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RESUMEN EJECUTIVO

Ecuador es uno de los principales productores de camaron (Litopenaeus vannamei) a nivel
mundial, produciendo aproximadamente 1,2 millones de toneladas anuales, de las cuales cerca
del 40 por ciento corresponde a residuos como cascaras y cabezas. Este estudio tuvo como
objetivo valorizar dichos residuos mediante la extraccion de compuestos bioactivos,
especialmente astaxantina, utilizando dos métodos: Soxhlet, considerado un procedimiento
estandar para la extraccion de compuestos bioactivos, y propano subcritico, una alternativa
respetuosa con el ambiente. Se determinaron los rendimientos globales, se evalud la capacidad
antioxidante mediante el ensayo DPPH, se estimaron los carotenoides totales por
espectrofotometria y se analizd cualitativamente la composicion mediante cromatografia en
capa fina (TLC). Los resultados mostraron que Soxhlet presentd rendimiento de 2,55 por ciento
siendo mayor al de propano subcritico que presentd un rendimiento de 0,15 por ciento de
rendimiento, respecto a la concentracion de carotenoides totales Soxhlet presentd 44,53
microgramos por cada gramo de materia prima, superior a los 1,48 microgramos por cada
gramos de materia prima. No obstante, el propano subcritico generd extractos con mayor
capacidad antioxidante presentando una capacidad antioxidante del 68,48 por ciento respecto
a Soxhlet que presentd un 51,85 por ciento, ademas se observé una mejor migracion en TLC,

lo que sugiere una mayor pureza, atribuible a la selectividad del solvente.

Palabras clave: Lifopenaeus vannamei, Soxhlet, propano subcritico, antioxidantes,

carotenoides, TLC.
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ABSTRACT

Ecuador is one of the main producers of shrimp (Litopenaeus vannamei) worldwide, producing
approximately 1,2 million tons per year, of which around 40 percent corresponds to waste such
as shells and heads. This study aimed to valorize this waste through the extraction of bioactive
compounds, particularly astaxanthin, using two methods: Soxhlet extraction, considered a
standard procedure for obtaining bioactive compounds, and subcritical propane extraction, an
environmentally friendly alternative. The global yields were determined, the antioxidant
capacity was evaluated using the DPPH assay, the total carotenoids were estimated by
spectrophotometry, and the qualitative composition was analyzed by thin-layer
chromatography (TLC). The results showed that Soxhlet extraction reached a yield of 2,55
percent, which was higher than the 0,15 percent obtained with subcritical propane extraction.
Regarding the concentration of total carotenoids, Soxhlet extraction presented 44,53
micrograms per gram of raw material, which was superior to the 1,48 micrograms per gram
obtained with subcritical propane. However, subcritical propane extraction produced extracts
with greater antioxidant capacity, showing a value of 68,48 percent compared to 51,85 percent
for Soxhlet extraction. Additionally, a better migration was observed in TLC analysis,

suggesting greater purity, attributable to the selectivity of the solvent.

Keywords: Litopenaeus vannamei, extraction, Soxhlet, subcritical propane, antioxidants,

carotenoids, TLC
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1 Justificacion
El Ecuador es uno de los principales productores de camaroén a nivel mundial, produciendo en
el 2023 1 499,11 millones de dolares segin datos de la Corporacion Financiera Nacional
[CFN] (2023) mismo que involucra la produccion de mas de 1,2 millones de toneladas de
camarodn, sin embargo, esta elevada produccion trae consigo una elevada carga de desechos
producidos, siendo estos desechos entre el 40 % de la porcidn no comestible del camarén

misma que corresponde a la cabeza y cascara (Gallardo, 2023).

Parte de este desperdicio es localmente empleado como sazonador, sin embargo, las cascaras
de camardon desechadas poseen un amplio potencial para su utilizacion en diferentes areas,
ejemplo de ello es el uso de quitina/quitosano proveniente de las cascaras de camarén como
agente de control de enfermedades de las plantas como bactericida y fungicida, incluso siendo
empleado como antitranspirante y muchas maés aplicaciones (Rkhaila et al., 2021), sin
embargo, la quitina no es el unico compuesto de interés presente en la cascara de camardn,
ademas estd presente la astaxantina la cual es un carotenoide con una amplia gama de
aplicaciones debido a su capacidad como antioxidante, poseyendo una actividad antioxidante
superior a una gran cantidad de carotenoides, motivo por el cual es empleada en la industria
cosmética, acuicultura, productos farmacéuticos, nutracedticos y terapéuticos (Patel et al.,

2022).

Si bien la astaxantina puede ser sintetizada de manera quimica, esta no presenta la misma
capacidad antioxidante que la astaxantina obtenida de fuentes naturales (Kumar et al., 2022).
Siendo necesario la optimizacion del proceso de obtencion de dicho caroteno. Existen
diferentes métodos de extraccion de este caroteno como lo son: solventes organicos, método
alcalino, maceracion o uso de aceites de origen vegetal asistidos por ultrasonido
(Panagiotakopoulos et al., 2023). Si bien los métodos previamente mencionados pueden
extraer astaxantina de manera efectiva, conllevan ciertas desventajas, entre las cuales se
encuentran la contaminacion ambiental por el uso de solventes organicos, requerimiento de

grandes cantidades de solventes, tiempo y costos relativamente elevados.

