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ABREVIATURAS
ANOVA: Andlisis de varianza

ACS: Grado Reactivo Analitico

AOAC: Association of Official Agricultural Chemists
%C: Porcentaje de Ceniza

°C: Grados Celsius

CBO01: Consorcio bacteriano 1

CB02: Consorcio bacteriano 2

CBO03: Consorcio bacteriano 3

CBO04: Consorcio bacteriano 4

CBO05. Consorcio bacteriano 5

DP: Desproteinizacion

%DD: Grado de deacetilacion

%DP: Porcentaje de desproteinizacién

ET: Exoesqueleto total de residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei)
FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
FIV: Factor de Inflacion de varianza

%G: Porcentaje de grasa cruda

%GH: Porcentaje de Grado de Hidrdlisis

GL: Grados de Libertad

%H: Porcentaje de humedad

ITP: Instituto Tecnoldgico de la Produccion

KJ: kilojulio

MC: Media Cuadratica
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%Nt: Porcentaje de nitrégeno total

%P: Porcentaje de Proteina

PE: Polietileno

pH: Potencial de Hidrogeno

%Q: Porcentaje de quitina

RZ: coeficiente de determinacion

RZaj: coeficiente de determinacion ajustado

Rpm: Revoluciones por minuto

SC: Suma de Cuadrados

SCe: Suma del cuadrado del error

SCi: Suma del cuadrado de los efectos de interaccion
SCn: Suma de cuadrados del efecto

SCr: Suma de cuadrados totales

TE: Tubo de extraccion

TSA: Medio de cultivo Agar Tripticasa de soya
TSB: Medio de cultivo Caldo Tripticasa de soya
UFC: Unidades formadoras de colonias

Valor-p: valor de probabilidad

vvm: volimenes de aire por volumen de liquido por minto

a : valor de significancia
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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar consorcios bacterianos y
condiciones de operacién en bioprocesos, que permitan reducir el contenido de
proteina en residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei). Se evaluaron cinco
consorcios bacterianos conformados por bacterias provenientes del banco de cepas del
Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de la Produccion (ITP), las
cuales fueron seleccionadas por su capacidad enzimatica y de trabajar en consorcio; 5
consorcios bacterianos fueron conformados (CB01, CB02, CB03, CB04 y CB05). Tres
variables independientes fueron evaluadas por su efecto sobre el bioproceso de
hidrdlisis para desproteinizar residuos de langostino. El bioproceso de hidrolisis fue
realizado mediante el empleo de un disefio factorial 23, el cual consideré los efectos
individuales y de interaccion de las variables independientes temperatura (25 y 35°C),
tiempo (16 y 24 horas) y volumen de inéculo (2 y 6 mL x 10" UFC/mL). En cada
consorcio bacteriano se midio: la tasa de desproteinizacion (%DP/hora). Los
resultados mostraron que el consorcio bacteriano con la mayor capacidad de
desproteinizacién (DP) fue el consorcio bacteriano 5 (CB05). Las mejores condiciones
de operacion fueron de 35°C, 16 horas y un volumen de indculo de 6 x 10" UFC/mL,
con las cuales se redujo el porcentaje de proteina de 13.021 a 0.062 %, con un
porcentaje de desproteinizacion de 99.566% y una tasa de reduccion de proteina de
0.811 % de proteina/ hora.

Palabras clave: Residuos de langostinos, quitina, consorcio bacteriano, tasa de

desproteinizacion.
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ABSTRACT

The aim of the present investigation was to evaluate bacterial consortia and bioprocess
operational conditions to reduce the content of protein in shrimp residues (Litopenaeus
vannamei). Five bacterial consortia including strains from the Biotechnology
Laboratory of the Technological Institute of Production (ITP) bacterial strains bank,
were evaluated which were selected for their enzymatic capacity and their ability to
work in consortia; 5 bacterial consortiums were set up (CB01, CB02, CB03, CB04 and
CBO05). The effect of three independent variables on the hydrolysis bioprocess to
reduce protein in shrimp waste, were also evaluated. The hydrolysis bioprocess was
carried out based on a factorial design 23, which studied the effects of individual and
independent variables interactions, such as temperature (25 and 35 ° C), time (16 and
24 hours) and volume of inoculum (2 and 6 mL x 10” UFC/mL). In each bacterial
consortium was measured: the deproteinization rate (%DP / hour). Results showed that
the bacterial consortium with the highest deproteinization (DP) capacity was bacterial
consortium 5 (CBO05). The effectiveness operational conditions were 35 °C, 16 hours
and 6 mL x 10’ UFC/mL, to reduce protein content from 13.021 to 0.066%, percentage
of deproteinization 99.5% and protein reduction rate 0.81% protein/ hour.

Key words: Shrimp waste, chitin recovery, bacterial consortia, deproteinization rate.
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INTRODUCCION
En el Peru, la industria acuicola representa uno de los principales sectores productivos
en crecimiento del pais (1,2), habiendo alcanzado en los afios 2016 y 2017
exportaciones equivalentes a 18 y 23 millones de ddlares en productos tradicionales,

asi como 77 y 65 millones de ddlares en productos no tradicionales respectivamente
@).

En el sub sector acuicola las principales especies cosechadas son trucha que representa
un 52.16%, concha de abanico con 20.93% y langostino con 20.40% (2,4). Durante el
proceso de comercializacion del langostino (Litopenaeus vannamei) y la concha de
abanico (Argopecten purpuratus) se aprovecha del 20 al 40% del animal, siendo el 60
a 80% restante residuo, el cual es desechado al ambiente con la consiguiente
contaminacion ambiental como eutrofizacién, aumento en la demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), aumento de organismo patdgenos y de putrefaccion que afectan la
salud publica (5-8).

La industria langostinera corresponde al 70.64% de las exportaciones acuicolas del
pais siendo estas de 7,311.5 TM en 2003 (9), 19,028 TM en 2014, 22,017 TM en 2015
y 20,062 TM en 2016 aproximadamente (1,2). Los residuos de langostinos son fuente
de diferentes productos con valor comercial como astaxantina, quitina, quitosan,
carbonato de calcio, entre otros (10-13). Actualmente en el Pert esos residuos son
vertidos al ambiente y en algunos casos vendidos como suplemento de alimento animal

o como fertilizante (14,15).

Frente al crecimiento en la produccion de langostinos (Litopenaeus vannamei) en el
pais, es necesario no solo evitar que los residuos generados sean desechados al
ambiente, sino también aprovecharlos de manera integral, mediante técnicas
biotecnoldgicas y eco amigables que reemplacen los procesos quimicos actualmente

utilizados.
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CAPITULO I:
GENERALIDADES

1.1 Formulacion del problema

Durante el aprovechamiento de residuos de langostinos para la obtencion de productos
como astaxantina, quitina y quitosano, proteinas y lipidos son removidos mediante un
proceso de desproteinizacion (DP). Actualmente la desproteinizacion (DP) se realiza
por métodos quimicos que involucran el uso de soluciones alcalinas como hidroxido
de sodio (NaOH), hidréxido de potasio (KOH), carbonato de sodio (Na2COs),
bicarbonato de sodio (NaHCOs3), fosfato de potasio (NasPOs), entre otros a altas
concentraciones y temperaturas, los cuales podrian contaminar el ambiente debido a
que generan sustancias corrosivas y peligrosas (16-18). Por lo tanto, es necesario
contribuir al reemplazo de los procesos quimicos utilizados actualmente a escala
comercial para el procesamiento de residuos de langostino, por métodos

biotecnoldgicos y eco amigables.
El presente trabajo plantea los siguientes problemas de investigacion:

- ¢El uso de bioprocesos de hidrolisis enzimatica mediante el empleo de consorcio
bacteriano y sus mejores condiciones de operacion permitiran reducir el contenido
de proteinas en residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei), permitiendo llevar
a cabo el proceso de desproteinizacion?

- ¢Serd posible evaluar consorcios bacterianos y condiciones de operacion de
hidrolisis enzimatica, para reducir el contenido de proteinas en residuos de
langostinos (Litopenaeus vannamei)?

- ¢Es factible seleccionar consorcios bacterianos a ser probados, que permitan
hidrolizar residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei)?

- ¢Es posible hidrolizar residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei) con cada
tipo de consorcio bacteriano a diferentes condiciones de bioproceso?

- ¢Sera posible determinar las condiciones de operacién que reduzcan mejor el
contenido de proteinas con cada consorcio bacteriano?

- ¢Es factible determinar el mejor consorcio bacteriano que mejor hidrolicen los
residuos de langostinos para reducir el contenido de proteinas?
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar consorcios bacterianos y condiciones de operacion para reducir el contenido
de proteinas en residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei), mediante bioprocesos

de hidrdlisis enzimatica.

1.2.2 Objetivos especificos

e Seleccionar los consorcios bacterianos a ser probados en los bioprocesos.

e Hidrolizar residuos de langostinos con cada tipo de consorcio bacteriano a
diferentes condiciones de bioproceso.

e Determinar las condiciones de operacion que reduzcan mejor el contenido de
proteinas con cada consorcio bacteriano.

e Determinar el consorcio bacteriano que mejor hidrolicen los residuos de langostino
para reducir el contenido de proteinas.

1.3 Hipdtesis

La evaluacion de consorcios bacterianos a diferentes condiciones de operacion en
bioprocesos de hidrolisis enzimatica de residuos de langostinos (Litopenaeus
vannamei), permitira determinar el consorcio y las condiciones que mejor reducen el

contenido de proteinas en ese sustrato.

1.4 Variables e indicadores

Tabla 1. Variables independientes, dependientes e indicadores del presente trabajo
de Investigacion.

Variables independientes Indicadores
Tiempo de biorreaccion Horas
Temperatura de biorreaccion ° Celsius
Volumen de Inoculo UFC/mL
Variables dependientes Indicadores
Tasa de desproteinizacion %Desproteinizacion / hora
Grado de hidrolisis g Glicina/ g Muestra

1.5 Alcance y tipo de investigacion
El presente trabajo de investigacion tiene un alcance de tipo descriptivo correlacional
y el tipo de investigacion es experimental.
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1.6 Delimitacién espacial y temporal

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia y del Laboratorio de Fisicoquimica del Instituto Tecnoldgico de la
Produccion (ITP), Callao-Peru. El periodo de trabajo fue de abril del 2018 a febrero
del 2019.
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2.1. Langostinos (Litopenaeus vannamei)

El langostino (Litopenaeus vannamei, Boone, 1931) se encuentra en aguas costeras de
hasta 72 metros de profundidad cuya temperatura es superior a 20°C durante todo el
afio, desde Sonora México hasta el departamento de Tumbes en Perd (19,20). No
obstante este también se encuentra siendo cultivado para fines productivos en paises
como China, Indonesia, Tailandia, Belice, Vietnam, Estados Unidos de América
(Hawaii), Malasia, entre otros (19,21).

2.1.1. Clasificacion Taxondmica y Morfologia:
- Clasificacién Taxonomica: Se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion Taxonomica del Litopenaeus vannamei

Clasificacion Taxonémica
Reino Animalia
Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea
Superclase Multicrustéacea
Clase Malacostraca
Subclase Eumalacostraca
Suborden Dendobranchiata
Super familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie Vannamei
Nombre Cientifico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Fuente: Buleje (2017), De Grave y Fransen (2015).
- Morfologia

El langostino (Litopenaeus vannamei) posee dos mandibulas y varios apéndices frente
a la boca que asisten en la alimentacion; su cuerpo esta dividido en 3 regiones:
cefalotérax, abdomen y telson, compuesta por segmentos, 8 para el cefalotérax y 6
para el abdomen (Figura 1). En el cefalotdrax se encuentran 5 pares de peredpodos (10
en total) utilizados para caminar y dirigir el alimento a la boca (20,23). De igual manera
en el cefalotérax se encuentran las antenas y anténulas que son 6rganos sensoriales,
donde las anténulas contienen sacos con fluido que permiten que el animal se oriente,

es similar al oido interno humano. Las antenas son sensibles y altamente moviles, al
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moverse en toda direccion permiten que el langostino se desplace aun en aguas oscuras
(Figura 1). Cuenta también con un par de ojos ubicados lateralmente y son moviles,
compuestos por 7 000 a 30 000 ojos individuales en cada uno, sin embargo el animal
se orienta principalmente por el tacto (20,23). En el abdomen o pleon encontramos a
los pledpodos (cinco pares de apéndices) cuya funcion es la de nadar. En el telson
encontramos a los urépodos cuya funcion es también la natacion (Figura 1)(20,23).

Cefalotora

Abdomen
Rostro

Ojos \,,-—'-"‘"h'\"

-

Anténula ¥

Escala

antenal

Antena

Telson

Uropodos

Figura 1. Anatomia externa del langostino.
Imagen extraida del Departamento de Pesca y Acuicultura de la FAO (2006)

El cuerpo del langostino esta recubierto por su exoesqueleto el cual estd compuesto de
quitina y carbonato de calcio que le confiere dureza, esta estructura se encuentra
intimamente unida a los musculos y una capa de piel (23); el exoesqueleto es
periddicamente removido y reemplazado durante las etapas de crecimiento del animal

permitiendo que este siga creciendo; a este proceso se le denomina exuviacion (20).
2.1.2. Composicion

El abdomen de los langostinos es la parte que generalmente es comercializada y posee
un valor cal6rico de alrededor de 4.5 KJ/g y de 75 a 80% de agua, 18 a 20% de proteina
y 1% de grasa; el exoesqueleto contiene 30 a 40% de proteina, 30 a 50% de minerales,
0 a 1% de lipidos y 20 a 30% de quitina (23-25). La parte comestible es la fraccién
proteica y la grasa, esta Gltima determinante para las propiedades sensoriales del

producto como su aroma Yy sabor; los lipidos ademdas contienen pigmentos
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carotenoides, responsables del color tipico del langostino tanto en estado vivo como
después de cocido (23,26,27).

2.1.3. Ciclo de produccion:
- Cultivo

El proceso de produccion de langostinos (Figura 2) se inicia con la reproduccion de
los progenitores y la captura de nauplios o con el cultivo en incubadora de semillas o
nauplios libres de patogenos especificos (SPF) y/o resistentes (SPR); son criados en
incubadoras hasta su etapa de post larva (PL) a los 10 a 15 dias de cultivo. Luego son
transferidos a tanques de cultivo larval donde el cultivo puede ser de tipo extensivo (4
a 10 PL/m?), semi-intensivo (10 a 30 PL/m?), intensivo (60 a 300 PL/m?) y stper
intensivo (300 a 450 PL/m?); la densidad poblacional de cultivo genera un aumento en
la tecnificacion y generacion de residuos causados por la produccion de langostinos.
Actualmente en el Peru el cultivo de langostinos se encuentra en crecimiento pasando
de cultivo semi intensivo a intensivo, por lo cual la generacion de residuos también se

encuentra en aumento (19,28).
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Figura 2. Proceso de cultivo y cosecha del langostino.
Imagen extraida del Departamento de Pesca y Acuicultura de la FAO (2006)
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- Procesamiento

El langostino una vez cosechado es lavado, pesado e introducido en agua helada de 0
a 4°C. Luego se agrega metabisulfato de sodio para evitar melanosis y cabeza roja;
puede ser procesado 0 conservado a -10°C. Durante su procesamiento se separa el
abdomen del exoesqueleto y viseras, siendo el abdomen el 40% en peso del animal y
las visceras con el exoesqueleto el 60% del mismo; el abdomen es conservado en
refrigeracion hasta su empaqgue y comercializacion, mientras que los residuos son
almacenados hasta ser desechados al ambiente 0 en algunos casos vendidos como
suplemento de alimento animal o como fertilizante (19,27,28).

2.1.4. Situacion de la industria langostinera en el Peru:

En el Perd la industria de langostinos se encuentra en constante crecimiento desde el
afio 2005 como se aprecia en la Tabla 3, alcanzando una cosecha de 20 441 TM, una
producciéon de 15 835.29 TM y exportaciones de 20 062 TM en 2016 (2). Las
exportaciones de langostinos representaron el 58% de las exportaciones acuicolas del
pais en el afio 2003 (9) y el 70.64% de las mismas en el afio 2016 (2). Durante el
procesamiento del langostino el 40% de su peso es comercializado y corresponde al
abdomen (comercialmente llamado cola); el 60% restante es considerado residuo
(24,29,30) siendo la mayor parte exoesqueletos, mayormente desechados al ambiente.
Los residuos son una gran fuente de diferentes productos con valor comercial como
astaxantina, quitina, quitosan, carbonato de calcio, entre otros (11,12,29). La industria
de langostinos sigue una tendencia creciente de produccion y exportaciones (tabla 3,
figura 3), por lo tanto, también se ha incrementado la cantidad de residuo generado por

este sector industrial.
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REPOSITORIO DE

Tabla 3. Cosecha, produccion y exportaciones de langostinos en el Peru del 2006 al

2016™,

Actividad anual | Cosecha (TM) | Produccion (TM) | Exportaciones (TM)
2006 9527 6 434.01 7 555
2007 11 657 8 096.81 9023
2008 13314 9 091.67 9590
2009 13 425 8313.7 13370
2010 13598 8 680.48 9932
2011 16 379 11 037.65 15 404
2012 17 801 12 449.74 16 385
2013 17 883 10 536.88 16 536
2014 21 484 14 151.79 19 028
2015 21183 12 549.01 22 017
2016 20 441 15 835.29 20 062

Fuente: PRODUCE (2015-2016)

Cosecha, produccion y exportaciones de
langostinos en el Peru del 2006 al 2016™.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Cosecha (TM) Produccion (TM) M Exportaciones (TM)

Fuente PRODUCE (2015-2016)

Figura 3. Cosecha, Produccion y Exportaciones de langostinos en el Peru del 2006 -
2016 (TM).
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2.1.5. Aprovechamiento de residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei):

Los residuos de langostino son fuente de diversos productos entre ellos el biopolimero
quitina y su derivado quitosan, de gran importancia debido a su empleo en las
industrias farmacéuticas, biomédicas, alimentarias, textiles, cosméticas, agricolas,
ganaderas y en el tratamiento de aguas residuales (31-33). Uno de los procesos méas
importantes o criticos para la obtencion de estos productos es la desproteinizacion (DP)
el cual en la actualidad se lleva a cabo con una base fuerte, hidroxido de sodio (NaOH)
al 4% por 24 horas, a 95°C(16), dado que el NaOH permite remover proteinas, lipidos
y pigmentos del residuo(16,34-36). Sin embargo, estos métodos quimicos podrian
causar la despolimerizacién de los productos y generar sustancias corrosivas y

peligrosas para el ambiente (18,37).

La desproteinizacién (DP) puede ser realizada por métodos biotecnoldgicos que
involucran microorganismos 0 enzimas comercialmente puras. Las enzimas
proteoliticas catalizan la hidrdlisis de los puentes peptidicos de la proteina ligada a los
tejidos de los residuos de langostinos, permitiendo asi que las proteinas sean separadas.
Sin embargo, el uso de enzimas comercialmente puras representa un elevado costo de

produccion para la industria siendo este el mayor inconveniente del método (38,39).

