrolisis enzimatica (=) y FMS + hidrdlisis

enzimética (=) en exoesqueletos de camarén y chapulin.

Alcanzando, un mayor porcentaje desproteinizacion y
desmineralizacién con el sustrato de exoesqueletos de
camaron de 80.45 y 52.00% en comparacion con el de
chapulin de 78.71 y 51.79% respectivamente. Este
efecto ocurre debido a que las enzimas hidrolizaron los
péptidos de las proteinas en combinacién con las
enzimas proteoliticas presentes en los exoesqueletos,
produciendo un menor deterioro de la estructura de la
quitina. Los porcentajes de desproteinizacion
obtenidos fueron superiores en un 13%, en
comparacion con los reportados por Cisneros et al.,
2019 y Dey et al., 2011. Esto indica que el uso del
tratamiento combinado FMS-hidrélisis enzimatica
arrojan mejores resultados que los reportados por los
autores mencionados.

Caracterizacion de muestras quitinosas

El estudio por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR) fue realizado en
muestras quitinosas que provenian de exoesqueletos de
camaron (Figura 5) obtenidas por un pretratamiento de
fermentacion en medio sélido combinado con la
ultrasonicacion, hidrolisis quimica y enzimatica. En
este estudio pueden distinguirse en los tres
tratamientos las sefiales tipicas del infrarrojo de la
quitina, como es la sefial de vibracién —OH a 3277 cm-
1 también se determinaron las bandas de mediana
intensidad caracteristicas de C-H y COCHg presentado
en los espectros, a 2931 cm?t y ,2874 cm? se
observaron las bandas de la amida | y Il 2 1622 cm™y
1538 cm™ la cual es caracteristica para quitinas con
conformacion cristalina tipo o (Focher et al., 1992),
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también se observaron las bandas de los grupos
caracteristicos, tales como C-O a 1031 cm™. Sin
embargo, en la misma figura se muestra el espectro de
quitina comercial (Sigma-Aldrich México) espectro
color rosa, donde se aprecian los grupos funcionales
caracteristico de las quitinas obtenidas, se ven
diferencias en los tres tratamientos combinados con
respecto al estandar comercial. Estas quitinas
obtenidas presentaron 0.5, 0.7 y 0.9% de insolubles en

Amador-Mendoza et al., 2022

acido acético (0.1 M), es decir una solubilidad de
93.22, 93545 y 93.083%, los porcentajes de
desacetilacion calculados fueron de 83.054, 85.235 y
90.013% y peso molecular (PM) de 112.934, 206.507
y 222.338 kDa respectivamente, estando por debajo
del peso molecular de la quitina comercial utilizado
como referencia fue de 300 kDa para la a-quitina de
camaron de bajo peso molecular.
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Figura 5. Espectros FTIR de las quitinas obtenidas por fermentacion en medio sélido combinado con hidrdlisis
quimica (===), ultrasonicacion (=== ), hidrdlisis enzimatica (===) y quitina comercial (Sigma-Aldrich Méxic0) (m=)

a partir de exoesqueletos de camaron.
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Figura 6. Espectros FTIR de las quitinas obtenidas por fermentacion en medio sélido combinado con hidrdlisis
guimica (===), ultrasonicacion (== ), hidrdlisis enzimatica (==) y quitina comercial (Sigma-Aldrich Méxic0) (=)

a partir de exoesqueletos chapulin.
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Por otra parte, en los espectros infrarrojos de absorcién
FTIR de la quitina producida a partir de exoesqueletos
de chapulin (Figura 6), se exhiben en los tres
tratamientos una banda intensa y ancha a 3270 cm'!
asociada al grupo OH, se observaron las bandas de la
amida | y I a 1635 cm™ y 1428 cm™ correspondientes
a la quitina, también se observan las bandas de los
grupos caracteristicos de la quitina, tales como C-O a
1073 cm™. No obstante, en el espectro del proceso
FMS + Hidrolisis quimica no aparece un pico
correspondiente al grupo amida, esto se atribuye al
efecto de la hidrélisis alcalina con hidroxido de sodio.
Estas quitinas presentaron 0.6, 0.9 y 1.0% de
insolubles en &cido acético (0.1 M), es decir una
solubilidad de 87.53, 86.23 y 90%, los porcentajes de
desacetilacion calculados fueron de 74.074, 82.146 y
87.45%, y peso molecular (PM) de 139.138, 219.226 y
226.952 kDa respectivamente, estos valores de peso
molecular fueron superiores a los reportados por Kaya
etal., (2015), quienes obtuvieron un peso molecular de
5.2 a 6.8 kDa a partir de siete especies de chapulin (A.
simultarix, A. strepens, D. fractaand, D. laticornis, O.
miniata, O. caerulescens, P. cognata), estando
también, por debajo del peso molecular de la quitina
comercial (300 kDa).

CONCLUSIONES

La fermentacion en medio sélido (FMS) de camarén y
chapulin influyéd en la desproteinizacion (56.82 vy
51.05%) y desmineralizacion (51.79 y 47.77%)
respectivamente. Sin embargo, la metodologia a base
del tratamiento combinado de FMS + Hidrolisis
guimica obtuvo mayor porcentaje de desproteinizacion
(94.04%) y desmineralizacion (96.37%), aunque con el
inconveniente de que se efectuaron lavados continuos
con un gasto de 18-20 L/130 g de muestra. Por otra
parte, el uso de las ondas ultrasonicas a partir del pre-
tratamiento de la FMS influyé en los porcentajes
desproteinizacion (84.82 y 82.12%) y
desmineralizacion (79.39 'y 76.38%) en los sustratos de
camaron y chapulin respectivamente. En cuanto a la
hidrolisis enzimatico a partir del pre-tratamiento por
FMS, existi6 un aumento del 27.66 y 23.63% de
desproteinizacién; y un 002 y 0.21% de
desmineralizacién respectivamente, aumentando el
efecto de la hidrdlisis de proteinas en los exoesqueletos
de chapulin. Se ha demostrado que a partir de la
fermentacion en medio s6lido como pre-tratamiento
aplicado en los métodos quimicos, enzimaticos y
ultrasénicos son una herramienta eficiente que nos
permite  desproteinizar 'y  desmineralizar los
exoesqueletos chapulin y camaroén para la obtencion de
quitina, siendo la ultrasonicacién un método amigable
con el ambiente en el sentido de la reduccion de la
cantidad de agua de lavado entre cada paso de
purificacion.
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