En busqueda de optimizar el proceso de extraccion, se ha considerado emplear propano
subcritico, una técnica de extraccion caracterizada por ser amigable con el medio ambiente y

de bajo coste, siendo altamente empleada en la extraccion de compuestos liposolubles y



lipofilicos como es el caso de la astaxantina, método que por sus condiciones de extraccion
amenas como son bajas de temperaturas, permite conservar de mejor manera las caracteristicas
antioxidantes, ademds de presentar una alta capacidad para reciclar el solvente (Zhang et al.,
2024). Dados los puntos previamente descritos, se plantea evaluar la actividad antioxidante,
carotenoides totales y perfil de los extractos obtenidos a partir de céascaras de camardn

empleando para ello propano subcritico y el método tradicional Soxhlet.

1.1.2 Importancia economica del camaron en el Ecuador
El Ecuador es uno de los principales productores de camardén a nivel mundial siendo la
produccion camaronera uno de los sectores mas importantes para la economia interna
representando mas del 40% de las exportaciones ecuatorianas (Gonzabay et al., 2021), las
condiciones climaticas del pais favorecen la produccion camaronera, permitiendo asi competir
en el mercado global lo que ha convertido a Ecuador en el segundo pais que mas exporta
camardn, unicamente superado por India, la elevada comercializacion posee un papel
fundamental dentro de la economia ecuatoriana, generando una gran cantidad de empleos

directos e indirectos (Prado et al., 2024).

En el ano 2023 en el Ecuador la industria camaronera contaba con 1 061 empresas
pertenecientes al sector camaronero, mismas que produjeron mas de 1, 22 millones de toneladas
de camaron, generando asi 1 499,11 millones de dolares de valor agregado bruto esto segiin

datos de la Corporacion Financiera Nacional [CFN] (2023).

Esta elevada produccion significa aproximadamente 488 000 toneladas de desechos al afio,
mismos que de no ser tratados correctamente pueden llegar a ser fuente de contaminacion

ambiental, sin embargo, dichos desechos pueden ser fuente de diferentes compuestos de interés.

1.1.3 Compuestos de interés presentes en la cascara de camaron
La cascara de camarén comtiinmente tratada como un desecho de la industria camaronera, posee
compuestos de interés que pueden ser aprovechados para las diferentes industrias, entre los
principales compuestos de interés presentes se puede encontrar quitina, a partir de la cual se
obtiene el quitosano, mismo que tiene una amplia variedad de aplicaciones siendo ejemplos de
ello su uso en el campo biomédico, procesamiento de alimentos, tratamientos de agua, entre

otros (Gao et al., 2024).



Ademas de la quitina presente en la cascara de camaron se puede encontrar otro compuesto con
un elevado interés comercial como lo es la astaxantina, un carotenoide que ha presentado
propiedades fisicas, caracteristicas bioquimicas y efectos fisioldgicos extraordinarios, por lo
que su uso se ha extendido a una gran cantidad de industrias, destacando principalmente en el
ambito de la salud donde se destaca por su elevada capacidad antioxidante, antiinflamatoria y

anti apoptotica (Kohandel et al., 2022).

1.1.4 Astaxantina
La astaxantina es un pigmento de color rojizo anaranjado pertenece al grupo de carotenoides
llamados xantofilas, posee una estructura molecular similar a la del B-caroteno, sin embargo,
sus grupos de oxigeno distinguen a la astaxantina de otros subtipos de carotenoides, la
estructura de la astaxantina, Figura 1, posee una region polar en cada extremo de los anillos de
ionona que va a neutralizar los radicales libres, ademads, su zona no polar central esta formada
por 13 enlaces poliinsaturados dobles carbono-carbono lo que permite la eliminacion de
electrones de alta energia y las fracciones hidroxilo y cetona de los anillos mejoran la capacidad
de este caroteno para atravesar con mayor facilidad la membrana celular, dichas propiedades
quimicas le confieren a la astaxantina una actividad antioxidante y antiinflamatoria elevada (Si
& Zhu, 2022). Destaca su capacidad antiinflamatoria para el tratamiento de enfermedades
neurologicas, diabetes, enfermedades gastrointestinales, renales y hepaticas, afecciones
cutaneas y trastornos oculares, entre otras, siendo de gran interés en la industria médica (Nair

et al., 2023).

Figura 1. Estructura de la astaxantina.

Nota. Representacion de la estructura de la astaxantina. Fuente: Stachowiak & Szulc (2021).



Los usos comerciales de la astaxantina son extensos, ademas de su aplicacion farmacéutica
llega a ser imprescindible en otras industrias, destacando en industria acuicola en la cual es
empleada para dar coloracion del salmoén o la salud del mismo, calidad de los huevos, eclosion
desarrollo y crecimiento de los alevines, ademads, de ser aplicada en la industria avicola y
ganadera para mejorar la calidad de la carne debido a que mejora el crecimiento y fertilidad
tanto de los pollos como del ganado (Nishida et al., 2023). Dentro de la industria cosmética se
ha convertido en un compuesto de interés debido a su potencial para reducir el

fotoenvejecimiento de la piel (Donoso et al., 2021).

La astaxantina puede ser sintetizada de manera quimica a partir de petroquimicos, siendo
mucho mas barata que la natural pero a su vez menos efectiva, poseyendo la astaxantina natural
entre 20 y 50 veces mds capacidad antioxidante en relacion a la sintética, ademas, la astaxantina
sintética a diferencia de la natural no esta aprobada para su uso en seres humanos debido a los

residuos quimicos considerados poco seguros (Nair et al., 2023).