Por otro lado, el uso de microorganismos presenta una alternativa que podria ser mas
econdmica y ecol6gicamente amigable. Algunas cepas son ya conocidas por tener
actividad proteolitica, como Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, S.
marcescens, entre otras. La accién microorganismos mediante hidrdlisis enzimatica,
permite desproteinizar los residuos y aunque esta estrategia es la mas viable, los
tiempos de bioproceso reportados aln siguen siendo extensos, de 100 a 144 horas
(12,23,40,41).
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2.2. Hidroélisis Enzimética

2.2.1. Enzimas

Las enzimas son moléculas proteicas de alto peso molecular producto de la unién de
aminoacidos mediante enlaces peptidicos, que permiten la transformacién de
sustancias en los sistemas bioldgicos preservando su funcionalidad e integridad. Cada
reaccion bioquimica implicada que en el metabolismo celular requiera ser catalizada
por un tipo de enzima especifica, es por ello que existen enzimas para casi cualquier
reaccion quimica descrita (42). Las enzimas actian como catalizadores biolégicos y
permiten acelerar procesos igual que los catalizadores quimicos, con la diferencia de
que estas tienen una alta especificidad, capacidad de ser reguladas y de generar
segundos productos sin residuos o un minimo de ellos, que en su mayoria son
biodegradables (43,44). Las enzimas pueden ser obtenidas o aisladas a partir de
microorganismos, animales y plantas, entre otros (42,45). Durante la década de los
1900s las enzimas eran extraidas a partir de érganos animales (42). En 1984 se logro
la primera produccién de enzimas microbianas, siendo Jokichi Takamine quien usé
Aspergillius oryzae para la produccion de takadiastasa una mezcla de amilasas y
proteasas (45).

2.2.2. Hidrdlisis

Hidrolisis es una reaccion quimica, que puede ser acida y/o basica, durante la cual el
agua se separa en ion hidroxilo (OH") y en el ion hidrégeno (H*) o hidronio (H3O%),
ambos altamente reactivos, lo cuales al encontrarse con compuestos como bases y
acidos reaccionan, dando como resultado la solubilidad, formacion y el grado de
reaccion de sales y otros compuestos (46). En quimica organica, hidrolisis es la
reaccion por la cual las moléculas de agua separan grandes moléculas al romper sus
enlaces covalentes, permitiendo asi que dicha molécula se separe en sus componentes
de menor tamafio siendo estas moléculas funcionales y contienen los iones
provenientes del agua. Como ejemplo se menciona los jarabes de glucosa provenientes
de almidén, donde los carbohidratos por medio de hidrélisis son convertidos en

moléculas de azlcar formando un jarabe (47).

La hidrolisis de proteinas se puede dar por accion quimica o por enzimas; en el caso
de reacciones quimicas los enlaces peptidicos de las proteinas son rotos por accion de
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acidos o bases fuertes, las cuales pueden conllevar a efluentes corrosivos y peligrosos
por lo cual su uso es ecologicamente inviable. Ademas la hidrélisis quimica de
proteinas puede generar productos inespecificos, reducir la actividad biologica y las
cualidades nutricionales del hidrolizado (15,46,48), por lo cual surge la hidrolisis

enzimatica como alternativa.

2.2.3 Hidrodlisis enzimatica de proteinas

La hidrolisis enzimatica es la ruptura de enlaces quimicos por accion de enzimas. Las
enzimas que permiten esta accion son las proteasas, esterasas y glicosidasas (42); esta
forma de hidrolisis presenta ventajas sobre la hidrélisis quimica &cida o alcalina, dada
la selectividad que presentan las enzimas sobre enlaces particulares del sustrato que se
desea hidrolizar evitando por lo tanto la formacién de productos inespecificos por
efecto de la degradacion, los cuales inevitablemente aparecen durante la hidrdlisis
quimica y que podrian llegar a ser toxicos (49,50). La hidrolisis enziméatica de
proteinas es un proceso en serie que se lleva en las proteinas por accion de proteasas;
estas permiten romper los enlaces peptidicos de las proteinas (corte proteolitico o
hidrélisis de proteinas) (17). Mediante ese proceso las proteinas son llevadas hasta
peptonas, péptidos y aminoacidos, donde cada uno de estos productos difieren por su
capacidad de solubilidad, directamente relacionada a su tamafio molecular medio y su
relacion amino/nitrogeno total (49,50). En la actualidad se cuenta con un gran niumero
de proteasas comerciales que provienen de animales, vegetales y microorganismos,
para su uso en desproteinizacion; un ejemplo de estas son Tripsina, Quimiotripsina,
Newlasa,  Protamex™  (Novozyme), Neutrasa  (Novozyme),  Pronasa,
Alcalaza®(Novozyme), entre otras (17,50,51).
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2.3 Disefio experimental (disefio factorial)

El disefio factorial es una de las familias de disefio experimental de mayor eficacia y
versatilidad tanto en la industria como en la investigacion. Es un disefio robusto que
permite estudiar la influencia de los efectos individuales y de interaccion de multiples
factores, sobre una o varias respuestas. Este disefio permite determinar qué factores y
niveles ejercen un efecto individual o de interaccion sobre el proceso en estudio para
que se lleve a cabo de la mejor manera (52-54). Este tipo de disefio es usado como un
paso previo a la optimizacion, pues permite evaluar y detectar qué variables o factores
(cuantitativos o cualitativos) son los mas importantes o los que mayor influencia tienen
sobre el proceso en estudio y que deben ser optimizados (52-54). El disefio se realiza
seleccionando niveles y factores, siendo que los niveles deben ser al menos 2 y maximo
3, mientras que los factores deben ser al menos 2. El disefio permite incrementar el
numero de factores sin que aumente el error (53). La familia del disefio factorial se
compone de disefios de tipo 2, 3¥y fraccionados, donde el nombre del disefio describe
el nimero de tratamientos a realizarse; en estos el nimero corresponde a los niveles

de los factores y “k” al nimero de factores a emplearse.

2.3.1. Disefio factorial 2°

El disefio factorial 22 corresponde a tres factores y dos niveles por cada uno. Permite
evaluar los efectos principales y de interaccion de 3 variables con respecto de 1 0 mas
variables respuesta o dependientes y asi investigar siete efectos de interés en la matriz
de disefio (Tabla 4). Ello plantea siete hipotesis nulas (Ho) emparejadas con sus
correspondientes hipotesis alternativas (53-55), que son comprobadas mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Para validar el disefio se debe cumplir los supuestos
de normalidad, varianzas iguales (homocedasticidad), independenciay colinealidad de
los factores (multicolinealidad) (52-55). El disefio es ademas analizado mediante un
modelo de regresion lineal maltiple a partir de los datos obtenidos en el ANOVAY la
validacion de los supuestos permitiendo obtener una ecuacion polinomial de primer
orden para predecir el comportamiento de la respuesta en estudio, dentro de los niveles

de los factores escogidos (area experimental).
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2.3.1.1. Interpretacion del ANOVA

Todos los efectos cuyo valor de probabilidad (valor-p) sea menor que el valor de
significancia escogido (o) son estadisticamente significativos, aquellos que no sean
significativos son ignorados y se realiza un segundo analisis de varianza conservando
aquellos efectos que tenian un valor-p por debajo de o 0 muy cercano a este. Las
repeticiones de los experimentos en los disefios factoriales, sugieren la necesidad de
realizar réplicas a la matriz experimental, no obstante, esta se hace cuando interesa
calcular la interaccion triple ABC, la cual segun lo reportado por Gutiérrez y De la
Vara (2012) suele tener una influencia muy pequefia en la explicacion del proceso, por
lo cual puede ser ignorada. Por el contrario, los efectos que explican y tienen mayor

influencia sobre los procesos en estudio son los efectos principales y de interaccion

doble (53,56).
Tabla 4. Tabla de efectos de un disefio factorial de tipo 23
Combinaciones de
Factor 1 Factor 2 Factor 3 tratamientos
(A) (B) ©) AB | AC | BC | ABC (Notacion de
Yates)
- - - + + + - Q)
+ L - - _ + + a
- + - - + - + Cc
+ + - + - - - ac
- - + + - - + b
+ . + - + - - ab
- & + - - + - bc
+ + + + + + + abc

2.3.1.2. Analisis de regresion lineal multiple

El andlisis de regresion lineal multiple genera un modelo de regresion que permite
predecir el comportamiento de la respuesta en funcién de los diferentes valores de los
factores estudiados. EI modelo de regresion estad dado por el modelo de los efectos
como se aprecia en la ecuacion a continuacion propuesta por Gutiérrez y de la Vara
(2012).
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Y=p+o+ Bi + Yi + (aB)ik+(BY) ji + (ay) i + (aBY)ijk + &ijia

Donde Y es la respuesta predicha; i, j y k representan los factores en estudio; p, B, v
representan los efectos individuales y la combinacion de estos ultimos representan los

efectos de interaccion.
- Coeficientes de determinacion

Los coeficientes de determinacién permiten conocer la variabilidad del modelo
estudiado con respecto a la variaciéon total experimental, y asi cuantificar la
variabilidad en los datos obtenidos experimentalmente, que es explicada por el modelo
(53,54). Los coeficientes de determinacion en el disefio factorial son calculados

mediante las siguientes ecuaciones descritas por Gutiérrez y De la Vara (2008):

SCT_SCE
RP= =41
SC, * 100
CM; — CM
2 T E
Raj = C—]\/IT* 100

En los modelos que emplean multiples factores como es el caso del disefio factorial,
es preferible usar el coeficiente de determinacion ajustado (RZ%aj) en lugar del
coeficiente de determinacion (R?), debido a que el R?aj incrementa o disminuye su
valor dependiendo de si los factores en estudio aportan o no a la explicacion de la
variabilidad de la respuesta. ElI R? no varia en funcion al aporte de los factores para
explicar la variabilidad de la respuesta estudiada; sino, R? tiende a incrementarse a
medida que se analizan més factores, lo cual podria conllevar a afirmaciones falsas o
erroneas. Un coeficiente de determinacion ajustado (RZ%aj) igual o superior a 70%
permite afirmar que las variaciones estudiadas, explicarian el comportamiento de los
resultados; valores de R?aj menores a 70 %, indicarian que el comportamiento de los
resultados podria deberse a variables fijas o nulas no incluidas en el modelo (52,53).
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2.3.1.3. Validacion de los supuestos

La validacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad (igualdad de las
varianzas), independencia y multicolinealidad, se realiza con la finalidad de que las
conclusiones e interpretaciones obtenidas del ANOVA y de regresion lineal multiple,
puedan ser validadas. Los residuos, que son la diferencia entre los valores reales y los
valores predichos por el disefio, son usados como una muestra aleatoria de una
distribucion normal, con media cero y varianza constante, para verificar los supuestos
(52,53).

- Anélisis de normalidad

Determina si el comportamiento de los datos obtenidos sigue una distribucion normal.
Para ello se realiza el analisis de Anderson-Darling que indica que cuando los residuos
siguen una distribucion de tipo normal, el valor del estadistico de Anderson-Darling
es cada vez menor y el valor de significancia es mayor al valor de probabilidad
escogido (0=0.05) (52,53).

- Andlisis de homocedasticidad o igualdad de las varianzas

Consiste en verificar que todos los tratamientos en estudio tengan la misma varianza 'y
que esta no afecte a la varianza del error, quiere decir que los coeficientes estimados
para la regresion lineal multiple son los mas eficientes y no sesgados(52,53). Este
supuesto puede verificarse mediante la prueba de Bartlett, la cual solo puede ser usada
cuando se haya cumplido el supuesto de normalidad. El supuesto de homocedasticidad
es valido cuando el valor de probabilidad es mayor al escogido (¢=0.01)(52,53). Si
bien el cumplimiento de este supuesto es importante, su incumplimiento no influye de
manera significativa siempre y cuando los valores de probabilidad sean
significativamente menores al valor de probabilidad escogido («#=0.01) en el analisis
de varianza (ANOVA)(53,54).
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- Andlisis de Independencia

Permite evaluar y detectar deficiencias en la planeacion y ejecucion del experimento,
indica si se aplicé erroneamente el principio de aleatorizacion en las pruebas
experimentales y si factores o variables nulas o fijas afectaron a la respuesta estudiada
(52,53,56). Este supuesto puede verificarse mediante el método gréfico, el cual
consiste en graficar en el eje horizontal el tiempo (orden de las corridas) con respecto
de los residuos (eje vertical); si los puntos se distribuyen formando una tendencia o
patron definido, se determina que existe una correlacion entre los errores y que el
supuesto no se cumple; si se distribuyen aleatoriamente sin formar un tendencia o

patrén (Figura 4) se determina que el supuesto se cumple (56).
- Andlisis de multicolinealidad (colinealidad de las variables)

Es un supuesto empleado en la ecuacion de regresion y permite determinar si algunas
variables incluidas en el modelo estan correlacionas con otras; esta situacion puede
con llevar a errores dado que la multicolinealidad incrementa la varianza de los
coeficientes de regresion de la ecuacion de prediccion haciendo que esta sea inestable,
provocando que los coeficientes generados por una variable puedan ser vistos como
insignificantes cuando son significativos para explicar la respuesta. Si este supuesto
no se cumple puede conducir a defectos en la precision del modelo. El supuesto se
evalUa mediante el factor de inflacion de varianza (FIV) que permite determinar hasta
qué punto las varianzas de los coeficientes de regresion se incrementan a causa de la
colinealidad de los factores y el error (52-54,56). Este es calculado mediante las

siguientes ecuaciones descritas por Gutiérrez y De la Vara (2008):

1

FIV (variables) = 1——R2a]

FIV (modelo) = m

Si FIV es igual a 1 no existe multicolinealidad; si esté entre 1 a 5 la multicolinealidad

es moderada; y cuando es igual o superior a 10 la multicolinealidad es alta.
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CAPITULO III:
MATERIALES Y METODOS

3.1. Campo de Investigacion
3.1.1 Ambito Geogréfico

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia y del Laboratorio Fisico Quimico del Instituto Tecnoldgico de la
Produccion (ITP), Callao-Perd. El periodo de trabajo fue de abril del 2018 a febrero
del 2019.

3.1.2 Unidades de Estudio

Las unidades de estudio para este trabajo fueron residuos de langostinos (Litopenaeus
vannamei) proveidos por una empresa colaboradora al Instituto Tecnolégico de la
Produccion.

3.2 Materiales
3.2.1 Materia Prima

Fueron utilizados como materia prima residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei)

consistentes en exoesqueleto del abdomen y exoesqueleto del cefalotorax.
3.2.2 Material Microbiolégico

Las cepas bacterianas empleadas en el estudio fueron previamente aisladas,
identificadas y almacenadas (20) en el banco de cepas del Laboratorio de
Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de la Produccion (ITP) y pertenecen a la
coleccion del mismo. Estas cepas fueron escogidas entre otras de la coleccion, dadas
sus caracteristicas enzimaticas y su capacidad de crecimiento en consorcio. El cultivo

y reactivacion de las cepas fue realizado en medios especificos.

3.2.3 Material Enzimatico:
La enzima utilizada para realizar los controles positivos en los bioprocesos de
hidrolisis de residuos de langostinos en el presente estudio fue Protamex™ (P0029,

Sigma-Aldrich). Protamex es un complejo de enzimas proteoliticas de tipo hidrolasa
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producida por especies del género Bacillus, para hidrdlisis de proteinas en la industria

alimentaria (57).

3.3 Métodos

3.3.1 Obtencion de la muestra

Las muestras de residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei), estaban constituidas
por exoesqueleto del cefalotorax, exoesqueleto del abdomen y visceras (Figura 4). En
el cefalotorax se encontraban las visceras, 0jos, antenas, anténulas, maxilépodos y
peredpodos del animal (Figura 4-C); en el abdomen se encontraban los pleépodos
(Figura 4-B); y en el telson, los urépodos (Figura 4-A). Lotes de aproximadamente de
20 kg de muestras fueron recibidos en blogues de 1 Kg congelados y glaseados (Figura
5) procedentes de una empresa dedicada a la produccion y comercializacién de
productos hidrobioldgicos ubicada en Tumbes (Pert). Las muestras fueron mantenidas

en una congeladora (Friolux) hasta el momento de su uso.

Figura 4. Residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei), tomada de una muestra,
donde A es el exoesqueleto del Telson, B el exoesqueleto del abdomeny C el
exoesqueleto del cefalotérax.

Figura 5.- Residuos de langostinos (Litopenaeus vannamei) congelados vy
glaseados.
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Las muestras previo a su uso en los bioprocesos fueron limpiadas y preparadas

siguiendo el procedimiento descrito a continuacion.

- Descongelado: Se realizd con una corriente de agua a temperatura ambiente,
durante 15 minutos.

- Separado: Se realiz6 para separar las visceras, antenas y todo tejido blando del
exoesqueleto; asimismo, para separar el musculo del exoesqueleto del abdomen 'y
el telson como se aprecia en la figura 6.

- Triturado: Se realizd para separar restos musculares y otras particulas
remanentes, empleando una licuadora de laboratorio (Waring).

- Filtrado: Se realizo para separar particulas no disueltas, empleando un papel filtro
de 2 mm (Whatman No. 2).

4..;‘.’ | *\ &
Figura 6.- Separacion de restos musculares del exoesqueleto de  langostinos
(Litopenaeus vannamei).

- Secado: Se realiz6 para eliminar el agua libre de la muestra evitando la
proliferacion de microorganismos y facilitar su almacenamiento. Se realiz en una
estufa marca Binder siguiendo el método gravimétrico para determinacion de
humedad, descrito por la FAO (1986) y Pacheco (2010) modificando la
temperatura de 100°C a 60°C por 16 horas, para evitar alteraciones estructurales
en la materia prima por efecto de la temperatura (6).

- Envasado: Se realiz6 en bolsas de polietileno (PE) de alta densidad, selladas

herméticamente sin espacio de cabeza como se aprecia en la figura 7.

De las etapas anteriores se obtuvo una materia prima lista para el bioproceso de

hidrélisis enzimatica, la cual fue denominada ET (Exoesqueleto total).
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Exoesqueleto Total
(ET)

Figura 7.- Muestra de ET en bolsa de PE.

3.3.2 Obtencidn de cepas para su uso en consorcios bacterianos

Las cepas bacterianas empleadas en los consorcios bacterianos, fueron obtenidas del
cepario de microorganismos del Laboratorio de Biotecnologia, estudiadas por Buleje
en el afio 2017. Estas cepas fueron seleccionadas en razon de sus caracteristicas
enzimaticas y su capacidad de crecimiento en consorcio. Se tomé como principal
criterio de seleccion la capacidad enzimatica tipo proteolitica y capacidad quitinolitica
baja 0 nula, con el objeto de promover el consumo de proteina en los residuos de

langostinos sin alterar la quitina presente en los mismos.

3.3.3 Reactivacioén de consorcios bacterianos y preparacion de inoculo

Para la reactivacion de los consorcios bacterianos, asi como la preparacion de indculo
de los mismo se siguié el procedimiento descrito por Gutiérrez-Jiménez y
colaboradores (59). Se establecieron 5 consorcios bacterianos (CB01, CB02, CB03,
CB04 y CBO05), cuyas cepas fueron reactivadas a partir del cepario de
microorganismos del Laboratorio de Biotecnologia y cuya composicion se encuentra

en proceso de patente.