Es por ello esencial la bisqueda de nuevas fuentes y nuevos métodos de extraccion que
permitan reducir el costo que implica obtener astaxantina de origen natural, misma que por su
naturaleza principalmente apolar implica el uso de solventes organicos que generalmente son
contaminantes, ejemplos de ello segin mencionan Sanchez et al. (2011) son los solventes
clorados, n-hexano, n-heptano, acetona, metanol, éter de petroleo, entre otros. Por lo que se
buscan alternativas mas amigables con el ambiente como lo es el uso de propano o butano en
condiciones subcriticas (Sun et al., 2018), mismas que han demostrado eficiencia para la
extraccion de compuestos apolares y a su vez representan un menor riesgo en comparacion con
técnicas que emplean solventes en condiciones supercriticas como es el uso de CO, (Liu et

al., 2020).

1.1.5 Métodos de extraccion
La astaxantina al ser un carotenoide lipofilico puede ser extraido por diferentes métodos, siendo
los méas comunes la extraccion mediante solventes organicos, método alcalino y maceracion o
el uso de componentes subcriticos, sin embargo, los métodos convencionales de extraccion
presentan ciertas desventajas, entre las cuales estan los elevados costos de extraccion,
implicaciones ambientales serias, altas temperatura y tiempos de extraccion muy largos, siendo

necesario adoptar nuevas metodologias de extraccion mas respetuosos con el ambiente pero



que a su vez reduzcan los tiempos de extraccion y mejoren la cantidad y calidad del extracto
(Kim et al., 2022) .

Un ejemplo de método de extraccion convencional segiin Pok et al. (2023) es el uso de aceites
de origen vegetal como el aceite de oliva, girasol, soja y linaza, para una maceracion, estos
que actian como disolvente de la astaxantina, sin embargo, este método de extraccion involucra
temperaturas elevadas, lo que incrementa la oxidacion de la astaxantina obteniendo de esta
manera un producto de baja calidad. Si bien este método puede ser combinado con técnicas no
convencionales para mejorar el proceso como el uso de ultrasonido, como se evidencia en el
estudio de Panagiotakopoulos et al. (2023), las temperaturas elevadas provocan una
degradacion de la astaxantina.

Las extracciones con solventes orgdnicos es una de las técnicas de extraccion convencionales
mas empleadas, requiere una previa trituracion de la muestras para posteriormente ser sometida
a una combinacidn entre solventes orgdnicos, ejemplo de ello es el uso de solventes tanto
polares como no polares que son empleados durante para la extraccion, siendo los solventes
mas empleados el éter de petroleo, n-hexano, etanol, acetona y agua, mismos que pueden ser
empleados como mezcla o individualmente (Sharayei et al.,, 2021). En la extraccién con
solventes se destaca el método Soxhlet en el cual mediante diferentes combinaciones de
solventes que recirculan el sistema, permiten gastar una menor cantidad de solvente durante la
extraccion en un tiempo relativamente menor en comparacion con métodos como la
maceracion, sin embargo, requiere elevadas temperaturas, asi como de fases posteriores para
la separacion del solvente.

Entre los métodos de extraccion de astaxantina también existen métodos no tradicionales como
el uso de solventes combinados con microondas como se puede apreciar en el estudio de
Mussagy et al. (2025) donde emplean solventes eutécticos que son expuestos a microondas
mejorando su eficiencia de extraccion. Otro ejemplo de combinacidon con técnicas no
convencionales de extraccion es el uso de liquidos idnicos, solventes eutécticos y ultrasonido
para extraer astaxantina evidenciado en el estudio de Cheng et al. (2025) mismos que requieren

mejoras en la eficiencia y sostenibilidad ambiental.

1.1.5.1 Extraccion con Soxhlet
En la extraccion con solventes el método de extraccion Soxhlet desarrollado por Franz von
Soxhlet en el afio 1870, es el método de lixiviacion estandar mas empleado hasta el momento

debido a su capacidad para extraer més masa de extracto que la mayoria de alternativas (Liao



et al., 2025). La extraccion con el método Soxhlet consiste en la recirculacion del solvente,
misma que se da cuando el solvente llega al nivel de rebose y el sifon aspira el soluto del
portadedal y lo descarga nuevamente en matraz de destilacion transportando los compuestos
extraidos al liquido completando asi un ciclo, esta recirculacion hace que la muestra entre
repetidamente en contacto con porciones frescas del solvente, facilitando la alteracion del

equilibrio de transferencia (Luque & Priego, 2010).

El método de extraccion por Soxhlet ha ido evolucionando con el tiempo, llegando a tener
diferentes variaciones como es el caso de la extraccion con Soxhlet de alta presion en el cual
se emplean solventes que no alcanzan condiciones supercriticas, el Soxhlet automatizado en el
cual se combina la ebullicion por reflujo y la extraccion Soxhlet para realizar dos etapas de
extraccion, el Soxhlet asistido por ultrasonido aprovecha los efectos del ultrasonido,
generalmente empleado para extraccion de grasas de semillas oleaginosas y por ultimo el
Soxhlet asistida por microondas, siendo la técnica que ha demostrado un mayor éxito (Luque

& Priego, 2010).

Al realizar extracciones con Soxhlet es importante escoger los solventes adecuados
dependiendo del compuesto de interés, en el caso de la extraccion de muestras de camaroén,
generalmente se encontrara astaxantina y para ello pueden ser empleados diferentes solventes
con afinidad por compuestos no polares, ejemplo de ello es lo mencionado por Hai et al. (2024)
donde reportan el uso de etanol absoluto como disolvente Unico en la extraccion de astaxantina,
evidenciando su efectividad en condiciones especificas. No obstante, también se han
documentado combinaciones de disolventes que mejoran la eficiencia del proceso. Phadtare
et al. (2021) describen el uso de una combinacion de solventes como los es el hexano : acetona
en una proporcion (2:3 v/v) siendo esta combinacion una de las mas comunmente empleadas a
nivel industrial, sin embargo, dichos solventes llegan a presentar un rendimiento bajo, esto
debido a que su eficacia depende principalmente de temperaturas altas (Mezzomo et al., 2011)
, lo cual representa una limitacion debido a que la astaxantina es un compuesto altamente
termosensible. Ante esta problematica, una alternativa viable es el uso de propano o butano en
condiciones subcriticas, que permite una extraccion mas eficiente y con menor degradacion del

compuesto.



1.1.5.2 Extraccion con propano subcritico
La extraccion mediante propano subcritico es una técnica eficaz para la extraccion de
compuestos lipofilicos y terpenos, siendo principalmente empleada para la extraccion de
aceites esenciales, esta extraccion esta caracterizada por ser respetuosa con el medio ambiente
y tener un costo relativamente bajo, ademas, el uso de temperaturas bajas permite obtener
productos termosensibles que pueden verse afectados o degradados por el uso de elevadas

temperaturas empleadas en otras técnicas de extraccion (Wang et al., 2021).

Las condiciones subcriticas proporcionan al propano propiedades fisicas que lo hacen ideal
para la extraccion, proporcionando una viscosidad y densidad reducidas mientras que la
difusividad y solubilidad mejoran (Li et al., 2024), ademas el proceso de separacion del
solvente se facilita gracias a su bajo punto de ebullicién siendo el punto de ebullicion del
propano de -42,1 °C temperatura que permite una facil evaporacion del solvente de la fase de
oleosa, estas condiciones hacen posible que el solvente sea facilmente reciclado y por ende su

costo sea menor (Zhang et al., 2024).

Para la extraccion de astaxantina proveniente de cascara de camaron se ha reportado el uso de
bajas presiones, de acuerdo con lo mencionado por Shi et al. (2015) al trabajar con propano
subcritico a presiones de entre 5-10 bares se logra la extraccion de los aceites presentes en la
materia prima, mismos que contendran astaxantina debido a la naturaleza lipofilica de la

misma.

El uso de esta técnica permite realizar extracciones a bajas temperatura, mismas que, son
requeridas debido a la naturaleza termosensible de la astaxantina, buscando asi preservar sus
propiedades biologicas (Athira & Krishnakumar, 2025), ya que dichas propiedades son
sensibles a factores como la temperatura, luz y oxigeno mismos que ocasionan una degradacion
de la astaxantina (Martinez et al., 2020), misma que destaca principalmente por su capacidad

antioxidante misma que permite combatir a las especies reactivas con el oxigeno (ROS).

1.1.6 Especies reactivas con el oxigeno (ROS)
Las especies reactivas con el oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles) y los radicales libres son
los factores relacionados con el estrés oxidativo que induce dafio celular al interferir con
lipidos, proteinas y ADN. El estrés oxidativo esta relacionado con una gran cantidad de
enfermedades, entre las cuales se destaca el cancer, envejecimiento celular, arterioesclerosis,

entre otras (Athira & Krishnakumar, 2025). Los llamados antioxidantes son aquellos
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componentes que reaccionan con los (ROS) permitiendo al cuerpo mantener un equilibrio entre
la produccion de estos y su neutralizaciéon (Pachuta-Stec, 2021).Su papel protector puede
atribuirse principalmente a dos mecanismos relacionados con la estructura del polieno
conjugado: la desactivacion del oxigeno singlete y las reacciones de neutralizacion de radicales

libres (Czett et al., 2025).

Dado el impacto negativo que las ROS tienen sobre la salud humana, se ha incrementado el
interés por identificar compuestos con capacidad para contrarrestar dichos efectos. En este
contexto, resulta fundamental evaluar la actividad antioxidante de estos compuestos, para lo
cual existen diversas metodologias analiticas. Estas técnicas se basan en diferentes principios
fisicoquimicos, entre los que se incluyen la transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), la
transferencia de electrones y protones (SET), la reduccion de iones metalicos, y la reduccion

de iones férricos, entre otros (Rumpf et al., 2023).

1.1.7 Meétodos para determinar la capacidad antioxidante
Entre los métodos de determinacion de la capacidad antioxidante podemos encontrar una
amplia variedad de métodos como lo menciona Gulein (2020) los principales son, DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo), ABTS (4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)),
poder antioxidante reductor férrico (FRAP), iones ctlpricos s (Cu2+) que reducen el poder
antioxidante, Capacidad de absorcion de radicales (ORAC), entre otros. Sin embargo, uno de
los mas comunmente empleados es el método DPPH debido a la amplia estandarizacion,
simplicidad, rapidez y costo (Munteanu & Apetrei, 2021), ademds, este método es
comunmente empleado para compuestos cromoforicos como es el caso de los carotenoides, ya
que ademas la absorbancia maxima que se emplea es muy cercana a la de la mayoria de

carotenoides (Pérez et al., 2020).