El medio de cultivo Caldo Tripticasa Soya (TSB) suplementado con 3% de cloruro de
sodio (Anexo 1) fue utilizado para reactivar las cepas que conformaron cada consorcio,
estas fueron cultivadas a 35°C durante 9 horas, luego estriadas en placas con medio de
cultivo Agar Tripticasa de Soya (TSA) suplementado con 3% de cloruro de sodio
(Anexo 1) e incubadas a 35°C durante 9 horas siguiendo las recomendaciones descritas

por Gutiérrez-Jiménez y colaboradores. Las cepas que conformaban los consorcios
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bacterianos fueron cultivadas hasta una concentracion de 10" UFC/mL para ser
consorciadas e inoculadas al bioproceso.

3.3.4 Disefo y construccion de frascos de Biorreaccion

Frascos de biorreaccion fueron construidos siguiendo los modelos propuestos por
Whiteley (1997) y Harmand (2017). Para ello frascos de vidrio de 500 mL de
capacidad, resistentes al calor y presion fueron adaptados para el ingreso de oxigeno,
indculo, toma de muestra y salida de gases como se aprecia en la figura 8. La entrada
de indculo y toma de muestra fue realizada empleando una llave de venoclisis de tres
vias (Figura 8 y 9), la cual permitié que durante estos procesos se mantuviera la

esterilidad del sistema evitando asi la contaminacion cruzada.

Figura 8. Representacion grafica de los frascos de Biorreaccion y sus accesorios. A:
salida de CO> u Off-gas; B: ingreso de Oxigeno; C: llave de venoclisis de
tres vias y D: ingreso de inoculo y toma de muestra.

Figura 9.- Frascos de biorreaccion construidos bajo un disefio simple.
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3.3.5 Descripcidn del bioproceso de hidrdlisis enzimatica bacteriana

Las condiciones de los bioprocesos de hidrolisis fueron establecidas para cada
consorcio bacteriano con respecto de sus variables dependientes (tasa de
desproteinizacion y grado de hidrolisis), bajo un disefio experimental de tipo factorial
23, el cual fue formulado en funcién de las variables independientes: temperatura de
biorreaccién, tiempo de biorreaccion y volumen de inéculo de los consorcios
bacterianos CB1, CB2, CB3, CB4 y CB5 (Tabla 5).

Tabla 5. Variables independientes, dependientes e indicadores de los bioprocesos
de hidrolisis enzimética del presente trabajo de investigacion.

Variables Independientes Indicadores
Tiempo de biorreaccion Horas
Temperatura de biorreaccion ° Celsius
Volumen de Inéculo mL (107 UFC)
Variables Dependientes Indicadores
Tasa de desproteinizacion %Desproteinizacion / hora
Grado de hidrdlisis g Glicina/ g Muestra

Todas las biorreacciones en estudio fueron llevadas a cabo en un agitador orbital con
incubacion (Thermo Fisher). Cada frasco de biorreaccion contenia 18 + 1 g de residuos
(ET), 126 ml de solucion agua de mar al 75% (94.5 mL de agua de mar y 31.5 mL de
agua destilada) e indculo bacteriano correspondiente a cada tratamiento (2 y 6 mL de
un consorcio bacteriano a una concentracion de 10" UFC). Los bioensayos fueron
llevados a cabo condiciones de tiempo y temperatura predeterminadas para cada
tratamiento (16 y 24 h; 25 y 35°C) como se observa en la Tabla 6 y a una agitacion
constante de 170 rpm (Figura 10). Asimismo, se llevo a cabo controles positivos y
negativos a las mismas condiciones de tiempo y temperatura (16 y 24 h; 25y 35°C)
(Anexo 2). Los controles positivos y negativos contenian basicamente 18 + 1 g de
residuos (ET) y 126 ml de solucién agua de mar al 75% (94.5 mL de agua de mar y
31.5 mL de agua destilada); ademas los controles positivos contenian 3.75 mg de
Protamex™ (segun indicaciones de la ficha técnica del producto).

Los productos obtenidos de cada bioproceso fueron esterilizados mediante una
autoclave (Yamato) a 121 °C por 20 minutos con la finalidad de detener la biorreaccion
y eliminar la posibilidad de peligro biolégico durante los analisis posteriores.
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Figura 10. Bioproceso de hidrolisis en operacion.

3.3.6 Ensayos realizados

3.3.6.1 Determinacion del rendimiento de la materia prima ET.

El rendimiento fue determinado mediante una modificacion del método
gravimétrico para la determinacion del contenido de humedad descrito por la
FAO (1986). Se pesod la muestra de residuo descongelado, en una balanza
electronica (Ohaus Scout-pro sp202), se deposito en una bandeja de aluminio y
se llevo a una estufa (Binder) a 60 °C por 24 horas. Luego, la fraccion fue
transferida a un vaso de precipitado de 50 mL y llevada a un desecador por 30
minutos hasta alcanzar la temperatura ambiente; finalmente fue pesada hasta
obtener peso constante. El rendimiento fue determinado mediante la siguiente
ecuacion descrita por la FAO en 1986:

Pi—Pf

Rendimiento = ( * 100) — 100

Donde: Pi es el peso inicial del ET previo al bioproceso de hidrolisis y Pf es el
peso final del ET luego del bioproceso de hidrdlisis.

3.3.6.2 Analisis quimico proximal

El anélisis quimico proximal se realizd en los residuos (ET) como en las
fracciones insolubles obtenidas del bioproceso, siguiendo los métodos descritos
por la FAO (1986) y Pacheco (2010).
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A. Determinacion del contenido de humedad (%H): Método gravimétrico
modificado (FAO, 1986).

Se peso de 3 a4 + 0.1 g de muestra (ET o producto de hidrolizado) la cual
fue depositada en un pesa filtro (PF) por duplicado y llevada a una estufa
(Binder) a 60°C por 24 horas. Luego, la muestra fue llevada a un desecador
durante 30 minutos para enfriar a temperatura ambiente y finalmente fue
pesada hasta obtener un peso constante. El porcentaje de humedad fue
determinado por la ecuacion a continuacion descrita por la FAO (1986) y
Pacheco (2010):

%l [PF con muestra humeda — PF con muestra Seca 100
= *
/ Peso muestra

B. Determinacion del contenido de cenizas (%C): Método de Incineracién en
mufla modificado (FAO, 1986; Pacheco, 2010).

Se pes6 de 2 a5 £ 0.1 g de muestra (ET o producto de hidrolizado) en un
crisol de porcelana, se llevo a una cocinilla eléctrica (Barnstead) a 100°C
durante 30 minutos para carbonizacion hasta que el contenido del crisol se
tornd negro; luego fue incinerada en una mufla (Barnstead) a 550 °C durante
8 horas. La muestra fue llevada a un desecador durante 30 minutos hasta que
alcanzo temperatura ambiente; fue pesada hasta obtener peso constante. El
contenido de ceniza fue determinado con la siguiente ecuacion descrita por
la FAO (1986) y Pacheco (2010):

Peso crisol concenizas — Peso del crisol
%C = * 0
peso muestra

C. Determinacién del contenido de grasa cruda (%G): Método de extraccién
Acida-Soxhlet modificado (AOAC, 1990).

La muestra fue tratada previamente a la extraccion por Soxhlet (AOAC,
1990). Se pes6 de 2 a 5 g de muestra (ET o producto de hidrolizado) en un
matraz al cual se le adicion6 10 mL de agua destilada y 10 mL de &cido

clorhidrico (HCI) 6N con algunas perlas de ebullicién. El matraz fue llevado
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a una cocinilla eléctrica (Barnstead) y conectado a un sistema refrigerante;
se calentd por 45 minutos con intervalos de agitacién cada 10 minutos; se
adiciono 1 g de celite, se agito y se filtro empleando un papel filtro de 2 mm
de didmetro (Whatman No. 2). El papel filtro con celite y grasa absorbida
fueron depositados en una placa de Petri y llevados a una estufa (Binder) a
100 + 2 °C por 1 hora. Luego, se realizo la extraccion por Soxhlet; el papel
filtro con celite seco fueron envueltos en otro papel filtro de 2 mm de
diametro y depositado en un tubo de extraccion (TE) del equipo Soxthern;
se adicion6 40 mL de hexano a cada TE; se colocd en el equipo y se extrajo
la muestra con el solvente por un periodo de 6 a 8 horas. Luego, el TE fue
Ilevado a una campana de extraccion para evaporar el resto de hexano. Se
Ilevé a secar en una estufa a 100 £ 2 °C por 30 minutos, se dejo enfriar hasta
alcanzar la temperatura ambiente y se peso6 hasta obtener un peso constante.
El contenido de grasa cruda fue determinado por la siguiente ecuacion
descrita por la AOAC en 1990:

%G Peso TE solo — Peso TE con grasa 100
= k
: Peso de la muestra

D. Determinacion de nitrogeno total (%Nt): método semi micro Kjeldahl
(Pacheco, 2010).

Se pes6 de2a3+0.1gde muestra (ET o producto de hidrolizado), se afiadio
25 mL de acido sulfarico y 15 g de catalizador (1:10 de sulfato de cobre con
sulfato de sodio respectivamente). La muestra fue llevada a digestion en un
digestor Kjeldahl (Gerhardt) hasta alcanzar un color transparente; luego se
dejo enfriar al ambiente y se transfirié a una fiola de 100 mL enrasada con
agua destilada. Se tom6 5 mL de la solucidn digerida, se depositd en un tubo
Kjeldahl y se agregd 5 mL de hidroxido de sodio al 40%; esta mezcla fue
Ilevada a un destilador Kjeldahl (Gerhardt) y colectada en un erlenmeyer de
100 mL conteniendo 5 mL de acido sulfurico 1 N con 6 a 8 gotas de
indicador de Tashiro (solucion 2:1 de rojo de metilo 0.1% y azul de metileno

0.1%); la solucion fue titulada con hidroxido de sodio 0.02 N hasta alcanzar
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un color verde botella. El nitrogeno total fue calculado mediante la siguiente
ecuacion descrita por la FAO (1986) y Pacheco (2010):

(Gb—Gm)* N *F x Fd * 14 * 100

0, =
%Nt Pm + 1000

Donde: Gb es el gasto del blanco; Gm es el gasto de la muestra; N es la
normalidad del NaOH (0.02); F es el factor del NaOH; Fd es el factor de
dilucion (5 mL de destilado en 100 mL de agua destilada) y Pm es el peso

de la muestra.

E. Determinacion de proteina (%P): método teodrico descrito por Diaz-Rojas y
colaboradores (2006).

Se determino el contenido de proteina en cada muestra siguiendo el sistema
de ecuaciones descrito por Diaz-Rojas y colaboradores (2006). Los
resultados de contenido de humedad, ceniza, grasa, nitrégeno total y grado
de acetilacion de cada muestra fueron incluidos en el sistema de ecuaciones

utilizado y descrito a continuacién:

(Nt * Cp + k — 100) * Cq
%Q:( p ) xCq
i Cp —Cq

(Nt * Cqg + k — 100) = Cp]
e (Nt*Cq ) *Cp
L Cq—Cp

Donde: %Q es el porcentaje de quitina; %P es el porcentaje de proteina; Cp
y Cq son coeficientes de conversion que relacionan la fraccion masica del
nitrégeno proteico y nitrégeno quitinolitico; k es la suma de los compuestos
no nitrogenados.

k =%C+ %G + %H

Donde: %C es el porcentaje de ceniza; %G es el porcentaje de la grasa y
%H es el porcentaje de humedad.

Cp = 6.25

Cp es un factor de conversion para proteinas de productos marinos (Cp =
6.25) (58).
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[GIcNAc — GIlcN] = Fa + GIcN
N

Cq =

Donde: GIcNAc es la masa molecular tedrica de N- acetilglucosamina
(221.21); GlcN es la masa molecular tedrica de la glucosamina (179.17); Fa
es la fraccion molar del mondémero acetilado que tiene valores de 0 a 1
(porcentaje de deacetilacion, %DD) y N es el peso molecular del nitrégeno
(14.007).

3.3.6.3 Andlisis bioquimico
A. Determinacion del grado de hidrélisis (%GH): método del 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno (DNFB).

Se realizd basadndose en los métodos descritos por Sanger (1949) y
reportados por Dumay (2004). Las fracciones solubles obtenidas en los
bioprocesos de hidrolisis fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15
minutos en una centrifuga (Sigma). Se tom6 1 mL del sobrenadante, fue
diluido en 10 mL de agua destilada; 1 mL de esa dilucién fue transferido a
un tubo nuevo. Luego, se agrego 1 mL de tetra borato de sodio al 2% y 250
uL de 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB). Se homogeniz6 en un agitador
de tubos (Barnstead) y se llevé a incubar en bafio maria (J. P Selecta) durante
10 minutos a 60°C. Se afiadi6 2 mL de HCL 6N para detener la reaccion;
finalmente la muestra fue leida a 410 nm en un espectrofotometro
(Shimadzu). Se elaboré una curva de calibracion empleando glicina a 0, 10,
25, 50, 100, 250 y 500 uL. Los resultados fueron expresados como
equivalente de glicina.

B. Determinacion del Grado de deacetilacion (%DD): Método de Titulacion

potenciométrica.

Se realiz6 basandose en los métodos reportados por Czechowska-biskup y
colaboradores (2012), Hidalgo y colaboradores (2008), y Herndndez y
colaboradores (2009). Se pesé 0.2 g de muestra la cual fue disuelta en 20
mL de &cido clorhidrico (HCI) 0.1 My 25 mL de agua destilada; esta mezcla
fue llevada a bafio maria (J. P Selecta) por 1 hora a 55°C con agitacién
constante. Luego, fue retirada y titulada con hidréxido de sodio (NaOH) 0.1
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M con 3 a 5 gotas de indicador naranja de metilo. Con los puntos de
inflexion mayor y menor, la cantidad de grupos amino que se habian
protonado fue calculada mediante la siguiente ecuacion descrita por Hidalgo
y colaboradores (2008), y Hernandez y colaboradores (2009):

16.1(y — x) Y

%NH2 = %H
0

Donde: 16.1 es un factor asociado al tipo de proteina; y es el punto de
inflexion mayor; x es el punto de inflexién menor; %H es el porcentaje de

humedad en la muestra; y M es la molaridad del NaOH (0.1).

Luego, se calcul6 el grado de deacetilacion (%DD) por la siguiente ecuacién

descrita por Czechowska-biskup y colaboradores (2012):

Donde: 9.94 es el porcentaje tedrico de NH2 en quitosan.

3.3.6.4. Analisis microbioldgico
El anélisis microbioldgico se realizo basdndose en el método de conteo en placa
descrito por Madigan y colaboradores (2004); este ensayo se realizé con el fin
de verificar la viabilidad de las cepas de los consorcios bacterianos inoculadas
en los bioprocesos. Para ello se tom6 1 mL de la fraccion soluble obtenida de
la biorreaccion previo a la etapa de esterilizacion por calor himedo en
autoclave (‘Yamato), en micro tubos de 1.5 mL, con solucidn salina, llevando
las concentraciones a valores de 10 y 10" UFC. Luego, las muestras fueron
sembradas en placas de TSA con 3% de NaCl a 35°C durante 8 horas.

Finalmente, se realiz6 el conteo de colonias.
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3.3.7.Disefio experimental y Andlisis Estadistico

Un disefio experimental tipo factorial 2 permitié medir el efecto de cada variable de
manera individual y de su interaccion sobre la respuesta, dada por la tasa de
desproteinizacion (reduccion del contenido de proteina por hora) en los residuos de
langostinos. Es decir, el disefio permitié evaluar los bioprocesos de hidrdlisis, la
seleccion del mejor consorcio microbiano y las mejores condiciones de operacion. El
tratamiento de los resultados fue realizado mediante analisis de varianza (ANOVA) y
regresion maltiple (52,54,56). Asimismo, las tasas de desproteinizacion obtenidas en
cada consorcio bacteriano, fueron comparadas con respecto de los controles positivos
y negativos, mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples
de Tukey-Kramer. El procesamiento de datos fue realizado con el programa estadistico
Minitab 17.

3.3.7.1. Seleccion y construccion del Disefio Factorial
El modelo factorial fue seleccionado de acuerdo a la cantidad de variables en
estudio, considerandose 3 variables: Tiempo (A), Temperatura (B) y Volumen
de Indculo (C), optando asi por un modelo factorial de tipo 23, similar al modelo
utilizado por Sedaghat y colaboradores (2016), Younes y colaboradores(2012),
Bashandy y colaboradores (2016), y Pacheco (2010). Las variables de estudio
fueron establecidas en 2 niveles (-1, +1), asi como el nimero de tratamientos
para el disefio factorial 23, siguiendo las recomendaciones de Montgomery
(2009) y Gutiérrez y De la Vara (2012). La Tabla 6 muestra los valores de cada

nivel de las variables en estudio.

Tabla 6. Variables de estudio y niveles utilizados para el disefio factorial 23.

Niveles de las variables en
Variables Unidades estudio
-1 +1
Tiempo (A) Horas 16 24
Temperatura (B) °C 25 35
Volumen de Indculo (C) 107 UFC/mL 2 6

Considerando que existe linealidad entre los niveles extremos para este tipo de
disefio, se generd una matriz de 8 ensayos a realizar con 3 variables que estudia
7 efectos, 3 efectos principales (A, B, C); 3 interacciones dobles (AB, AC, BC)
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y 1 interaccion triple (ABC), como se aprecia en la tabla 7. La matriz
experimental fue aplicada a cada consorcio microbiano a ser estudiado (Tabla 7

y Anexo 2).

Tabla 7. Matriz experimental del disefio factorial 23.

Ensayo | Tiempo | Temperatura | Volumen de Combinaciones de
(Horas) (°C) In6eulo (107 |tratamientos (Notacion
UFC/mL) de Yates)

1 16 25 2 (1)
2 24 25 2 a

3 16 35 2 b

4 24 35 2 ab
5 16 25 6 C

6 24 S 6 ac
7 16 35 6 bc
8 24 35 6 abc

* La notacion en Yates representa el total o la suma de las observaciones en cada
tratamiento y se expresa en letras mintsculas cuando el factor o factores se encuentran
en su nivel alto.