1.1.7.1 Método DPPH
Este es un método espectrofotométrico en el cual se utiliza el DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) ya que se evalua la capacidad de los compuestos antioxidantes de eliminar los
radicales libres del DPPH, este reactivo en un principio presenta una coloracion violeta intensa
que al mezclarse con una sustancia capaz de donar un atomo de hidrogeno va causar que el

color violeta vaya desapareciendo debido a que resulta de una forma reducida del radical



DPPH, la intensidad de color de esta reaccion se puede registrar mediante espectroscopia UV-

vis (Gulcin & Alwasel, 2023).

La capacidad antioxidante de extractos obtenidos mediante diferentes técnicas varia en funcioén
de los compuestos que han sido arrastrados durante la extraccion, por lo que, ademas de
determinar la actividad antioxidante, frecuentemente se emplean técnicas que permitan
identificar dichos compuestos que poseen actividad antioxidante. Entre las muchas técnicas de
identificacion de compuesto, la cromatografia de capa fina (TLC) destaca por su simplicidad y

facilidad de uso (Kowalska & Sajewicz, 2022).

1.1.8 Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia de capa fina (TLC) es un tipo de cromatografia liquida es una técnica de
separacion utilizada ampliamente en la identificacion de compuestos presentes en mezclas
complejas en la que se emplea una fase movil liquida y una fase estacionaria compuesta por
una fina capa de material adsorbente sobre una placa plana. La fase estacionaria se conoce
como sorbente, mientras que la fase movil, también llamada disolvente de revelado, es la
responsable de transportar los solutos a través de la fase estacionaria. Durante el proceso, las
moléculas de los solutos se desplazan de manera intermitente, ya que son adsorbidas y
desorbidas repetidamente por la fase estacionaria. Solo una pequefia fraccion del soluto se
encuentra en movimiento en un momento dado, pero cada componente recorrera una distancia
media caracteristica. Las sustancias con mayor afinidad por el sorbente se moveran mas
lentamente, pues permaneceran mas tiempo retenidas en la fase estacionaria, mientras que
aquellas con menor afinidad migraran mas rapidamente con la fase movil (Santiago & Strobel,

2013).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antioxidante, carotenoides totales, rendimiento global y perfil de extractos

obtenidos a partir de cascaras de camardn mediante propano subcritico y Soxhlet.



1.2.2 Objetivos especificos

Obtener extractos a partir de cascara de camaron mediante propano subcritico a presion
de 5 bares a temperatura ambiente y Soxhlet a presion atmosférica.

Estimar la cantidad carotenoides totales mediante espectrofotometria UV-Vis y la
capacidad antioxidante por medio de la técnica DPPH de los extractos obtenidos.
Comparar cualitativamente el perfil de los extractos obtenidos mediante las diferentes

técnicas empleando para ello cromatografia de capa fina (TLC).
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CAPITULO II.- METODOLOGIA
2.1 Materiales

2.1.1 Recursos institucionales
El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en los laboratorios
académicos y de la UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y

Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

2.1.2 Material fungible y de laboratorio
En la Tabla 1 se mencionan los materiales de laboratorio y materia prima empleada empleado

en el proyecto.

Tabla 1.

Material fungible y de laboratorio.

Material Cantidad
Céscara de camarén 1000 g

Espatula 1
Frasco dmbar de 1000 mL 1
Frasco ambar de 500 mL 1
Frascos ambar 60 mL 8
Micropipetas 2
Papel aluminio 1
Papel filtro 1
Papel industrial 1
Pinzas para soporte universal 2
Placa de 96 micropocillos 1
Probeta volumétrica 500 mL 1
Probeta volumétrica de 100 mL 1
Soporte universal 1
Vaso de precipitacion 1000 mL 1
Vaso de precipitacion 250 mL 1
Vaso de precipitacion de 500 mL 1
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2.1.3 Equipos

En la Tabla 2 se mencionan los equipos utilizados en el desarrollo del proyecto.

Tabla 2.

Equipos de laboratorio.

Equipo Marca Modelo
Balanza analitica Citizen CX220
Balanza de precision Radwag Ps10100R2
Balanza halogena Citizen MB200

Espectrofotometro Fisher Scientific ACCUSKA N GO
Estufa de calentamiento VELP AREC
Extractor subcritico - -
Licuadora Oster 4655
Refrigerador Indurama N2BESU
Rotavapor EYELA OSB-2100
Soxhlet -

2.1.4 Reactivos
En la Tabla 3 se listan los reactivos y soluciones usadas en el desarrollo del proyecto
Tabla 3.

Reactivos de laboratorio

Reactivo Cantidad
Acetona 200 mL
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) lg
Hexano 300 mL
Metanol 1000 mL
Propano 32 0z
Trolox 1 g
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2.2 Métodos:
2.2.1 Obtencion de los extractos mediante propano subcritico y Soxhlet.

2.2.1.1 Obtencion de la materia prima

Se empled residuos de camardn fresco (Litopenaeus vannamei) provenientes de piscinas
productoras de la provincia de Guayas (2°24'22.3"S 80°12'44.0"W). Las céscaras de camar6n
fueron colocadas en fundas pléasticas con hielo para proteger las muestras y evitar
contaminacion, posteriormente fueron trasladadas a los laboratorios de la Universidad Técnica
de Ambato para ser procesadas. Las céscaras eran frescas y no se encontraban en proceso de
descomposicion por lo que se almacenaron en condiciones congelamiento en un refrigerador

domestico a -10 °C (Indurama, N2BE8U, Cuenca, Azuay, Ecuador).

2.2.1.2 Preparacion de la materia prima

Se empleo un cuchillo para poder separar la cabeza y patas, unicamente se conservo las cascaras
del camardn, se sigui6 la metodologia empleada por Panagiotakopoulos et al. (2023), las
cascaras se lavaron con agua destilada, posteriormente fueron secadas empleando una estufa
de aire caliente (Kalstein, YR02565, Montpellier, Paris, Francia) a una temperatura de 40 °C
durante 72 h, posteriormente fueron trituradas con una licuadora (Oster, 4655, Cuenca, Azuay,
Ecuador). Las céascaras molidas fueron colocadas en bolsas Ziploc y almacenadas en un

congelador a -10 °C hasta su posterior uso (Indurama, N2BE8U, Cuenca, Azuay, Ecuador).

2.2.1.3 Analisis proximal de la muestra.

Para ¢l un andlisis proximal de la muestra se envid 100 gramos de muestra seca y triturada al
laboratorio certificado Laconal de la Universidad Técnica de Ambato, de la muestra se
determino, cenizas por gravimetria (AOAC Ed. 22, 2023 923.03), proteinas totales mediante
el método de Kjeldahl (AOAC Ed. 22, 2023 2001.11), y grasa también se realizd6 mediante
gravimetria (AOAC Ed. 22, 2023 2003.06). La humedad se determiné empleando una balanza
alogena (Citizen, MB200, Edison, Nueva Jersey, USA) para lo cual se emple6 2,114 g de

muestra que fue homogenizada antes de ser tomada para el analisis.
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2.2.1.4 Extraccion empleando propano subcritico

Se pesd 50 gramos de cascara de camardn triturada para cada una de las réplicas realizadas,
posteriormente se sell6 el equipo de extraccion subcritica (ver Figura 2) con rango de presion
0-10 bares y se adicion6 el propano (LG products, Quito, Pichincha, Ecuador) hasta llegar a
una presion de 5 bares, se esperd durante una hora para posteriormente recuperar el extracto en
frascos de vidrio ambar de 60 mL, mismos que posteriormente fueron cubiertos por papel
aluminio y almacenados en el congelador a -10 °C hasta su posterior uso (Indurama, N2BESU,

Cuenca, Azuay, Ecuador).

Propano

Valvula superior <

. | Camara de Cascara de
recarga camaron
Manometro .,
Celda de |
extraccion
Producto
recuperado
(extracto
rico en

astaxantina)

Valvula de drenaje - - |

Figura 2. Diagrama de funcionamiento del extractor con propano subcritico

Nota. Elaboracion propia.

2.2.1.5 Extraccion con método convencional (Soxhlet)

Para la extraccion con el equipo Soxhlet se pes6 15 gramos de la cdscara de camaron triturada
empleando para ello la balanza de precision (Radwag, Ps10100R2 Radom, Mazovia, Polonia),
esta cantidad fue utilizada para cada una de las tres repeticiones, la cantidad de muestra

empleada permitié conservar la proporcion 10:1 de solvente: muestra, posteriormente las
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muestras pesadas se colocaron en los dedales de extraccion que fueron elaborados con papel
filtro, los dedales fueron colocados en el equipo Soxhlet, siguiendo la metodologia de Aguado
et al. (2022), se prepar6é 150 mL de solvente que consistia de hexano: metanol 1:2 (v/v), para
lo cual se utilizo 50 mL de hexano y 100 mL de metanol, el solvente se colocd en equipo
Soxhlet y se comenz6 con la extraccion, el tiempo de extraccion en el equipo Soxhlet fue de 5
horas durante las cuales se cumplieron 4 ciclos, posteriormente el extracto obtenido fue llevado
al evaporador rotativo (EYELA, OSB-2100, Bohemia, New York, USA) en el cual se empled
una temperatura de 45°C y una presion de 150 hPa para de esta manera eliminar y recuperar
el solvente, adicionalmente se empled una plancha de calentamiento (VELP, AREC, Usmate
Velate, Italia) a 60 °C para eliminar por completo la humedad del extracto, se recuper6 el
extracto y fue almacenado en frascos de vidrio ambar de 60 mL recubiertos con papel aluminio,
y posteriormente fueron almacenados en el congelador (Indurama, N2BE8U, Cuenca,

Tungurahua, Ecuador) a una temperatura de -10 °C.

2.2.1.6 Evaluacion del rendimiento de las extracciones realizadas.

Para evaluar el rendimiento obtenido de la extraccion con propano subcritico y el método
Soxhlet, se pesd la materia prima inicial empleada (cdscara de camaroén), en la extraccion con
equipo Soxhlet se empled 15 g en cada replica, en el caso del propano subcritico se empled 50
g en cada replica, ademads se peso el extracto obtenido en cada extraccion tras ser eliminados
los solventes, se empleod para ello la balanza de alta precision (Citizen, CX220, Edison, Nueva

Jersey, USA). Posteriormente, se calcul6 el rendimiento empleando la Ecuacion 1.