3.3.7.2. Andlisis del Disefio Factorial
A. Analisis de varianza (ANOVA)

Se realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) para cada consorcio
microbiano, evaluando el efecto principal y de interaccion de las variables
de estudio sobre la tasa de desproteinizacion. EI ANOVA considero6 que los
efectos serian significativos cuando el valor de probabilidad (valor p) fuera
menor al nivel de significancia elegido de o = 0,01 lo cual permitié

determinar cudl fue el mejor tratamiento.
B. Estimacion del modelo matematico de primer orden

El disefio experimental factorial 22 permitio la construccion de una ecuacion
polinomial de primer orden para predecir la tasa de desproteinizacion dentro
del rango de los niveles seleccionados para cada variable. La ecuacion fue
obtenida mediante analisis de regresion mdaltiple (analisis de minimos
cuadrados) de los valores promedio de la tasa de desproteinizacion (y)

obtenidos experimentalmente, observandose como influian las variables
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tiempo, temperatura y volumen de in6culo, sobre la variable respuesta (tasa
de desproteinizacion). La ecuacién se presenta a continuacion:

¥y = Bo+ P1X1 + P2Xz2 + PB3X3

Donde ¥ es igual a la tasa de desproteinizacion por hora; Po es el termino
independiente; B1, B2, B3 Son los coeficientes de regresion lineal; X1, X2, X3 son las
variables en estudio Tiempo, Temperatura y VVolumen de Indculo. El ajuste de la
ecuacién polinomial en relacion a los datos experimentales obtenidos, fue evaluado

calculando los coeficientes de determinacion (R?) y determinacion ajustado (R?aj).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ® 14 UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Preparacion de la muestra
Se obtuvo una matriz uniforme con un tamafio de particula < 1.7 mm de diametro,
limpia de restos musculares y viseras, denominada exoesqueleto total (ET) (figura
11). El rendimiento inicial de la muestra del estado humedo al estado seco y
procesado fue 10 %, es decir que de 5 Kg de residuos de langostinos congelados

y escurridos (himedos) se obtuvo 0.5 Kg de residuos seco (ET).

Figura 11.- Muestra de exoesqueleto total (ET) de residuos de
langostinos (Litopenaeus vannamei) posterior a su procesamiento
inicial.

Los lotes de residuos de langostino estudiados, presentaron caracteristicas
diferentes entre si, observandose que algunos exoesqueletos eran mas blandos y
transparentes que otros. La composicion proximal en algunos lotes fue: humedad
< 9%, proteina < 30%, ceniza < 30% y grasa < 2%; y en otros lotes fue: humedad
< 9%, proteina < 13 %, ceniza <27 % y grasa < 1.5% (Anexo 3). Las variaciones
observadas entre 10 y 30% en el contenido de proteina, podria haberse debido a
la edad y estadio de desarrollo de los langostinos al momento de su cosecha, ya
que los exoesqueletos de menor tamafio, tenian una consistencia mas fragil y
transparente que aquellos de mayor tamafio. Ello podria significar que fueron
cosechados poco después de haber pasado por un proceso de exuviacion o muda,
habiéndose observado que aquellos lotes con residuos de menor tamafio y mayor
fragilidad poseian un menor contenido de proteinas (12%) que los mas grandes
(30%). Esas caracteristicas concuerdan con lo reportado por Chan y colaboradores
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en 1988, quienes reportan que durante el inicio de las etapas de muda (ecdisis) y
la etapa de muda en si (metecdysis), el contenido de proteina tanto en el animal
como en el exoesqueleto se reduce y al final de la muda (metecdysis) el
exoesqueleto se muestra blando (73). Asimismo, Chan y colaboradores (1988) y
De Oliveira y colaboradores (2006) reportaron que durante las etapas posteriores
a las mudas (anecdysis), el contenido proteico en el animal aumenta
paulatinamente a lo largo de su vida hasta alcanzar su tamario adulto, existiendo
una relacion directa entre el contenido de proteina y la edad del animal (73-75).
Las muestras de lotes con diferente composicion proximal fueron estudiadas con
la finalidad de generar conocimiento sobre los niveles de desproteinizacion que se
obtendrian con diferentes caracteristicas de muestra; esos resultados serviran
como base para futura aplicacion en la industria donde todo tipo de residuo
generado deberia ser procesado. Goma (2007) y Turton y colaboradores (2018),
mencionan los residuos usados como materias primas en la industria, no pasan por
un control calidad por lo cual su composicion varia entre lotes; se recomienda su

analisis previo a su procesamiento (76,77).

4.2. Consorcios bacterianos activados
Un total de 12 cepas bacterianas con capacidad de ser consorciadas y una alta
actividad proteolitica fueron seleccionadas (Tabla 8), conformandose 5 consorcios
bacterianos (CB01, CB02, CB03, CB04 y CBO05) los cuales se encuentran en
proceso de patente. Las cepas fueron utilizadas en los bioprocesos, manteniéndose

viables y puras como se aprecia en la figura 12.

Figura 12.- Cepas microbianas reactivadas en medios TSA'y TSB
de los consorcios bacterianos en estudio.
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Tabla 8. Cepas bacterianas empleadas para la conformacion de los consorcios
bacterianos.

Consorcio Bacteriano Caodigo de cepas
CB1 RI115-C01, RI15-C02, RI15-C03
CB2 RI115-C03, RI15-C04, RI15-C05
CB3 RI15-C04, RI15-C05, RI15-C06
CB4 RI15-C05, RI15-C07, RI15-C08, RI15-C09
CB5 RI15-C10, RI15-C02, RI15-C11, RI15-C12

4.3. Bioproceso de Hidrodlisis
Las cepas mostraron crecimiento equivalente a 10’ UFC/mL (Figura 13), medido

segun procedimientos descritos previamente.

Figura 13.- Cultivo de cepas de los consorcios bacterianos en estudio.

Producto del bioproceso de hidrolisis enzimatica a las condiciones de
funcionalidad de los frascos de biorreaccion (Tabla 9), se obtuvo dos fracciones
en cada biorreaccion; una de hidrolizado soluble y otra insoluble como se aprecia
en la figura 15.

Tabla 9. Caracteristicas de funcionalidad de los frascos de biorreacciéon en los
bioprocesos en estudio.

Condiciones de Operacién
Temperatura de biorreaccion (°C) 25y 35 (De acuerdo al disefio factorial 23)
Tiempo de biorreaccion o residencia (horas) | 16 y 24 (De acuerdo al disefio factorial 2°)
Volumen de Inéculo (10" UFC/mL) 2y 6 (De acuerdo al disefio factorial 2%)
Aireacion (vvm) 0.5
Agitacién (rpm) 170
Volumen del cultivo (mL) 126
Cantidad de residuo (g) 18
Relacion altura/diametro (H/D) 2
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La fraccion soluble (Figura 14-A) se encontraba constituida por restos y
productos proteicos en solucion; y la fraccion insoluble (Figura 14-B) conformada
por residuos de langostino o ET desproteinizados. Se tomo6 2mL de la fraccion
soluble con una jeringa estéril, a traves de la llave de venoclisis para su posterior
andlisis microbioldgico, tras lo cual se comprob6 que las cepas empleadas en los
consorcios bacterianos mantenian su viabilidad al final de los bioprocesos (Anexo
4). Las fracciones obtenidas fueron esterilizadas por calor himedo y separadas
mediante filtracion empleando un papel filtro de 2 a 5 mm de didmetro (Whatman
No. 2y 5) para su posterior analisis. La fase soluble fue rotulada y almacenada en
dos tubos cénicos (Falcén) de 50 ml y la fase insoluble en bolsas de polietileno

(PE), selladas herméticamente sin espacio de cabeza.

La fraccién insoluble fue analizada mediante ensayos de composicion proximal
(% H, % C, % Gy % Nt) y grado de deacetilacion (% DD) (Anexo 3). La ecuacién
propuesta por Diaz-Rojas y colaboradores (2006) permiti6 determinar los valores
reales de proteina remanente en cada muestra; la fraccion soluble en cambio fue
analizada mediante el ensayo de grado de hidrolisis (% GH) (Anexo 3), para medir
la cantidad de productos proteicos en solucion, por lo tanto constituy6 una forma
indirecta de medir la cantidad de proteina remanente en los residuos de

langostinos.
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Figura 14. Fracciones obtenidas en los bioensayos de hidrdlisis
enziméatica, donde A representa a la fraccion soluble y B a la
fraccion insoluble.

4.4. Analisis de los bioprocesos con cada consorcio bacteriano y de los efectos de
las variables sobre las tasas de desproteinizacion.

4.4.1 Analisis del modelo experimental para el consorcio bacteriano 1 (CB1)
4.4.1.1. Comparacion de los bioprocesos de desproteinizacion con CBO01.

Las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino, obtenidas con el consorcio
bacteriano 1 (CBO1) fueron analizadas, observandose mediante la desviacién estandar
(Tabla 10), que los datos se ajustaban a los valores esperados por el modelo.
Asimismo, fueron analizadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA), el cual
mostré que existia diferencia significativa entre los bioensayos y los controles en
estudio (Tabla 11), donde el valor de probabilidad (valor-p) es menor que el valor de

significancia escogido de 0.01.
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Tabla 10. Media de las tasas de desproteinizacion y desviacion estandar de los
bioensayos, con el consorcio bacteriano 1 (CBO01).

Ensayos | NUmero | Media de las tasas | Desviacion Intervalos de
de de estandar Confianza
replicas | desproteinizacion (99% IC)
C1- 2 0.09753 0.0000 (0.08668, 0.10837)
Cil+ 2 0.1979 0.0000 (0.1871, 0.2088)
C2- 2 0.09436 0.0000 (0.08351, 0.10520)
C2+ 2 0.2682 0.0000 (0.2573, 0.2790)
CB01-1 2 1.09015 0.0105 (1.07930, 1.10099)
CBO01-2 2 0.56291 0.0027 (0.55206, 0.57375)
CBO01-3 2 0.97174 0.0081 (0.96090, 0.98259)
CB01-4 2 0.76245 0.0061 (0.75161, 0.77329)
CB01-5 2 1.33460 0.0023 (1.32376, 1.34545)
CBO01-6 2 0.58899 0.0067 (0.57815, 0.59983)
CB01-7 2 1.34733 0.0048 (1.33648, 1.35817)
CB01-8 2 1.14980 0.0031 (1.13895, 1.16064)

Tabla 11. ANOVA (one way ANOVA) sobre la tasa de desproteinizacion (%
DP/hora), con el consorcio bacteriano 1 (CBO01).

Fuentes de variacion GL SC MC Valor-F | Valor-p | R? R?aj
Bioensayos CB01 11 | 4.90627 | 0.44603 | 17693.2 | 0.000

Error 12 | 0.00030 | 0.00003

Total 23 | 4.90657 99.99 | 99.99

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia fueron aceptados,
dando asi validez a los resultados del analisis ANOVA (Tabla 11); las tasas de DP
seguian una distribucion normal, siendo el valor de Anderson-Darling 0.781 y el valor
de probabilidad mayor al valor de significancia escogido de 0.01; la evaluacion de
homocedasticidad mostré que las tasas de DP no seguian un patrén determinado entre
si; asimismo la prueba de Bartlett dio un valor de probabilidad de 0.909 mayor al valor
de significancia escogido de 0.01; finalmente la prueba de independencia, mostré que
los residuos no seguian un patrén definido, por lo cual se aceptd el supuesto de
independencia en los residuos.

El anélisis de Tukey Kramer sobre las tasas de DP del CBO1, permitié determinar que

todos los bioensayos eran significativamente diferentes de los controles positivos y
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negativos (Tabla 12 y Figura 15), evidenciando que la hidrolisis de proteinas en los
bioensayos fue el resultado de la aplicacion del CBO1. El contenido de proteina
disminuyé de 30.750% a 9.193 y a 9.396 en los bioensayos CB01-7 y CBO01-5
respectivamente. Ademas, esos bioensayos presentaron la mayor tasa de
desproteinizacién con el CB01, 1.347 y 1.335 % DP/hora respectivamente (Tabla 30,
Figura 15y 20). Es decir, se redujo el contenido de proteina de los residuos en 70.105
y 69.443 % en cada bioensayo. Asimismo, se observd en los mismos bioensayos
(CB01-7 y CBO01-5) un grado de hidrolisis de 18.886 y 15.742 gGLY/g ET (%GH)
correspondientes a los productos proteicos solubles obtenidos a partir de los residuos
de langostinos. Las tasas de DP en los controles negativos no fueron significativamente
diferentes entre si; mientras que en los controles positivos si lo fueron; esto debido a
que la temperatura 6ptima de la enzima Protamex™ (control positivo) es 50°C y no
25°C (17,57).

Tabla 12. Analisis secuencial de Tukey Kramer sobre las tasas de desproteinizacion
de residuos de langostino, con el consorcio bacteriano 1 (CBO01).

Ensayos | Numero de Medias de las Diferencias Grupos formados
Replicas Observadas (99.82%)
CBO01-7 2 1.34733 A
CB01-5 A 1.33460 A
CBO01-8 2 1.14980 B
CB01-1 2 1.09015 C
CB01-3 2 0.97174 D
CB01-4 2 0.76245 E
CB01-6 2 0.58899 F
CB01-2 2 0.56291 G
C2+ 2 0.2682 H
Cl+ 2 0.1979 I
C1- 2 0.09753 J
C2- 2 0.09436 J

*Agquellos ensayos que no comparten una letra son significativamente diferentes,
con respecto de los demas.
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Figura 15. Tasas de reduccion de proteinas (%DP/hora) de los bioensayos del CBO1.

4.4.1.2. Andlisis del efecto individual y de interaccion que las variables ejercen
sobre el bioproceso de desproteinizacion con CB01

El efecto de las variables sobre el bioproceso con el consorcio bacteriano CBO01, en el
disefio factorial, fue analizado mediante un andlisis de varianza (ANOVA). El efecto
de todas las variables fue significativo para explicar el bioproceso en estudio (Tabla
13), donde los valores de probabilidad (valores-p) de los efectos individuales como los
de interaccion, fueron menores que el valor de significancia escogido de 0.01, por lo
cual se rechaza las hipdtesis nulas (Ho) (Tabla 13). Asimismo, los efectos mas
importantes del modelo fueron tiempo y volumen de in6culo, seguidos del efecto de
la interacciéon doble tiempo y temperatura, en concordancia con lo reportado por
Montgomery (2009) y Gutiérrez y De la Vara (2008) (52,56).
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Tabla 13. Andlisis de varianza (ANOVA) de los efectos sobre la tasa de
desproteinizacion (%DP/hora), en el disefio factorial del consorcio bacteriano 01
(CBO1).

Fuentes de variacién GL SC Valor-F | Valor-p | Efecto | R? RZaj
Interacciones individuales 3 1.0795 | 9516.02 | 0.000

Tiempo (horas) 1 0.70533 | 18653.0 | 0.000 | -0.4199

Temperatura (°C) 1 0.10715 | 2833.61 | 0.000 | 0.1637

Volumen de Inéculo(10°UFC/mL) 1 0.26701 | 7061.4 0.000 | 0.2584

Interacciones dobles 3 0.25879 | 2281.26 | 0.000

VVolumen de Indculo*Tiempo 1 0.01067 | 282.22 0.000 | -0.0517

VVolumen de Indculo*Temperatura 1 0.06061 | 1602.92 | 0.000 | 0.1231

Temperatura * Tiempo 1 0.1875 | 4958.64 | 0.000 0.2165

Interacciones triples 1 0.01324 | 350.16 0.000

VVolumen de Indculo*Tiempo*Temperatura 1 0.01324 | 350.16 0.000 | 0.0575

Error 8 0.00030

Total 15 | 1.35182 99.98 | 99.96

La evaluacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad, independencia y
multicolinealidad del modelo, permiti6 validar al modelo y la ecuacion de prediccion
del analisis de regresion lineal mdltiple. La evaluacion de normalidad con los
resultados del CBO1, mostro que los residuos seguian una distribucién normal, siendo
el factor de Anderson-Darling 0.291 y el valor de probabilidad mayor al valor de
significancia escogido de 0.01. La evaluacion de la homocedasticidad (igualdad de las
varianzas), mostré que los residuos no seguian un patrén definido, siendo el valor de
probabilidad segun la prueba de Bartlett 0.909, mayor al valor de significancia (0.01),
por lo cual se acepta el supuesto de que los datos obtenidos tenian varianzas iguales.
La evaluacion de independencia sobre los residuos del CB01, mostr6 que los residuos
no seguian un patron definido, por lo cual se acepto el supuesto de independencia en
los residuos. Finalmente, los factores de inflacion de varianza fueron iguales a 1,

mostrandose que no existe colinealidad entre los factores.

Los anélisis de varianza y de regresion lineal multiple mostraron un coeficiente de
determinacion ajustado (R%adj) de 99.96 (Tabla 13), el cual indica que el modelo
explica el 99.96% de la tasa de desproteinizacion (%DP/hora) con el CBO1 en los
residuos. Se obtuvo la siguiente ecuacion de prediccion, mediante analisis de regresion

lineal mdaltiple:
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Tasa (%DP/hora) =3.278 - 0.11566 A - 0.05897 B + 0.3760C + 0.002536 A*B
- 0.02480 A*C - 0.008229 B *C +0.000719 A*B*C

Donde: A es la variable Tiempo (horas), B es Temperatura (°C) y C es Volumen de
In6culo (10’UFC/mL)

A partir de la ecuacion de prediccion se obtuvo las mejores condiciones de operacion
para el CBO1 (16 horas, 35°C y 6 mL in6culo de 10’UFC).

4.4.2 Andlisis del modelo experimental para el consorcio bacteriano 2 (CB2)

4.4.2.1 Comparacion de los bioensayos de desproteinizacién con CB02

Las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino, obtenidas con el consorcio
bacteriano 2 (CB02) fueron analizadas, observandose mediante la desviacion estandar
(Tabla 14), que los datos se ajustaban a los valores esperados por el modelo.
Asimismo, fueron analizadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA), el cual
mostré que existia diferencia significativa entre los bioensayos y los controles en
estudio (Tabla 15), donde el valor de probabilidad (valor-p) es menor que el valor de

significancia escogido de 0.01.

Tabla 14. Media de las tasas de desproteinizacion y desviacion estandar de los
bioensayos, con el consorcio bacteriano 2 (CB02).

Ensayos | NUmero | Media de las tasas | Desviacion Intervalos de
de de estandar Confianza
replicas | desproteinizacion (99% IC)
C1- 2 0.1000 0.0000 (0.0925, 0.1075)
Cl+ 2 0.2400 0.0000 (0.2326, 0.2475)
C2- 2 0.1000 0.0000 (0.0925, 0.1075)
C2+ 2 0.2488 0.0000 (0.2413, 0.2563)
CB02-1 2 1.52469 0.00593 (1.51724, 1.53215)
CB02-2 2 0.93674 0.00384 (0.92928, 0.94420)
CB02-3 2 1.42808 0.00488 (1.42062, 1.43553)
CB02-4 2 0.55052 0.00376 (0.54306, 0.55798)
CB02-5 2 1.91285 0.00014 (1.90539, 1.92031)
CB02-6 2 1.08929 0.00617 (1.08183, 1.09675)
CB02-7 2 1.90817 0.00113 (1.90071, 1.91563)
CB02-8 2 0.93871 0.00398 (0.93126, 0.94617)
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Tabla 15. ANOVA (one way ANOVA) sobre la tasa de desproteinizacion (%
DP/hora), con el consorcio bacteriano 2 (CB02).

Fuentes de variacion GL SC MC Valor-F | Valor-p | R? RZaj
Bioensayos CB02 11 | 10.0184 | 0.91076 | 76376.2 | 0.000

Error 12 | 0.0001 | 0.00001

Total 23 |10.0185 99.99 | 100

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia fueron aceptados,
dando asi validez a los resultados del analisis ANOVA (Tabla 15); las tasas de DP
seguian una distribucion normal, siendo el valor de Anderson-Darling 0.782 y el valor
de probabilidad mayor al valor de significancia escogido de 0.01; la evaluacion de
homocedasticidad mostré que las tasas de DP no seguian un patrén determinado entre
si; asimismo la prueba de Bartlett dio un valor de probabilidad de 0.541 mayor al valor
de significancia escogido de 0.01; finalmente la prueba de independencia, mostré que
los residuos no seguian un patrén definido, por lo cual se acept6é el supuesto de

independencia en los residuos.