Ecuacion 1. Formula del rendimiento de la extraccion

m ‘s
Y (%) = —=rec2 4 100 Ecuacién 1
Mmateria prima

El célculo permitio determinar el porcentaje de extracto recuperado en relacion con la materia

prima empleada.

2.2.2 Estimacion de carotenoides totales y capacidad antioxidante de los extractos.
2.2.2.1 Estimacion de carotenoides totales

Para estimar los carotenoides totales, se emple6 la metodologia propuesta por Scott (2001) en
los Current Protocols in Food Analytical Chemistry. Se diluy¢ el extracto obtenido en etanol

al 96 % hasta obtener una concentracion de 10 mg/mL, y se realizé diluciones hasta que los
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valores de absorbancia sean de entre 0,3 a 0,7 UA medidos en un espectrofotometro a 4,4y,
siendo necesario un factor de dilucion de 4 para Soxhlet y 2 para propano, como blanco se
empled etanol. Para las mediciones se empled el espectrofotometro (Fisher Scientific,
ACCUSKA N GO, Pittsburgh, Pensilvania, USA), a una longitud de onda de 450 nm.
Finalmente, los carotenoides totales fueron calculados empleando la Ecuacién 2, tomando en

cuenta un coeficiente de absorcion de 2500.

Ecuacion 2. Formula para carotenoides totales

AxV
Al%

Carotenoides totales = * C1 =pg /mL Ecuacién 2

En donde:

A: Absorbancia medida empleando una longitud de onda de 450 nm, longitud en la que la

mayoria de los carotenoides totales presentan su pico maximo de absorbancia.
V: Factor de dilucién

A'%: Coeficiente de extincion mencionado por Scott (2001) en los Current Protocols in Food
Analytical Chemistry, 2500 A}%, . siendo definido A'” como la absorbancia de un carotenoide

al 1% (g/L) en un disolvente en una cubeta de 1 cm de trayectoria Optica.
C'%= Concentracion de la solucién al 1 % (10 mg/mL)

Posteriormente se expreso el valor en pg/g de materia prima para lo cual se emple6 la Ecuacion

3
Ecuacion 3. Formula para carotenoides por gramo de materia prima

. Cc i *V .,
Carotenoides (”;g) = % Ecuacion 3

Donde:
Cearotenoides: ES 1a concentracion de carotenoides en u/mL
V: Es el volumen total del extracto

m: masa de la muestra seca utilizada en la extraccion
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2.2.2.2 Construccion de la curva de calibracion

Se prepar6d una solucion de 150 uM de DPPH en metanol: agua (80:20 v/v) misma que
posteriormente se cubrid de papel aluminio y se dejoé reposar durante 35 minutos.
Posteriormente se preparé una solucion madre de Trolox de 500 uM a partir de la cual se
realizaron diluciones para obtener concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500 uM de
Trolox, posteriormente se anadié 20 pL de cada una de las disoluciones de Trolox en los
distintos pocillos de una microplaca de 96 pocillos y se afiadié en cada uno de estos 180 pL de
la solucion de DPPH previamente preparada y reposada. Para el control se empled 180 uL de
la solucion DPPH con 20 pL de agua destilada, en el caso del blanco se emple6 180 puL de una

solucion metanol: agua (80:20 v/v) a la que se afiadié 20 uL de agua destilada.

La microplaca se cubrio6 con papel aluminio y se dejé reposar durante 40 minutos a temperatura
ambiente, la medicion espectrofotométrica se realizd en el espectrofotometro (Fisher Scientific,
ACCUSKA N GO, Pittsburgh, Pensilvania, USA) donde se emple6 una longitud de onda de

515 nm, posteriormente se empled la Ecuacion 4 para determinar el % de inhibicion:

Ecuacion 4. Formula del porcentaje de inhibicion DPPH

%inhibicién DPPH = [1 — (Amuem‘A“anw) ] «100 Ecuacién 4

Acontrol— Ablanco

Donde:

Ajuestra= Absorbancia de las muestras (Trolox + 180 uLL de DPPH)
Acontroi= Absorbancia de agua destilada + 180 uL. de DPPH

Apianco= Absorbancia de agua destilada + 180 uL solucion metanol: agua

% de inhibicién= Cantidad de DPPH neutralizado

A partir de los datos (ver Anexo 1A) se construyo la curva de calibracion.

2.2.2.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos por el método DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

Siguiendo la metodologia descrita por Herald et al. (2012), se elabor¢ la curva de calibracion

de Trolox previamente descrita. Se depositdo 20 pL de los extractos obtenidos en los pocillos
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de la microplaca de 96 pocillos, posteriormente se afiadié 180 pL de la soluciéon de DPPH, Para
el control se empled 180 uL de la solucion DPPH con 20 puL de agua destilada, en el caso del
blanco se empled 180 pL de una solucion metanol: agua (80:20 v/v) a la que se anadi6 20 uL.

de agua destilada.

La microplaca se cubri6 con papel aluminio y se dejé reposar durante 40 minutos a temperatura
ambiente, la medicion espectrofotométrica se realizd en el espectrofotometro (Fisher Scientific,
ACCUSKA N GO, Pittsburgh, Pensilvania, USA) donde se emple6 una longitud de onda de

515 nm, posteriormente se empled la Ecuacion 4 para determinar el % de inhibicion.