El analisis de Tukey Kramer sobre las tasas de DP del CB02, permiti6 determinar que
todos los bioensayos fueron significativamente diferentes de los controles positivos y
negativos (Tabla 16 y figura 16), evidenciando que la hidrolisis de proteinas en los
bioensayos fue el resultado de la aplicacion del CB02. El contenido de proteina
disminuyé de 30.7% a 0.094 y a 0.169 % en los bioensayos CB02-5 y CB02-7
respectivamente. Ademas, esos bioensayos presentaron la mayor tasa de
desproteinizacién con el CB02, 1.913 y 1.908 % DP/hora respetivamente (Tabla 30,
Figura 16 y 20). Es decir, se redujo el contenido de proteina de los residuos en 99.694
y 99.450 %DP en cada bioensayo. Asimismo, se observo en los mismos bioensayos
(CB02-5 y CB02-7) un grado de hidrolisis de 25.159 y 19.487 gGLY/g ET (%GH)
correspondientes a los productos proteicos solubles obtenidos a partir de los residuos
de langostinos. Los bioensayos CB2-8 y CB2-2 no fueron significativamente
diferentes entre si, esto pudo deberse al efecto que ejerce el tiempo sobre el

comportamiento del CBO02.
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Tabla 16. Analisis secuencial de Tukey Kramer sobre las tasas de desproteinizacion
de residuos de langostino, con el consorcio bacteriano 2 (CB02).

Ensayos | Numero de Medias de las Diferencias Grupos
Replicas Observadas (99.82%) formados
CB2-5 2 1.91285 A
CB2-7 2 1.90817 A
CB2-1 2 1.52469 B
CB2-3 2 1.42808 C
CB2-6 2 1.08929 D
CB2-8 2 0.93871 E
CB2-2 2 0.93674 E
CB2-4 2 0.55052 F
C2+ 2 0.2488 G
Cl+ 2 0.2400 G
C1- 2 0.09703 H
C2- 2 0.07949 H
*Aquellos ensayos que no comparten una letra son significativamente diferentes, con respecto de los
demas.
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Figura 16. Tasas de reduccidn de proteinas (%DP/hora) de los
bioensayos del CB02.
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4.4.2.2. Andlisis del efecto individual y de interaccion que las variables ejercen
sobre el bioproceso de desproteinizacion con CB02

El efecto de las variables sobre el bioproceso con el consorcio bacteriano CB02, en el
disefio factorial, fue analizado mediante un analisis de varianza (ANOVA). El efecto
de todas las variables fue significativo para explicar el bioproceso en estudio (Tabla
17), donde los valores de probabilidad (valores-p) del efecto individual de cada
variable como los de interaccion, fueron menores que el valor de significancia
escogido de 0.01, por lo cual se rechaza las hipétesis nulas (Ho) (Tabla 17). Asimismo,
los efectos méas importantes del modelo fueron los de tiempo y volumen de inéculo,
seguidos del efecto de la interaccion doble tiempo y temperatura, en concordancia con
lo reportado por Montgomery (2009) y Gutiérrez y De la Vara (2008) (52,56).

Tabla 17. Andlisis de varianza (ANOVA) de los efectos sobre la tasa de
desproteinizacién (%DP/hora), en el disefio factorial del consorcio bacteriano 02
(CB02).

Fuentes de variacion GL SC Valor-F | Valor—p | Efecto | R? R2aj
Factores principales 3 3.2526 | 60613.2 | 0.000

Tiempo (horas) 1 2.6545 | 148402 | 0.000 -0.8146

Temperatura (°C) 1 0.10179 | 5690.9 | 0.000 -0.1595

Volumen de In6culo(10’UFC/mL) il 0.49632 | 27747.3 | 0.000 0.3523

Interacciones dobles 3 0.10106 | 1883.3 | 0.000

VVolumen de Inéculo*Tiempo i 0.02680 | 1499.1 | 0.000 -0.1089

VVolumen de In6culo*Temperatura 1 0.02683 | 1499.9 | 0.000 -0.0819

Temperatura * Tiempo 1 0.04742 | 2650.9 | 0.000 0.0819

Interacciones triples 1 0.00516 | 288.63 | 0.000

Volumen de 1 0.00516 | 288.63 | 0.000 0.0359
In6culo*Tiempo*Temperatura

Error 8 0.00014

Total 15 | 3.35896 100 99.99

La evaluacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad, independencia y
multicolinealidad del modelo, permiti6 validar al modelo y la ecuacién de prediccion
del andlisis de regresion lineal mdaltiple. La evaluacion de normalidad con los
resultados del CB02, mostro que los residuos seguian una distribucién normal, siendo
el factor de Anderson-Darling 0.507 y el valor de probabilidad mayor al valor de
significancia escogido de 0.01. La evaluacién de la homocedasticidad (igualdad de las

varianzas), mostr6 que los residuos no seguian un patron definido, siendo el valor de
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probabilidad segun la prueba de Bartlett 0.541, mayor al valor de significancia (0.01),
por lo cual se acepta el supuesto de que los datos obtenidos tenian varianzas iguales.
La evaluacion de independencia sobre los residuos del CB02, mostro que los residuos
no seguian un patron definido, por lo cual se acepté el supuesto de independencia en
los residuos. Finalmente, los factores de inflacion de varianza (FIV) fueron iguales a

1, mostrandose que no existe colinealidad entre los factores.

Los andlisis de varianza y de regresion lineal mualtiple mostraron un coeficiente de
determinacion ajustado (R?adj) 99.99 (Tabla 17), el cual indica que el modelo explica
el 99.99% de la tasa de desproteinizaciéon (%DP/hora) con el CBO02 en los residuos. Se
obtuvo la siguiente ecuaciéon de prediccion, mediante analisis de regresién lineal

maultiple:

Tasa (%DP/hora) =0.8201 - 0.05419 A — 0.05803 B + 0.3370C + 0.004518 A*B
—0.018589 A*C —0.004887B *C +0.000449 A*B*C

Donde: A es la variable Tiempo (horas), B es Temperatura (°C) y C es Volumen de
Inéculo (10’UFC/mL)

A partir de la ecuacién de prediccion del CB02 se obtuvo las mejores condiciones de
operacion (16 horas, 25°C, 6 mL in6culo de 10’UFC).

4.4.3 Anélisis del modelo experimental para el consorcio bacteriano 3 (CB3)

4.4.3.1 Comparacion de los bioprocesos de desproteinizacion con CB03.

Las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino, obtenidas con el consorcio
bacteriano 3 (CB03) fueron analizadas, observandose mediante la desviacion estandar
(Tabla 18), que los datos se ajustaban a los valores esperados por el modelo.
Asimismo, fueron analizadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA), el cual
mostrd que existia diferencia significativa entre los bioensayos y los controles en
estudio (Tabla 19), donde el valor de probabilidad (valor-p) es menor que el valor de

significancia escogido de 0.01.
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Tabla 18. Media de las tasas de desproteinizacion y desviacion estandar de los
bioensayos, con el consorcio bacteriano 3 (CB03).

Ensayos Numero de | Media de las | Desviacion | Intervalos de Confianza
replicas tasas de DP | estandar (99% IC)
C1- 2 0.05605 0.00000 (0.04455; 0.06756)
Cl+ 2 0.1149 0.0000 (0.1033; 0.1264)
C2- 2 0.04513 0.00000 (0.03363; 0.05664)
C2+ 2 0.1197 0.0000 (0.1082; 0.1312)
CB3-1 2 0.2204 0.0151 (0.2089; 0.2319)
CB3-2 2 0.18627 0.00331 (0.17476; 0.19778)
CB3-3 2 0.56110 0.00802 (0.54960; 0.57261)
CB3-4 2 0.171192 0.000247 (0.159684; 0.182700)
CB3-5 2 0.28953 0.00248 (0.27802; 0.30104)
CB3-6 2 0.37623 0.00265 (0.36472; 0.38774)
CB3-7 2 0.63648 0.00460 (0.62498; 0.64799)
CB3-8 2 0.46596 0.00143 (0.45445; 0.47747)

Tabla 19. ANOVA (one way ANOVA) sobre la tasa de desproteinizacion (%
DP/hora), con el consorcio bacteriano 3 (CB03).

Fuentes de variacion GL SC MC Valor-F | Valor-p | R? R?aj
Bioensayos CB03 11 | 0.86268 | 0.07843 | 2762.59 | 0.000

Error 12 | 0.00034 | 0.00003

Total 23 | 0.86302 99.96 | 99.92

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia fueron aceptados,
dando asi validez a los resultados del analisis ANOVA (Tabla 19); las tasas de DP

seguian una distribucion normal, siendo el valor de Anderson-Darling 0.879 y el valor

de probabilidad mayor al valor de significancia escogido de 0.01; la evaluacion de

homocedasticidad mostrd que las tasas de DP no seguian un patrén determinado entre

si; asimismo la prueba de Bartlett dio un valor de probabilidad de 0.209 mayor al valor

de significancia escogido de 0.01; finalmente la prueba de independencia, mostré que

los residuos no seguian un patron definido, por lo cual se acept6 el supuesto de

independencia en los residuos.
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El andlisis de Tukey Kramer sobre las tasas de DP del CB03, permiti6 determinar que
todos los bioensayos fueron significativamente diferentes de los controles positivos y
negativos (Tabla 20 y figura 17), evidenciando que la hidrolisis de proteinas en los
bioensayos fue el resultado de la aplicacion del CB03. El contenido de proteina
disminuyd 11.529% a 1.345 y a 2.551 % en los bioensayos CB03-7 y CB03-3
respectivamente, es decir, se redujo el contenido de proteina de los residuos en 99.694
y 99.450% en cada bioensayo. Esos bioensayos, mostraron ser significativamente
diferentes entre si, probablemente debido a la diferencia en el volumen de inéculo entre
los bioensayos. Ademas, CBO03-7 y CBO03-3 presentaron la mayor tasa de
desproteinizaciéon de este grupo, siendo 0.636 y 0.561 %DP/hora respectivamente
(Tabla 30, Figuras 17 y 20). Asimismo, se observo en los mismos bioensayos (CB03-
7 y CB03-3) un grado de hidrdlisis de 14.909 y 12.808 gGLY/g ET (%GH)
correspondientes a los productos proteicos solubles obtenidos a partir de los residuos
de langostinos. Los bioensayos CB3-2 y CB3-4 tuvieron la menor tasa de
desproteinizacion del CB3 y no fueron significativamente diferentes entre si (figura
19).

Tabla 20. Analisis secuencial de Tukey Kramer sobre las tasas de desproteinizacion
de residuos de langostinos con el consorcio bacteriano 03 (CB03).

Ensayos | Numero de Medias de las Diferencias Grupos formados
Replicas Observadas (99.82%)
CB3-7 2 0.63648 A
CB3-3 2 0.56110 B
CB3-8 2 0.46596 C
CB3-6 2 0.37623 D
CB3-5 2 0.28953 E
CB3-1 2 0.2204 F
CB3-2 2 0.18627 G
CB3-4 2 0.171192 G
C2+ 2 0.1197 H
Cl+ 2 0.1149 H
C1- 2 0.05605 I
C2- 2 0.04513 I

*Aquellos ensayos que no comparten una letra son significativamente diferentes, con
respecto de los demas.
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Figura 17. Tasas de reduccién de proteinas (%DP/hora) de los
bioensayos del CBO3.

4.4.3.2. Andlisis del efecto individual y de interaccion que las variables ejercen
sobre el bioproceso de desproteinizacion con CB03

El efecto de las variables sobre el bioproceso con el consorcio bacteriano CBO03, en el
disefio factorial, fue analizado mediante un andlisis de varianza (ANOVA). El efecto
de todas las variables fue significativo para explicar el bioproceso en estudio (Tabla
21), donde los valores de probabilidad (valores-p) del efecto individual de cada
variable como los de interaccion, fueron menores que el valor de significancia
escogido de 0.01, por lo cual se rechaza las hipétesis nulas (Ho) (Tabla 21). Asimismo,
los efectos mas importantes del modelo fueron los de temperatura y volumen de
indculo, seguidos del efecto de la interaccion doble tiempo y temperatura, en
concordancia con lo reportado por Montgomery (2009) y Gutiérrez y De la Vara
(2008) (52,56).
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Tabla 21. Andlisis de varianza (ANOVA) de los efectos sobre la tasa de

desproteinizacion (%DP/hora), en el disefio factorial del consorcio bacteriano 03

(CBO03).
Fuentes de variacion GL SC Valor-F | Valor—p | Efecto | R? R?aj
Factores principales 3 0.30874 | 2416.82 | 0.000
Tiempo (horas) 1 0.06449 | 1514.38 | 0.000 -0.1270
Temperatura (°C) 1 0.14528 | 3411.63 | 0.000 0.1906
Volumen de Inéculo(10°UFC/mL) 1 0.09898 | 2324.44 | 0.000 0.1573
Interacciones dobles 3 0.12596 | 986.04 | 0.000
Volumen de Inéculo*Tiempo L 0.02894 | 679.56 | 0.000 0.0851
Volumen de In6culo*Temperatura il 0.00308 | 72.43 0.000 0.0278
Temperatura * Tiempo 1 0.09394 | 2206.13 | 0.000 -0.1533
Interacciones triples 1 0.00243 | 57.02 0.000
Volumen de In6culo*Tiempo*Temperatura 1 0.00243 | 57.02 0.000 0.0246
Error 8 0.00034
Total 15 | 0.43747 99.92 | 99.85

La evaluacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad, independencia y
multicolinealidad del modelo, permiti6 validar al modelo y la ecuacion de prediccion
del analisis de regresion lineal maltiple. La evaluacion de normalidad con los
resultados del CB03, mostro que los residuos seguian una distribucion normal, siendo
el factor de Anderson-Darling 0.333 y el valor de probabilidad mayor al valor de
significancia escogido de 0.01. La evaluacion de la homocedasticidad (igualdad de las
varianzas), mostro que los residuos no seguian un patron definido, siendo el valor de
probabilidad segun la prueba de Bartlett 0.209, mayor al valor de significancia (0.01),
por lo cual se acepta el supuesto de que los datos obtenidos tenian varianzas iguales.
La evaluacion de independencia sobre los residuos del CB03, mostré que los residuos
no seguian un patrén definido, por lo cual se acepté el supuesto de independencia en
los residuos. Finalmente, los factores de inflacion de varianza (FIV) fueron iguales a

1, mostrandose que no existe colinealidad entre los factores.

Los analisis de varianza y de regresion lineal maltiple mostraron un coeficiente de
determinacion ajustado (R?adj) 99.85 (Tabla 21), el cual indica que el modelo explica
el 99.85% de la tasa de desproteinizacion (%DP/hora) con el CBO03 en los residuos. Se
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obtuvo la siguiente ecuacion de prediccién, mediante analisis de regresion lineal

mualtiple:

Tasa (%DP/hora) =-2.494 - 0.11476 A + 0.11477 B + 0.0761C — 0.005063A*B
—0.00392 A*C —0.004771B *C +0.000308 A*B*C

Donde: A es la variable Tiempo (horas), B es Temperatura (°C) y C es Volumen de
In6culo (10’UFC/mL).

A partir de la ecuacion de prediccion del CB03 se obtuvo las mejores condiciones de
operacion (16 horas, 35°C, 6 mL in6culo de 10’UFC).

4.4.4 Anédlisis del modelo experimental para el consorcio bacteriano 4 (CB4)

4.4.4.1 Comparacion de los bioprocesos de desproteinizacion con CB04.

Las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino obtenidas con el consorcio
bacteriano 4 (CB04) fueron analizadas, observandose mediante la desviacion estandar
(Tabla 22), que los datos se ajustaban a los valores esperados por el modelo.
Asimismo, fueron analizadas mediante un analisis de varianza (ANOVA), el cual
mostré que existia diferencia significativa entre los bioensayos y los controles en
estudio (Tabla 23), donde el valor de probabilidad (valor-p) es menor que el valor de

significancia escogido de 0.01.

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia fueron aceptados,
dando asi validez a los resultados del analisis ANOVA (Tabla 23); las tasas de DP
seguian una distribucion normal, siendo el valor de Anderson-Darling 0.972 y el valor
de probabilidad mayor al valor de significancia escogido de 0.01; la evaluacion de
homocedasticidad mostr6 que las tasas de DP no seguian un patrén determinado entre
si; asimismo la prueba de Bartlett dio un valor de probabilidad de 0.863 mayor al valor
de significancia escogido de 0.01; finalmente la prueba de independencia, mostré que
los residuos no seguian un patrén definido, por lo cual se aceptd el supuesto de

independencia en los residuos.
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Tabla 22. Media de las tasas de desproteinizacion y desviacion estandar de los
bioensayos, con el consorcio bacteriano 4 (CB04).

Ensayos | NUmero de | Media de las | Desviacion Intervalos de Confianza
replicas tasas de DP | estandar (99% IC)
C1- 2 0.04503 0.00000 (0.03798; 0.05208)
Cl+ 2 0.3773 0.0000 (0.3702; 0.3843)
C2- 2 0.04928 0.00000 (0.04223; 0.05633)
C2+ 2 0.3399 0.0000 (0.3329; 0.3470)
CB4-1 2 1.50751 0.00553 (1.50046; 1.51456)
CB4-2 2 0.85811 0.00353 (0.85106; 0.86516)
CB4-3 2 1.39968 0.00595 (1.39263; 1.40673)
CB4-4 2 1.19410 0.00051 (1.18705; 1.20115)
CB4-5 2 1.79320 0.00340 (1.78615; 1.80025)
CB4-6 2 1.22665 0.00241 (1.21960; 1.23370)
CB4-7 2 1.79588 0.00471 (1.78883; 1.80293)
CB4-8 2 1.23783 0.00310 (1.23078; 1.24488)

Tabla 23. ANOVA (one way ANOVA) sobre la tasa de desproteinizacion (%
DP/hora), con el consorcio bacteriano 04 (CB04).

Fuentes de variacion GL SC MC Valor-F | Valor-p | R? R?aj
Bioensayos CB04 11 | 8.96481 | 0.81498 | 76490.6 | 0.000

Error 12 | 0.00013 | 0.00001

Total 23 | 8.96493 100.0 | 100.0

El analisis de Tukey Kramer sobre las tasas de DP del CB04, permiti6 determinar que
todos los bioensayos fueron significativamente diferentes de los controles positivos y
negativos (Tabla 24 y Figura 18), evidenciando que la hidrolisis de proteinas en los
bioensayos fue el resultado de la aplicacion del CBO4. El contenido de proteina
disminuy6 de 30.7% a 1.960 y a 2.003 % en los bioensayos CB04-7 y CB04-5
respectivamente, es decir, se redujo el contenido de proteina de los residuos en 93.613
y 93.473 %DP en cada bioensayo. Esos bioensayos, mostraron ser no
significativamente diferentes entre si, revelando que la temperatura pareciera no
afectar el proceso en este caso.

Ademés, CB04-7 y CB04-5 presentaron la mayor tasa de desproteinizacion de este
grupo, siendo 1.796 y 1.793 %DP/hora (Tabla 30, Figuras 18 y 20). Asimismo, se
observa en los mismos bioensayos (CB04-7 y CB04-5) un grado de hidrdlisis de 6.847
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y 5.588 gGLY/g ET (%GH) correspondientes a los productos proteicos solubles

obtenidos a partir de los residuos de langostinos. Los bioensayos CB4-8 y CB4-6

mostraron no ser significativamente diferentes entre si; asimismo, los controles

negativos. Los controles positivos si fueron diferentes entre si, lo cual podria deberse

a que la temperatura dptima de funcionamiento de la enzima Protamex™, es 50°C y
no 25°C (17,57).

Tabla 24. Analisis secuencial de Tukey Kramer sobre las tasas de desproteinizacion
con el consorcio bacteriano 04 (CB04).

Ensayos | Numero de Medias de las Diferencias Grupos formados
Replicas Observadas (99.82%)
CB4-7 2 1.79588 A
CB4-5 2 1.79320 A
CB4-1 Z 1.50751 B
CB4-3 2 1.39968 C
CB4-8 % 1.23783 D
CB4-6 2 1.22665 D
CB4-4 2 1.19410 E
CB4-2 2 0.85811 F
Cl+ 2 0.3773 G
C2+ 2 0.3399 H
C2- 2 0.04928 I
C1- 2 0.04503 I

*Aquellos ensayos que no comparten una letra son significativamente diferentes, con respecto
de los demas.
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Figura 18. Tasas de reduccion de proteinas (%DP/hora) de los
bioensayos del CBOA4.

4.4.4.2. Andlisis del efecto individual y de interaccion que las variables ejercen
sobre el bioproceso de desproteinizacion con CB04

El efecto de las variables sobre el bioproceso con el consorcio bacteriano CB04, en el
disefio factorial, fue analizado mediante un andlisis de varianza (ANOVA). El efecto
de todas las variables fue significativo para explicar el bioproceso en estudio (Tabla
25), donde los valores de probabilidad (valores-p) del efecto individual de cada
variable como los de interaccion, fueron menores que el valor de significancia
escogido de 0.01, por lo cual se rechaza las hipétesis nulas (Ho) (Tabla 25). Asimismo,
los efectos més importantes del modelo fueron los de tiempo y volumen de indculo,
seguidos del efecto de la interaccidn doble tiempo y temperatura, en concordancia con
lo reportado por Montgomery (2009) y Gutiérrez y De la Vara (2008) (52,56).
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Tabla 24. Andlisis de varianza (ANOVA) de los efectos sobre la tasa de
desproteinizacion (%DP/hora), en el disefio factorial del consorcio bacteriano 04
(CBO04).

Fuentes de variacion GL SC Valor-F | Valor-p | Efecto | R? R2aj
Factores principales 3 1.29363 | 26980.0 | 0.000

Tiempo (horas) 1 0.97970 | 61299.9 | 0.000 -0.4949

Temperatura (°C) 1 0.01464 | 916.21 | 0.000 0.0605

Volumen de Inéculo(10°UFC/mL) 1 0.29923 | 18726.9 | 0.000 0.2735

Interacciones dobles 3 0.08080 | 1685.3 | 0.000

VVolumen de Indculo*Tiempo 1 0.01817 | 1137.21 | 0.000 -0.0674

VVolumen de Indculo*Temperatura 1 0.01148 | 718.32 | 0.000 -0.0536

Temperatura * Tiempo il 0.05115 | 3200.3 | 0.000 0.1131

Interacciones triples 1 0.04738 | 2964.4 | 0.000

VVolumen de Indculo*Tiempo*Temperatura | 1 0.04738 | 2964.4 | 0.000 -0.1088

Error 8 0.00013

Total 15 | 1.42194 99.99 | 99.98

La evaluacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad, independencia y
multicolinealidad del modelo, permiti6 validar al modelo y la ecuacion de prediccion
del analisis de regresion lineal multiple. La evaluacion de normalidad con los
resultados del CB04, mostro que los residuos seguian una distribucién normal, siendo
el factor de Anderson-Darling 0.501 y el valor de probabilidad mayor al valor de
significancia escogido de 0.01. La evaluacion de la homocedasticidad (igualdad de las
varianzas), mostré que los residuos no seguian un patrén definido, siendo el valor de
probabilidad segun la prueba de Bartlett 0.863, mayor al valor de significancia (0.01),
por lo cual se acepta el supuesto de que los datos obtenidos tenian varianzas iguales.
La evaluacion de independencia sobre los residuos del CB04, mostr6 que los residuos
no seguian un patron definido, por lo cual se aceptd el supuesto de independencia en
los residuos. Finalmente, los factores de inflacion de varianza (FIV) fueron iguales a

1, mostrandose que no existe colinealidad entre los factores.

Los anélisis de varianza y de regresion lineal maltiple mostraron un coeficiente de
determinacion ajustado (R%adj) de 99.98 (Tabla 25), el cual indica que el modelo
explica el 99.98% de la tasa de desproteinizacion (%DP/hora) con el CB04 en los
residuos. Se obtuvo la siguiente ecuacion de prediccion, mediante analisis de regresion

lineal mdaltiple:
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Tasa (%DP/hora) = 6.4614- 0.29307 A -0.14861 B — 0.5832 C + 0.008268 A*B +
0.036598 A*C + 0.02459 B*C -0.001360 A*B*C

Donde: A es la variable Tiempo (horas), B es Temperatura (°C) y C es Volumen de
In6culo (10’UFC/mL)

A partir de la ecuacion de prediccion del CB04 se obtuvo las mejores condiciones de
operacion (16 horas, 35°C, 6 mL in6culo de 10’UFC).

4.4.5 Andlisis del modelo experimental para el consorcio bacteriano 5 (CB5)

4.4.5.1 Comparacion de los bioprocesos de desproteinizacion con CB05.

Las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino obtenidas con el consorcio
bacteriano 5 (CB05) fueron analizadas, observandose mediante la desviacidn estandar
(Tabla 26), que los datos se ajustaban a los valores esperados por el modelo.
Asimismo, fueron analizadas mediante un andlisis de varianza (ANOVA), el cual
mostré que existia diferencia significativa entre los bioensayos y los controles en
estudio (Tabla 27), donde el valor de probabilidad (valor-p) es menor que el valor de

significancia escogido de 0.01.

Tabla 26. Media de las tasas de desproteinizacion y desviacion estandar de los
bioensayos, con el consorcio bacteriano 5 (CB05).

Ensayos | Numero de | Mediade las | Desviacion Intervalos de Confianza
replicas tasas de DP | estandar (99% IC)
C1- 2 0.04103 0.00000 (0.03314; 0.04892)
Cl+ 2 0.1253 0.0000 (0.1174; 0.1332)
C2- 2 0.04709 0.00000 (0.03920; 0.05498)
C2+ 2 0.1526 0.0000 (0.1447; 0.1605)
CB5-1 2 0.59753 0.00988 (0.58964; 0.60542)
CB5-2 2 0.39477 0.00202 (0.38688; 0.40266)
CB5-3 2 0.57127 0.00731 (0.56338; 0.57916)
CB5-4 2 0.37405 0.00187 (0.36616; 0.38194)
CB5-5 2 0.802058 0.001019 (0.794168; 0.809948)
CB5-6 2 0.542560 0.000014 (0.534670; 0.550450)
CB5-7 2 0.810523 0.000474 (0.802633; 0.818413)
CB5-8 2 0.512634 0.000456 (0.504744; 0.520524)
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Tabla 27. ANOVA (one way ANOVA) sobre la tasa de desproteinizacion (%
DP/hora), con el consorcio bacteriano 5 (CB05).

Fuentes de variacion GL SC MC Valor-F | Valor-p | R? RZaj
Bioensayos CB05 11 | 1.63970 | 0.14906 | 11170.6 | 0.000

Error 12 | 0.00016 | 0.00001

Total 23 | 1.63986 99.99 | 99.98

Los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia fueron aceptados,
dando asi validez a los resultados del analisis ANOVA (Tabla 27); las tasas de DP
seguian una distribucion normal, siendo el valor de Anderson-Darling 0.753 y el valor
de probabilidad mayor al valor de significancia escogido de 0.01; la evaluacion de
homocedasticidad mostré que las tasas de DP no seguian un patrén determinado entre
si; asimismo la prueba de Bartlett dio un valor de probabilidad de 0.014 mayor al valor
de significancia escogido de 0.01; finalmente la prueba de independencia, mostré que
los residuos no seguian un patrén definido, por lo cual se aceptd el supuesto de

independencia en los residuos.

El analisis de Tukey Kramer sobre las tasas de DP del CBO05, permiti6 determinar que
todos los bioensayos fueron significativamente diferentes de los controles positivos y
negativos (Tabla 28 y figura 19), evidenciando que la hidrolisis de proteinas en los
bioensayos fue el resultado de la aplicacion del CBO5. El contenido de proteina
disminuy6 de 13.025% a 0.062 y 0.180 en los bioensayos CB05-7 y CB05-3
respectivamente, es decir, se redujo el contenido de proteina de los residuos en 99.566
y 98.526

significativamente diferentes entre si, revelando que la temperatura pareciera no

%DP en cada bioensayo. Esos bioensayos, mostraron ser no

afectar el proceso en este caso.

Ademés, CB05-7 y CB05-3 presentaron la mayor tasa de desproteinizacion de este
grupo, siendo 0.811 y 0.802 %DP/hora (Tabla 30, Figura 19 y 20). Asimismo, se
observd en los mismos bioensayos (CB05-7 y CB05-3) un grado de hidrélisis de
29.034 y 16.801 gGLY/g ET (%GH) correspondientes a los productos proteicos
solubles obtenidos a partir de los residuos de langostinos. Los controles positivos
fueron diferentes entre si, lo cual podria deberse a que la temperatura dptima de
funcionamiento de la enzima Protamex™, es 50°C y no 25°C (17,57).
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Tabla 28. Analisis secuencial de Tukey Kramer sobre las tasas de desproteinizacion

de residuos de langostino, con el consorcio bacteriano 5 (CBO05).

Ensayos | Numero de Medias de las Diferencias Grupos formados
Replicas Observadas (99.82%0)
CB5-7 2 0.810523 A
CB5-5 2 0.802058 A
CB5-1 2 0.59753 B
CB5-3 2 0.57127 C
CB5-6 2 0.542560 D
CB5-8 2 0.512634 E
CB5-2 2 0.39477 F
CB5-4 2 0.37405 G
C2+ 2 0.1526 H
Cl+ 2 0.1253 |
C2- 2 0.04709 J
C1- 2 0.04103 J

*Aquellos ensayos que no comparten una letra son significativamente diferentes, con respecto
de los demas.
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Figura 19. Tasas de reduccion de proteinas (%DP/hora) de los bioensayos del

CBO05.
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4.4.5.2. Andlisis del efecto individual y de interaccion que las variables ejercen
sobre el bioproceso de desproteinizacion con CB05

El efecto de las variables sobre el bioproceso con el consorcio bacteriano CB05, en el
disefio factorial, fue analizado mediante un analisis de varianza (ANOVA). Solo el
efecto de la interaccion temperatura y volumen de indculo no fue significativo para
explicar el bioproceso en estudio (Tabla 29), dado que el valor de probabilidad fue
mayor que el valor de significancia es escogido de 0.01, por lo cual se aceptan las
hipotesis nulas (Ho) para el efecto de esa interaccion. Asimismo, los efectos
individuales mas importantes del modelo fueron los de tiempo y temperatura, seguidos
del efecto de la interaccion doble de los mismos (tiempo y temperatura), en
concordancia con lo reportado por Montgomery (2009) y Gutiérrez y De la Vara
(2008) (52,56).

Tabla 29. Andlisis de varianza (ANOVA) de los efectos sobre la tasa de
desproteinizacion (%DP/hora), en el disefio factorial del consorcio bacteriano 05
(CB05).

Fuentes de variacion GL SC Valor-F | Valor—p | Efecto R? R?aj
Factores principales 3 0.36359 | 6054.86 | 0.000

Tiempo (horas) il 0.22914 | 11447.5 | 0.000 -0.2393

Temperatura (°C) il 0.13328 | 6658.60 | 0.000 0.1825

Volumen de In6culo(10°UFC/mL) 1 0.00117 | 58.51 0.000 -0.0171

Interacciones dobles 3 0.00663 | 110.36 | 0.000

Volumen de Inéculo*Tiempo il 0.00027 | 13.49 0.006 -0.0082

VVolumen de Indculo*Temperatura 1 0.00016 | 8.14 0.021 0.0064

Temperatura * Tiempo 1 0.00619 | 309.46 | 0.000 -0.0394

Interacciones triples 1 0.00048 | 24.09 0.001

Volumen de Inéculo*Tiempo*Temperatura | 1 0.00048 | 24.09 0.001 -0.0110

Error 8 0.0002 | 0.00002

Total 15 | 0.3709 99.96 | 99.92

La evaluacion de los supuestos de normalidad, homocedasticidad, independencia y
multicolinealidad del modelo, permiti6 validar al modelo y la ecuacién de prediccién
del andlisis de regresion lineal multiple. La evaluacion de normalidad con los
resultados del CB05, mostr6 que los residuos seguian una distribucion normal, siendo
el factor de Anderson-Darling 0.869 y el valor de probabilidad mayor al valor de
significancia escogido de 0.01. La evaluacién de la homocedasticidad (igualdad de las

varianzas), mostro que los residuos no seguian un patron definido, siendo el valor de
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probabilidad segun la prueba de Bartlett 0.014, mayor al valor de significancia (0.01),
por lo cual se acepta el supuesto de que los datos obtenidos tenian varianzas iguales.
La evaluacion de independencia sobre los residuos del CBO05, mostro que los residuos
no seguian un patron definido, por lo cual se acepté el supuesto de independencia en
los residuos. Finalmente, los factores de inflacion de varianza (FIV) fueron iguales a
1, mostrandose que no existe colinealidad entre los factores.

Los andlisis de varianza y de regresion lineal maltiple mostraron un coeficiente de
determinacion ajustado (R%adj) de 99.92 (Tabla 29), el cual indica que el modelo
explica el 99.92%. de la tasa de desproteinizacion (%DP/hora) con el CBO05 en los
residuos. Se obtuvo la siguiente ecuacion de prediccion, mediante analisis de regresion

lineal maltiple:

Tasa (%DP/hora) = 0.3799 - 0.01482 A + 0.02567 B - 0.0859 C - 0.000435 A*B +
0.003604 A*C + 0.003064 B*C - 0.000137 A*B*C

Donde: A es la variable Tiempo (horas), B es Temperatura (°C) y C es Volumen de
In6culo (10’UFC/mL)

A partir de la ecuacién de prediccion del CBO05 se obtuvo las mejores condiciones de
operacion (16 horas, 35°C, 6 mL in6culo de 10’UFC).

4.4.6 Discusidn de resultados de los bioprocesos y del efecto de las variables sobre
las tasas de desproteinizacion de residuos de langostino.

Todos los consorcios bacterianos estudiados (CB01, CB02, CB03, CB04 y CB05)
hidrolizaron las proteinas reduciendo su contenido en los residuos de langostino. La
tabla 30 y la figura 20 consolidan los 10 bioensayos que mostraron mejores resultados,
2 bioensayos de cada uno de los 5 consorcios bacterianos estudiados. Los resultados
de todos los bioensayos se presentan en el anexo 3.

Los resultados obtenidos en el analisis estadistico de los CB consolidados en la tabla
30y graficados en la figura 20 indican que el consorcio bacteriano CB2 mostro la tasa
de reduccién de proteinas mas alta, en los bioensayos CB02-5 y CB02-7 (1.913 y
1.908% de proteina reducida/hora) con un porcentaje de desproteinizacion de 99.694
y 99.450% respectivamente. En segundo lugar, el consorcio bacteriano CB05, en los
bioensayos CB05-7 y CBO05-3 con porcentajes de desproteinizacion de 99.57 y
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98.53%, pero con tasas de reduccion de proteina de 0.811 y 0.802% de proteina

reducida/hora, respectivamente.

Tabla 30. Reduccion del contenido de proteina en residuos de langostino en los 10
bioensayos que mostraron mejores resultados con los 5 consorcios bacterianos (CB)

estudiados.
Bioensayos Tasade Proteina Proteina %GH Temperatura | Tiempo | Volumen de
reduccion remanente, reducida, (gGly/gMuestra) (°C) (h) in6culo
de proteina dato (%DP) (107 UFC/mL)
(% proteina | experimental
reducida/ h) (%P)
CBO01-7 1.347 9.193 70.105 18.886 35 16 6
CBO01-5 1.335 9.396 69.443 15.742 25 16 6
CB02-5 1.913 0.094 99.694 25.159 25 16 6
CB02-7 1.908 0.169 99.450 19.487 35 16 6
CB03-7 0.636 1.345 88.333 14.909 35 16 6
CBO03-3 0.561 2.551 77.871 12.808 35 16 2
CB04-7 1.796 1.960 93.613 6.847 35 16 6
CB04-5 1.793 2.003 93.473 5.588 25 16 6
CBO05-7 0.811 0.057 99.566 29.034 35 16 6
CBO05-3 0.802 0.192 98.526 16.801 35 16 2

El consorcio bacteriano CB4 si bien tuvo la segunda mejor tasa de reduccion de
proteinas (1.799 y 1.791% de proteina reducida /hora), mostro valores de
desproteinizacién de 93.786 y 93.348% (bioensayos CB04-7 y CB04-5), mas bajos

que aquellos de los consorcios bacterianos CB05 y CB02.
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Tasas de Desproteinizacién (%DP/hora) de los
Consorcios Bacterianos CB01, CB02.CB03, CB04 Y
CBO05

10 15

TIEMPO (HORAS)

Figura 20. Tasas de reduccion de proteinas (%DP/hora) con los consorcios
bacterianos en estudio.

Aunque el consorcio bacteriano CB02 obtuvo la tasa de reduccién de proteinas y
porcentaje de desproteinizacion mas altos (Tabla 30 y Figura 20), este fue descartado
para los bioprocesos del presente estudio debido a que estaba conformado por cepas
patdgenas, en concordancia con las recomendaciones descritas por Okafor (2007)
acerca de la no inclusion de microorganismos patdgenos en el escalamiento de
procesos biotecnoldgicos hasta nivel piloto e industrial, lo cual ha sido considerado
como continuacion del presente trabajo. A pesar de ello, el CB2 fue conformado e
incluido en el presente estudio, con la finalidad de investigar su potencialidad para
hidrolizar las proteinas de los residuos de langostino y posteriormente evaluar los
genes codificantes de sus capacidades enzimaticas.

Por lo tanto, el consorcio bacteriano CB5 fue seleccionado para bioprocesar residuos
de langostino en el presente trabajo, cuyos resultados podrian ser utilizados como base

para un futuro escalamiento con las mismas cepas que lo conforman.
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Los bioprocesos de desproteinizacion (DP) para la obtencion de productos con valor
agregado a partir de residuos de langostinos, son una alternativa ecologica a los
procesos quimicos tradicionales (10,17), no obstante el gran inconveniente de los
mismos son los grandes periodos de tiempo implicados. Sedaghat y colaboradores
(2016) reportaron una DP de 74.76% con Pseudomonas aeruginosa, luego de 6 dias
de fermentacion a 37°C(70). Igualmente Zhang y colaboradores (2017), reportaron
una DP de 93.52% con Serratia marcescen B742, luego de 4 dias de cultivo (87). Por
lo tanto, podria considerarse que los bioprocesos de DP por lo general ocupan periodos
de tiempo extensos superiores a 2 dias, lo cual hace que el proceso no sea atractivo
desde el punto de vista industrial. Los bioprocesos realizados en el presente trabajo
fueron llevados a cabo durante periodos de tiempo de 16 a 24 horas (Anexo 2 y Figura
20), donde los bioensayos CB01-7, CB02-5, CB03-7, CB04-7 y CB05-7, mostraron
porcentajes de DP de 70.11, 99.69, 88.34, 93.61 y 99.57 % respectivamente (Tabla 30
y Anexo 3), indicando que los consorcios bacterianos CB02, CB03, CB04 y CB05
permitirian reducir el tiempo de proceso a 16 horas, manteniendo porcentajes de
desproteinizacion  competitivos con los reportados por otros autores
(18,25,30,37,72,88). Asimismo, los consorcios mas eficientes fueron CB02 y CB05
con % DP de 99.69 y 99.57 respectivamente.

Cabe resaltar gue este tipo de bioprocesos por lo general es llevado a cabo con una
sola cepa, siendo las mas usadas aquellas del género Bacillus, dado que poseen una
alta capacidad proteolitica (72,81,82,89). Ghorbel-Bellaaj y colaboradores (2013),
reportan una DP de 94% con Bacillus pumilus A1, durante 6 dias de bioproceso a 35°C
(18). Liuy colaboradores (2014) reportaron una DP de 87% con Bacillus licheniformis,
durante 4 dias de bioproceso a 30°C (37). Bashandy y colaboradores (2016) reportaron
una DP del 96% con Bacillus subtilis, durante 6 dias de fermentacion a 35°C (72).

Otro género de bacterias altamente empleado es
Lactobacillus, el cual ademas de actividad proteolitica tiene la capacidad de producir
acido lactico, el cual inhibe el crecimiento de bacterias competitivas y la microflora
indeseada (15,29,90,91). Juarez en afio 2010, reporté que con Lactobacillus sp.
consigui6é una DP de 78.2% luego de 5 dias de fermentacién a 30°C (17). Arbia y
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colaboradores reportaron (2013) una DP del 78% con Lactobacillus helveticus, luego
de 15 dias de bioproceso a 32°C (29). Pacheco (2010), report6 una DP de 90% con

Lactobacillus plantarum luego de 6 dias de fermentacién a 30°C (12).

Si bien el empleo de los géneros Bacillus y Lactobacillus en los bioprocesos de DP
resulta una practica usual y se consiguen valores de DP favorables, se mantienen los
inconvenientes de los extensos periodos de tiempo para desproteinizar los tejidos. En

el presente trabajo, no fueron incluidas especies del género Bacillus ni Lactobacillus.

Asimismo, en la busqueda de mejorar el proceso, otros autores han estudiado
alternativas como el uso de hongos y mezclas de bacterias (consorcios) (41,92-94).
Los estudios de Aranday-Garcia y colaboradores en el afio 2017, mostraron que el
hongo Rhizopus oligosporus, conseguia 96% DP luego de 120 horas de fermentacion
a 30°C (92). Por otra parte, Islas (2010) reporté una DP del 80.9% con una mezcla de
especies bacterianas de tipo acido lacticas, luego de 5 dias de bioproceso a 30°C (40);
de igual manera Francisco y colaboradores (2015), reportaron una DP de 84.4% con
una mezcla de bacterias acido lacticas luego de 3 dias de bioproceso (95). Beaney y
colaboradores (2005) utilizaron un cultivo mixto de microorganismos logrando un
97.2% de DP luego de 7 dias de fermentacion(96).

Aunque el uso de consorcios bacterianos reportados por otros autores no mostrd
reducir los tiempos de biorreaccion, si redujo el contenido de proteinas en los tejidos
estudiados, segun lo reportado por Islas, Francisco y colaboradores, y Beaney y
colaboradores (2010, 2015, 2005). En el presente estudio los 5 consorcios bacterianos
que fueron evaluados (Anexo 2), consiguieron reducir el contenido de proteina en
residuos de langostino en 16 horas, es decir en menor tiempo de operacién que lo
reportado por los autores anteriormente mencionados. Los més eficientes consorcios
fueron CB02 y CBO05, los cuales consiguieron un %DP de 99.70 y 99.57

respectivamente luego de 16 horas de operacion.

El consorcio bacteriano CB5 fue seleccionado en este estudio como el consorcio mas
adecuado, dada su velocidad para reducir el contenido de proteinas en residuos de
langostino; y ademas debido a que no incluia microorganismos patdgenos. Las mejores
condiciones de operacion obtenidas para el CB05 mediante el disefio factorial, fueron

35°C, 16 horas y 6 mL de indculo a una concentracion de 10’ UFC/mL.
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CONCLUSIONES

1. Seseleccionaron 5 consorcios bacterianos (CB01, CB02, CB03, CB04 y CB05)
con actividad proteolitica, los cuales fueron probados en bioprocesos de
hidrolisis enzimatica, reduciendo el contenido de proteina en residuos de
langostinos.

2. Los 5 consorcios bacterianos conformados en el presente trabajo (CB01, CB02,
CB03, CB04 y CBO05), redujeron el contenido de proteinas en residuos de
langostinos a diferentes condiciones de operacién por encima de 50% (%DP)
mediante bioprocesos de hidrolisis enzimatica.

3. Las mejores condiciones de operacion para cada consorcio bacteriano, que
permitieron reducir el contenido de proteinas en los residuos de langostinos
mediante el analisis de un disefio factorial de tipo 23, fueron:

e 35°C, 16 horasy 6 x 10’ UFC/mL para el consorcio bacteriano CBO1.
e 25°C, 16 horasy 6 x 10’ UFC/mL para el consorcio bacteriano CBO02.
e 35°C, 16 horasy 6 x 10’ UFC/mL para el consorcio bacteriano CB03.
e 35°C, 16 horasy 6 x 10’ UFC/mL para el consorcio bacteriano CB04.
e 35°C, 16 horasy 6 x 10" UFC/mL para el consorcio bacteriano CBO05.

4. El consorcio bacteriano més eficiente en hidrolizar las proteinas en residuos de
langostinos y que podria ser considerado para escalamiento futuro con las
mismas cepas que lo conforman, fue el consorcio bacteriano CBO5, el cual
redujo el contenido de proteinas en 99.525% (%DP) con una tasa de
desproteinizacion de 0.810 % DP/hora.

5. EIl consorcio bacteriano méas veloz en hidrolizar las proteinas de residuos de
langostinos fue el consorcio bacteriano CB02, el cual redujo el contenido de
proteinas en 99.699% (%DP) con una tasa de desproteinizacion de 1.913
%DP/hora; sin embargo, este no seria el mas adecuado para futuro escalamiento
por contener bacterias patdgenas.
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RECOMENDACIONES

1.  Serecomienda la optimizacién del bioproceso de desproteinizacion de residuos
de langostinos utilizando el consorcio bacteriano CBO05, para obtener las
mejores condiciones de operacion que permitan la méxima tasa de
desproteinizacion de estos residuos, siendo este un paso previo al escalamiento

y el posible uso de este consorcio en pruebas semi-piloto y piloto.

2. Se recomienda para trabajos posteriores evaluar la posibilidad de usar cepas
recombinantes que contengan los genes del consorcio bacteriano CB02, de
manera que permita aprovechar las caracteristicas enzimaticas de dicho

consorcio.

3. Con respecto a los consorcios bacterianos CB01, CB03 y CB04, se recomienda
realizar evaluaciones ampliando el nimero de factores de manera que permita
mejorar la comprension del mecanismo de hidrolisis de los consorcios
bacterianos sobre los residuos de langostinos y sobre la tasa de consumo de
proteinas para afinar el modelo de bioproceso.

4.  Se sugiere estudiar el aprovechamiento de restos musculares y visceras que se

generan durante la etapa de preparacion de muestra de exoesqueleto total (ET).

5. Realizar estudios que permitan el aprovechamiento de otros compuestos a
partir de los mismos residuos de langostinos, como productos proteicos en
solucién generados por el bioproceso de desproteinizacion (DP), los cuales

podrian tener una aplicacién y un valor en el mercado.
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ANEXQOS
Anexo 1

Preparacion de Medios de Cultivo

A continuacion, se detallan los ingredientes empleados en todos los medios de cultivo.

Ingredientes para la preparacion de TSA

Agar Tripticasa de Soya (TSA)
Cantidades

Insumos 1000 mL
Tripticasa 159
Peptona de soya 59
Cloruro de sodio 590
Agar 159

pH 7.310.2

Autoclavar a 121°C /15 min

Ingredientes para la preparacion de TSB

Caldo Tripticasa de Soya (TSB)
Cantidades
Insumos 1000 mL
Tripticasa 17¢g
Peptona de soya 39
Cloruro de sodio 590
Fosfato di potésico 2549
Glucosa 2549
pH 7.30.2
Autoclavar a 121°C / 15 min
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Anexo 2

Ensayos de desproteinizacion (condiciones de operacion)

ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB1
RESIDUO (ET): Exoesqueleto total triturado, lavado, pulverizado y secado a sesenta
CODIGO grados Celsius.
NO
DE FECHA
ENSAYOS CONDICIONES
MUESTRA
Diferentes Similares
1 CB01-1 Inéculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/pH final:8
1 CB01-2 In6culo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7.3
- - Proporcion agua:
1 CB01-3 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7.5 .
8:1/ residuos: 18 g
1 CB01-4 ) Inculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7.3 residuos/volumen
& total de
1 CBO01-5 é Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7.8 biorreaccion: 126
> ml/ 70 rpm/pH
1 CB01-6 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7 inicial 8.5
1 CB01-7 Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
il CB01-8 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 Cl+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
1 C1- Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2- Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
CBO01-1: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 1). CB01-2: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 2).
CBO01-3: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 3). CB01-4: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 4).
12 CBO01-5: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 5). CB01-6: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 6).
CBO01-7: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 7). CB01-8: Consorcio bacteriano 1 (biorreaccion 8).
C+: Control Positivd (Protamex) C-: Control Negativo
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB2
RESIDUO (ET): Exoesqueleto total triturado, lavado, pulverizado y secado a sesenta
CODIGO grados Celsius.
NO
DE FECHA
ENSAYOS CONDICIONES
MUESTRA
Diferentes Similares
1 CB02-1 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/pH final:6.5
1 CB02-2 Indculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final:6.5
- - Proporcion agua:
1 CB02-3 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 6.8 .
8:1/ residuos: 18 g
1 CB02-4 ) Inéculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura; 35°C/ pH final: 6.5 residuos/volumen
& total de
1 CB02-5 § Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 6.7 biorreaccion: 126
<. ml/ 70 rpm/pH
1 CB02-6 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 6.6 inicial 8.5
1 CB02-7 In6culo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 6.7
1 CB02-8 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 6.5
1 Cl+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
1 C1l- Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2- Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
CB02-1: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 1). CB02-2: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 2).
CBO02-3: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 3). CB02-4: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 4).
12 CB02-5: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 5). CB02-6: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 6).
CB02-7: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 7). CB02-8: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccién 8).
C+: Control Positivé (Protamex) C-: Control Negativo
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB3
RESIDUO (ET): Exoesqueleto total triturado, lavado, pulverizado y secado a sesenta
CODIGO grados Celsius.
NO
DE FECHA
ENSAYOS CONDICIONES
MUESTRA
Diferentes Similares
1 CB03-1 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/pH final:7
1 CB03-2 Indculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final:7
- - Proporcion agua:
1 CB03-3 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7 .
8:1/ residuos: 18 g
1 CB03-4 ) Inéculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura; 35°C/ pH final: 7 residuos/volumen
& total de
1 CB03-5 % Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7 biorreaccion: 126
- ml/ 70 rpm/pH
1 CB03-6 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 6.5 inicial 8.5
1 CB03-7 Inéculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 CB03-8 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 Cl+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
1 C1l- Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2- Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
CB03-1: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 1). CB03-2: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 2).
CBO03-3: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 3). CB03-4: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 4).
12 CB03-5: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 5). CB03-6: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 6).
CB03-7: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 7). CB03-8: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 8).
C+: Control Positivé (Protamex) C-: Control Negativo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DE SANTA MARIA

ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB4
RESIDUO (ET): Exoesqueleto total triturado, lavado, pulverizado y secado a sesenta
CODIGO grados Celsius.
NO
DE FECHA
ENSAYOS CONDICIONES
MUESTRA
Diferentes Similares
1 CB04-1 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/pH final:7
1 CB04-2 Indculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final:7
- - Proporcion agua:
1 CB04-3 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7 .
8:1/ residuos: 18 g
1 CB04-4 ) Inéculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura; 35°C/ pH final: 7 residuos/volumen
& total de
1 CB04-5 § Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7 biorreaccion: 126
- ml/ 70 rpm/pH
1 CB04-6 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 6.5 inicial 8.5
1 CB04-7 Inéculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 CB04-8 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 Cl+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
1 C1l- Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2- Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
CB04-1: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 1). CB04-2: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 2).
CBO04-3: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 3). CB04-4: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 4).
12 CB04-5: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 5). CB04-6: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 6).
CBO04-7: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 7). CB04-8: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 8).
C+: Control Positivé (Protamex) C-: Control Negativo
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB5
RESIDUO (ET): Exoesqueleto total triturado, lavado, pulverizado y secado a sesenta
CODIGO grados Celsius.
NO
DE FECHA
ENSAYOS CONDICIONES
MUESTRA
Diferentes Similares
1 CB05-1 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/pH final:7
1 CB05-2 Indculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final:7
- - Proporcion agua:
1 CB05-3 Indculo: 2ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7 .
8:1/ residuos: 18 g
1 CB05-4 ) Inéculo: 2ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura; 35°C/ pH final: 7 residuos/volumen
& total de
1 CB05-5 % Indculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 7 biorreaccion: 126
. ml/ 70 rpm/pH
1 CB05-6 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 25°C/ pH final: 6.5 inicial 8.5
1 CB05-7 Inéculo: 6ml/ Tiempo: 16 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 CB05-8 Indculo: 6ml/ Tiempo: 24 horas/Temperatura: 35°C/ pH final: 7
1 Cl+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2+ Protamex: 3.75mg/Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
1 C1l- Tiempo: 16 horas/Temperatura:25°C/pH final: 7
1 C2- Tiempo: 24 horas/Temperatura:35°C/pH final: 7
CBO05-1: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 1). CB05-2: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 2).
CBO05-3: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 3). CB05-4: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 4).
12 CBO05-5: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 5). CB05-6: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 6).
CBO05-7: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 7). CB05-8: Consorcio bacteriano 2 (biorreaccion 8).
C+: Control Positivé (Protamex) C-: Control Negativo
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Anexo 3
Ensayos de caracterizacion de las fracciones obtenidas de los bioprocesos de
hidrolisis

- Composicion quimica proximal

ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB1
. _ COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE HUMEDA
CODIGO SECA
DE FECHA 5 Grasa 5 . : Grasa ; ”
Humedad Ceniza Proteina | Quitina Ceniza Proteina Quitina
MUESTRA (%H) (%C) Cruda (%) (%0) %C) Cruda %P) (%0)
(] (] o o (] o (]
(%G) (%G)
ET 7.426 29.549 1.545 28.466 33.013 31.919 1.669 30.750 35.662
7.613 32.969 0.786 12.156 46.477 35.685 0.850 13.189 50.275
CB01-1
7.613 32.811 0.868 12.404 46.304 35.514 0.940 13.426 50.120
7.799 32.624 0.344 15.937 43.296 35.383 0.373 17.285 46.958
CB01-2
7.799 32.602 0.330 15.854 43.415 35.360 0.358 17.195 47.088
7.799 32.382 0.344 14.101 45.374 35.121 0.373 15.293 49.212
CB01-3
7.799 32.287 0.368 13.932 45.614 35.018 0.399 15.111 49.473
7.762 32.985 0.264 11.389 47.601 35.760 0.286 12.347 51.607
CB01-4
7.762 32.795 0.267 11.581 47.595 35.555 0.289 12.555 51.600
7.426 32.201 0.264 8.722 51.387 34.784 0.285 9.422 55.509
ceors** | S
g 7.426 32.092 0.233 8.675 51.573 34.667 0.252 9.371 55.711
o
Q 7.613 31.494 0.347 15.454 45.092 34.090 0.375 16.728 48.807
CB01-6
7.613 31.227 0.342 15.245 45.573 33.800 0.371 16.501 49.328
7.804 32.143 0.347 8.526 51.180 34.864 0.376 9.247 55.513
CBO01-7*
7.804 32.149 0.326 8.425 51.296 34.870 0.354 9.138 55.638
7.847 32.130 0.543 2.956 56.524 34.866 0.589 3.208 61.337
CB01-8
7.847 31.683 0.551 2.858 57.060 34.381 0.598 3.102 61.919
Cl+ 8.468 31.487 0.347 23.798 35.900 34.400 0.379 26.000 39.221
C2+ 8.582 30.719 0.342 22.228 38.129 33.603 0.374 24.314 41.709
C1- 8.430 30.047 0.344 26.729 34.450 32.813 0.376 29.189 37.621
C2- 8.674 31.410 0.351 26.704 32.861 34.393 0.384 29.240 35.983
* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB2
% _ COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE HUMEDA ECA
CODIGO SEC
DE FECHA . Grasa 5 . . Grasa ) »
MUESTRA Humedad Ceniza Proteina | Quitina Ceniza Proteina Quitina
o | @wo | M ewn | wo | eo | MR e | o
() 0 0 0 0 0 0
(%G) (%G)
ET 7.426 29.549 1.367 28.420 33.239 31.919 1.476 30.700 35.905
7.426 32.184 0.347 5.774 54.269 34.766 0.375 6.237 58.622
CB02-1
7.426 32.184 0.347 5.774 54.269 34.750 0.366 6.372 58.513
7.804 34.641 0.264 7.636 49.655 37.573 0.286 8.283 53.858
CB02-2
7.720 34.934 0.298 7.523 49.525 37.856 0.323 8.153 53.668
7.762 39.295 0.347 7.190 45.407 42.601 0.376 7.795 49.228
CB02-3
7.013 39.338 0.333 7.351 45.965 42.305 0.358 7.906 49.431
7.799 34.976 0.802 16.182 40.241 37.935 0.870 17.551 43.645
CB02-4
7.619 35.064 0.783 16.096 40.438 37.956 0.848 17.423 43.773
7.847 38.655 0.347 0.085 53.066 41.946 0.376 0.092 57.585
CB02-5*
©
= 7.796 38.102 0.348 0.088 53.666 41.324 0.377 0.096 58.203
N
5
§ 7.613 33.322 0.679 4.306 54.079 36.068 0.735 4.661 58.535
CB02-6
7.653 33.598 0.667 4111 53.971 36.382 0.722 4.452 58.444
7.613 34.169 0.302 0.144 57.772 36.985 0.327 0.156 62.532
CB02-7**
7.641 34.308 0.254 0.168 57.629 37.146 0.275 0.182 62.397
7.799 33.379 0.264 7.596 50.963 36.202 0.286 8.238 55.274
CB02-8
7.825 33.364 0.271 7.469 51.072 36.196 0.294 8.103 55.407
Cl+ 7.613 33.038 0.264 24.815 34.271 | 35.760 0.285 26.859 37.095
C2+ 7.762 32.160 0.344 22.809 36.925 34.866 0.373 24.729 40.033
C1- 7.799 32.144 0.347 26.874 32.836 34.864 0.376 29.147 35.613
C2- 7.874 31.571 0.264 26.525 33.767 34.269 0.286 28.792 36.653
* Se obtuvo la mejor desproteinizacién de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB3
) . COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE HUMEDA SECA
CODIGO
DE FECHA . Grasa 5 . . Grasa ) »
MUESTRA Humedad Ceniza Proteina | Quitina Ceniza Proteina Quitina
o | oo | M eem | o | eeo | SR e ©6Q)
() 0 0 0 0 0 0
(%G) (%G)
ET 9.014 27.688 1.545 10.490 51.263 30.431 1.698 11.529 56.342
7.956 35.345 0.786 7.208 48.705 38.400 0.854 7.831 52.915
CB03-1
8.028 35.742 0.744 7.517 47.969 38.862 0.809 8.173 52.156
9.067 32.372 0.344 6.367 51.850 35.600 0.378 7.002 57.020
CB03-2
9.014 32.175 0.388 6.473 51.950 35.362 0.427 7.114 57.097
8.114 35.192 0.264 2.261 54.169 38.300 0.287 2.460 58.953
CB03-3**
8.539 35.544 0.204 2.416 53.297 38.862 0.223 2.642 58.273
9.259 32.667 0.347 6.737 50.990 36.000 0.382 7.424 56.193
CB03-4
9.480 32.824 0.325 6.713 50.659 36.261 0.359 7.416 55.964
9.528 38.270 0.344 6.214 45.645 42.300 0.380 6.868 50.452
CB03-5
©
= 9.874 38.049 0.388 6.241 45.448 42.218 0.431 6.924 50.427
N
3
= 9.015 39.943 0.264 2.233 48.546 43.900 0.290 2.454 53.356
CB03-6
8.585 38.717 0.253 2.326 50.118 42.354 0.277 2.544 54.825
9.276 38.376 0.347 1.173 50.828 42.300 0.382 1.293 56.025
CB03-7*
9.462 38.523 0.386 1.265 50.364 42.549 0.426 1.397 55.627
9.337 38.350 0.543 0.336 51.434 42.300 0.599 0.370 56.731
CB03-8
9.010 38.716 0.539 0.293 51.443 42.549 0.592 0.323 56.537
Cl+ 9.014 31.226 0.347 8.818 50.595 34.320 0.381 9.691 55.608
C2+ 9.014 30.007 0.344 9.674 50.961 32.980 0.378 10.632 56.010
C1- 9.226 37.127 0.342 7.857 45.449 40.900 0.377 8.655 50.068
C2- 9.256 36.207 0.340 9.479 44718 39.900 0.375 10.446 49.279
* Se obtuvo la mejor desproteinizacién de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB4
. _ COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE HUMEDA BASE SECA
CODIGO SE SEC
DE FECHA . Grasa 5 . . Grasa ) .
MUESTRA Humedad Ceniza Proteina | Quitina Ceniza Proteina Quitina
o | w0 | M wn | wo | eo | U] e | o
() 0 0 0 0 0 0
(%G) (%G)
ET 9.014 29.042 1.545 27.928 32471 31.919 1.698 30.695 35.688
9.259 31.743 0.786 6.022 52.190 34.982 0.866 6.637 57.515
CB04-1
9.017 31.732 0.744 5.925 52.582 34.877 0.818 6.512 57.794
9.533 33.939 0.344 9.083 47.101 37.515 0.380 10.040 52.065
CB04-2
9.285 34.355 0.388 9.217 46.755 37.871 0.428 10.160 51.541
7.956 33.565 0.264 7.578 50.638 36.466 0.286 8.232 55.015
CB04-3
7.556 33.562 0.204 7.735 50.943 36.306 0.221 8.367 55.106
9.067 35.907 0.347 1.844 52.836 39.487 0.381 2.028 58.104
CB04-4
8.516 36.476 0.325 1.871 52.812 39.872 0.355 2.045 57.728
8.496 37.937 0.344 1.868 51.354 41.460 0.376 2.042 56.123
CBO04-5** A
-
- 8.308 38.405 0.388 1.802 51.098 41.884 0.423 1.965 55.728
5
| 9.067 38.825 0.264 1.104 50.740 42.696 0.290 1214 55.799
CB04-6
9.080 38.307 0.253 1.178 51.181 42.133 0.279 1.296 56.292
9.067 36.682 0.347 1.734 52.170 40.339 0.381 1.907 57.372
CB04-7*
9.062 36.469 0.386 1.831 52.252 40.103 0.424 2.014 57.459
8.333 41.651 0.543 0.953 48.520 45.437 0.592 1.039 52.931
CB04-8
8.307 41.857 0.539 0.857 48.440 45.650 0.587 0.934 52.828
Cl+ 8.498 31.477 0.347 22.562 37.116 34.400 0.379 24.658 40.563
C2+ 8.409 30.777 0.342 20.642 39.830 33.603 0.373 22.537 43.487
C1- 8.450 30.041 0.344 27.441 33.724 32.813 0.376 29.974 36.837
C2- 8.374 31513 0.340 27.040 | 32732 | 34393 0.372 29.512 35.724
* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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ENSAYOS DE DESPROTEINIZACION DEL CB5
. _ COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL BASE HUMEDA ECA
CODIGO SEC
DE FECHA . Grasa 5 . . Grasa ) »
MUESTRA Humedad Ceniza Proteina | Quitina Ceniza Proteina Quitina
o) | o) | S e | @ | wo | S ] e | oo
(] 0 0 0 0 0 0
(%G) (%G)
ET 9.014 27.688 1.545 11.851 49.901 30.431 1.698 13.025 54.845
7.956 30.457 0.786 3.086 57.715 33.090 0.854 3.353 62.704
CB05-1
7.976 30.487 0.744 3.291 57503 | 33.129 0.808 3.576 62.486
9.067 28.326 0.344 3.260 59.004 31.150 0.378 3.585 64.887
CB05-2
9.063 28.538 0.388 3.197 58.814 31.382 0.427 3.516 64.675
7.850 27.866 0.344 0.166 63.774 33.230 0.287 0.180 69.205
CB05-3**
7.865 27.669 0.388 0.188 63.890 33.337 0.222 0.204 69.344
9.067 26.498 0.264 0.003 64.167 29.140 0.290 0.004 70.566
CB05-4
9.303 26.885 0.253 0.003 63.556 29.642 0.279 0.003 70.075
8.114 30.534 0.264 3.493 57.595 30.240 0.287 3.802 62.681
CB05-5 .
—
8 8.218 30.597 0.204 3.641 57.340 | 30031 0.222 3.967 62.474
S
& 9.014 29.033 0.347 3.712 57.893 31.908 0.381 4.080 63.629
CB05-6
9.188 28.907 0.325 3.647 57.933 31.832 0.358 4.016 63.795
9.067 30.908 0.347 0.056 59.622 33.990 0.381 0.062 65.567
CB05-7*
9.063 30.845 0.386 0.047 59.659 33.919 0.424 0.051 65.604
8.114 32.197 0.543 0.670 58.476 35.040 0.591 0.729 63.640
CB05-8
8.333 32.202 0.539 0.654 58.271 35.130 0.588 0.714 63.569
Cl+ 9.014 28.788 0.347 10.027 51.824 31.640 0.381 11.020 56.959
C2+ 9.259 31.215 0.342 8.495 50.689 34.400 0.377 9.362 55.862
C1- 9.014 29.625 0.344 11.253 49.763 32.560 0.378 12.368 54.693
C2- 9.528 30.290 0.340 10.762 49.080 33.480 0.376 11.895 54.249
* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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- Caracterizacion de hidrolizado (fraccion soluble) y fraccion insoluble

obtenidos.
Caracterizacion de Hidrolizado del CB1
ENSAYOS
CODIGO DE

MUESTRA FECHA Proteina gGLY/g %GH (g Gly/g Tasa de DP
remante (%Pr) Muestra Muestra) 60D 0DP (%DP/hora)

ET 30.750 0.005 2.181 0.000 0.000 0.000

CB01-1a 13.189 0.029 12.828 22.440 57.108 1.098

CBO01-1b 13.426 0.028 12.702 25.126 56.338 1.083

CBO01-2a 17.285 0.020 8.789 21.250 43.788 0.561

CB01-2b 17.195 0.020 8.762 14.459 44.080 0.565

CBO01-3a 15.293 0.023 10.354 25.360 50.265 0.966

CB01-3b 15.111 0.023 10.507 20.226 50.859 0.977

CBO01-4a 12.347 0.030 13.187 20.175 59.847 0.767

CBO01-4b 124555 0.029 12.989 20.402 59.169 0.758

CB01-5a** 9.422 0.035 15.724 22.192 69.360 1.333

CBO01-5b** g 9.371 0.035 15.760 21.366 69.526 1.336

5

CB01-6a ﬁ 16.728 0.026 11.451 20.325 45.601 0.584

CBO01-6b 16.501 0.026 11.496 20.005 46.339 0.594

CB01-7a* 9.247 0.042 18.917 22.380 69.927 1.344

CB01-7b* 9.138 0.042 18.854 15.174 70.282 1.351

CBO01-8a 3.208 0.043 19.123 32.160 89.567 1.148

CB01-8b 3.102 0.043 19.159 30.150 89.913 1.152

Cl+ 26.000 0.020 8.816 16.125 15.448 0.297

C2+ 24.314 0.021 9.652 13.004 20.929 0.268

C1- 29.189 0.008 2.092 10.025 5.075 0.098

C2- 29.240 0.004 1.626 12.365 4.909 0.063

* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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Caracterizacion de Hidrolizado del CB2
ENSAYOS
CODIGO DE

MUESTRA FECHA Proteina gGLY/g 9%GH (g Gly/g Tasa de DP
remante (%Pr) Muestra Muestra) #DD %6DP (%DP/hora)

ET 30.700 0.002 1172 0.000 0.000 0.000

CB02-1a 6.237 0.035 20.903 32.344 79.683 1.529

CB02-1b 6.372 0.033 20.360 40.025 79.245 1521

CB02-2a 8.283 0.037 21579 28.350 73.020 0.934

CB02-2b 8.153 0.029 21.422 25.106 73.444 0.939

CB02-3a 7.795 0.035 20.903 29.176 74.608 1.432

CB02-3b 7.906 0.026 20.823 35.122 74.249 1.425

CB02-4a 17.551 0.033 19.730 20.130 42.830 0.548

CB02-4b 17.423 0.020 19.711 20.055 43.246 0.553

CB02-5a* 0.092 0.043 25.166 46.117 99.699 1.913

CB02-5b* é 0.096 0.041 25.152 49.142 99.688 1.913

5

CB02-6a S 4.661 0.031 18.189 38.265 84.816 1.085

CB02-6b 4.452 0.030 18.175 43.266 85.499 1.094

CB02-7a** 0.156 0.033 19.519 40.012 99.492 1.909

CB02-7b** 0.182 0.018 19.454 31.285 99.408 1.907

CB02-8a 8.238 0.028 16.353 28.420 73.166 0.936

CB02-8b 8.103 0.022 16.289 30.366 73.606 0.942

Cl+ 26.859 0.003 2.292 8.101 12.509 0.240

C2+ 24.728 0.006 4.365 10.125 19.450 0.249

C1- 29.147 0.002 1.172 11.466 5.057 0.097

C2- 28.792 0.005 3.250 12.055 6.215 0.079

* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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Caracterizacion de Hidrolizado del CB3
ENSAYOS
CODIGO DE
MUESTRA FECHA Proteina gGLY/g %GH (g Gly/g Tasa de DP
remante (%Pr) Muestra Muestra) %600 %6DP (%DP/hora)
ET 11.529 0.004 2.449 0.000 0.000 0.000
CB03-1 7.831 0.006 3.659 32.035 32.074 0.231
CB03-1 8.173 0.006 3.677 30.255 29.104 0.210
CB03-2 7.002 0.002 1.332 30.196 39.264 0.189
CB03-2 7.114 0.002 1.345 30.201 38.290 0.184
CB03-3** 2.460 0.020 12.781 39.006 78.658 0.567
CB03-3** 2.642 0.021 12.835 40.015 77.084 0.555
CB03-4 7.424 0.013 8.391 31.066 35.601 0.171
CB03-4 7.416 0.014 8.817 25.786 35.674 0.171
CB03-5 6.868 0.002 1.283 30.142 40.425 0.291
CB03-5 é 6.924 0.002 1.256 35.001 39.938 0.288
5
CB03-6 S 2.454 0.005 3.014 43.105 78.711 0.378
CB03-6 2.544 0.005 2.987 47.005 77.930 0.374
CB03-7* 1.293 0.024 14.947 48.112 88.784 0.640
CBO03-7* 1.397 0.022 14.870 45.106 87.881 0.633
CB03-8 0.370 0.028 17.365 56.063 96.790 0.465
CB03-8 0.323 0.028 17.490 56.100 97.201 0.467
Cl+ 9.691 0.007 2.449 23.185 15.940 0.115
C2+ 10.632 0.006 4.009 31.020 24.925 0.120
C1- 8.655 0.002 1.166 11.051 7.779 0.056
C2- 10.446 0.002 1.390 8.162 9.396 0.045
* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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Caracterizacion de Hidrolizado del CB4
ENSAYOS
C:S;ESRZE FECHA Proteina gGLY/g 9%GH (g Gly/g Tasa de DP
remante (%Pr) Muestra Muestra) 60D 6DP (%DP/hora)
ET 30.695 0.005 2.076 0.000 0.000 0.000
CB04-1 6.637 0.002 0.836 30.162 78.378 1.504
CB04-1 6.512 0.002 0.839 32.155 78.785 1.511
CB04-2 10.040 0.013 5.729 28.425 67.291 0.861
CB04-2 10.160 0.012 5.427 30.022 66.900 0.856
CB04-3 8.232 0.018 7.910 31.320 73.180 1.404
CB04-3 8.367 0.017 7.822 35.126 72.741 1.395
CB04-4 2.028 0.010 4.263 37.185 93.394 1.194
CB04-4 2.045 0.009 4.234 32.004 93.338 1.194
CB04-5** 2.042 0.012 5.583 38.142 93.348 1.791
CB04-5** é 1.965 0.012 5.592 35.426 93.598 1.796
5
CB04-6 § 1.214 0.010 4.630 40.112 96.044 1.228
CB04-6 1.296 0.010 4777 44.022 95.778 1.225
CB04-7* 1.907 0.015 6.856 40.205 93.786 1.799
CB04-7* 2.014 0.015 6.838 40.400 93.439 1.793
CB04-8 1.039 0.037 16.605 44.063 96.614 1.236
CB04-8 0.934 0.036 16.767 40.491 96.956 1.240
Cl+ 24.658 0.002 0.971 16.111 19.667 0.377
C2+ 22.537 0.003 1.542 11.284 26.578 0.340
C1- 29.974 0.0004 0.209 10.066 2.347 0.045
C2- 29.512 0.001 0.662 13.501 3.853 0.049
* Se obtuvo la mejor desproteinizacion de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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Caracterizacion de Hidrolizado del CB5
ENSAYOS
CODIGO DE FECHA
MUESTRA Proteina remante 4 GLY/g Muestra %GH (g Gly/g T e Tasa de DP
(%Pr) Muestra) (%DP/hora)
ET 13.025 0.004 2.335 0.000 0.000 0.000
CB05-1 3.353 0.028 16.915 58.069 74.260 0.605
CB05-1 3.576 0.028 16.900 60.109 72.543 0.591
CB05-2 3.585 0.028 16.915 55.122 72.479 0.393
CBO05-2 3.516 0.028 16.879 47.450 73.005 0.396
CB05-3** 0.180 0.028 16.804 59.105 98.614 0.803
CB05-3** 0.204 0.028 16.798 60.125 98.437 0.801
CB05-4 0.004 0.053 31.546 58.144 99.971 0.543
CB05-4 0.003 0.052 31.386 60.110 99.975 0.543
CB05-5 3.802 0.027 16.320 60.120 70.810 0.576
S
CB05-5 IS 3.967 0.027 16.369 59.226 69.541 0.566
8
CB05-6 g 4.080 0.027 15.826 71.405 68.678 0.373
CB05-6 4.016 0.026 15.818 65.002 69.167 0.375
CBO05-7* 0.062 0.049 29.027 68.004 99.525 0.810
CBO05-7* 0.051 0.036 29.040 67.105 99.607 0.811
CB05-8 0.729 0.035 20.794 55.326 94.400 0.512
CB05-8 0.714 0.034 20.674 54.226 94.518 0.513
Cl+ 11.020 0.008 5.024 11.036 15.392 0.125
C2+ 9.362 0.014 8.229 10.466 28.125 0.153
C1- 12.369 0.006 3.940 12.330 5.040 0.041
C2- 11.895 0.008 4.882 22,049 8.676 0.047
* Se obtuvo la mejor desproteinizacién de todos los sistemas.
** Se obtuvo la segunda mejor desproteinizacion.
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Anexo 4

Resultados analisis microbiologicos

CARACTERIZACION HIDROLIZADOS

CODIGO CONCEN- CODIGO CONCEN- CODIGO CONCEN- CODIGO CONCEN- CODIGO CONCEN-

DE TRACION DE TRACION DE TRACION DE TRACION DE TRACION
MUESTRA (UFC) MUESTRA (UFC) MUESTRA (UFC) MUESTRA (UFC) MUESTRA (UFC)
CB1-1 15x10°8 CB2-1 32x10° CB3-1 17x10° CB4-1 22x10° CB5-1 21x10°
CB1-2 11x108 CB2-2 13x10° CB3-2 15x10° CB4-2 9x10° CB5-2 35x10°
CB1-3 26x10° CB2-3 23x107 CB3-3 41x10° CB4-3 5x107 CB5-3 3x108
CB1-4 22x108 CB2-4 7x10° CB3-4 13x107 CB4-4 15x107 CB5-4 27x108
CB1-5 45x10° CB2-5 4x10° CB3-5 24x10° CB4-5 7x108 CB5-5 29x10°
CB1-6 9x10° CB2-6 24x108 CB3-6 32x10°8 CB4-6 11x107 CB5-6 3x107
CB1-7 40x10° CB2-7 9x10° CB3-7 21x10°8 CB4-7 13x107 CB5-7 19x108
CB1-8 14x10° CB2-8 10x108 CB3-8 12x108 CB4-8 24x108 CB5-8 11x108

Control - 0 Control - 0 Control - 0 Control - 0 Control - 0
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