Posteriormente empleando la curva de calibracion (ver apartado 2.2.2.2) se obtuvo la

equivalencia de los extractos con respecto al Trolox.

2.2.3 Comparacion cualitativa del perfil de los extractos mediante cromatografia de

capa fina (TLC).
2.2.3.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

Se siguid la metodologia de Tan et al. (2021). Con la ayuda de un capilar, se depositaron los
extractos obtenidos sobre placas de silice gel 60 F2sa de dimensiones 2,5 cm % 7,5 cm. Para la
fase movil, se prepararon 20 mL de una solucion de n-hexano: acetona en proporcion 7:3 (v/v)
utilizando 14 mL de hexano y 6 mL de acetona. Una vez aplicado el extracto, las placas fueron
colocadas dentro de la camara de desarrollo, previamente saturada con la fase movil, y esta se
mantuvo cerrada durante el proceso. El factor de retencion (Rf) fue calculado mediante la

Ecuacién 5.

Ecuacion 5. Factor de retencion

__ Distancia recorrida por el compuesto

Rf Ecuacion 5

Distancia recorrida por la fase movil

En este caso, los factores de retencion permitirdn comparar cualitativamente los extractos

obtenidos por las diferentes técnicas.

2.2.3.2 Analisis estadistico
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Debido a que no se plante6 un disefio experimental y a que unicamente se evaluaron dos
métodos, se optd por realizar unicamente una prueba T de Student para muestras
independientes, misma que permite evaluar diferencias significativas entre las medias de
ambos tratamientos de una forma mas directa y eficiente, para ello se emple6 el software
estadistico R (version 4.4.1), se aplicod una prueba de normalidad Shapiro-Wilk para evaluar la
normalidad de los datos de cada método de extraccion (Propano subcritico y Soxhlet),
posteriormente se analizé la homogeneidad de las varianzas utilizando la prueba de Levene, en
base a la misma se determino si se aplicaba la prueba t clasica o la t de Welch, debido a que la
primera se emplea en caso de tener varianzas homogéneas mientras que la segunda es empleada
en caso de que no exista igualdad de varianzas, ademas se gener6 un grafico de barras con las
medias y errores estindar de cada método para facilitar la visualizacion comparativa de cada
método, cabe destacar que todos los andlisis se realizaron empleando un nivel de significancia
de o = 0.05 y que ademas por cada proceso experimental se empleé tres replicas para mejorar

la fiabilidad de los datos obtenidos.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de resultados
3.1.1 Obtencion de los extractos mediante propano subcritico y Soxhlet

3.1.1.1 Analisis proximal
En la Tabla 4 se reportan los resultados obtenidos de la composicién proximal de la materia
prima seca y triturada correspondiente a cascara de camarén. Donde se puede destacar que sus

componentes mayoritarios son proteina total, cenizas, y carbohidratos.

Dichos valores podrian deberse a que se emple6 como materia prima, exclusivamente a las
cascaras del camaron, por lo que se retiraron las cabezas y patas que contienen mayor contenido
de proteinas y grasas, siendo la cabeza del camardn la parte que mas almacena grasas (Gulzar
et al., 2020). Sin embargo, los resultados obtenidos fueron bajos en comparacién con otros
estudios como los realizados por Douglas et al. (2018) donde se observa que L. vannamei
presenta valores superiores tanto de proteina como de grasa respecto a los de la muestra
empleada para el estudio, ademas los estudios de Liu et al. (2021) reportan que L. vannamei
presenta en su cascara una menor cantidad de proteina y grasa respecto a otras especies de

camaron.

El contenido de cenizas es elevado, sin embargo, es similar a valores reportados por Salas et
al. (2015) y Mao et al., (2017) quienes obtuvieron valores de cenizas de entre el 27-29 % lo
que indica que el contenido de cenizas es normal para la especie, las cenizas reflejan la
presencia de compuestos inorganicos en las muestras, indicando que es rico en minerales. Lo
que a su vez significa que la proporcion organica de la materia prima empleada es menor,

siendo este un factor que influye directamente en el rendimiento de las extracciones.

La humedad de la muestra es elevada, misma que puede interferir con los procesos de
extraccion ya que segin Feng et al. (2020) la presencia de agua en sistemas de extraccion de
lipidos restringe el contacto entre el solvente no polar y los lipidos lo que llega a disminuir la
eficiencia de transferencia de masa, la cantidad de humedad presente puede deberse a la

dificultad para eliminar agua intracelular en materias primas lipidicas.
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Tabla 4.

Analisis proximal de la materia prima

Ensayos/Técnica Métodos Resultados (%)
Cenizas, Gravimetria AOAC Ed. 22,2023 29,6
923.03
Proteina total, Kjeldahl AOAC Ed. 22,2023 2001.11 32,7
Humedad, Gravimetria Uso de balanza halogena 13,87
Grasa, Gravimetria AOAC Ed. 22,2023 2003.06 0,225

Nota. Con excepcion de la humedad, todos los andlisis fueron realizados por el laboratorio de

Control y Analisis de Alimentos (LACONAL).

3.1.1.2 Evaluacion del rendimiento

En la Tabla 5 se presentan los rendimientos obtenidos mediante los métodos de extraccion
convencional (Soxhlet) y no convencional (propano subcritico). El método Soxhlet mostré un
rendimiento mayor (2,55+0,22 %) en comparacion con el obtenido mediante propano
subcritico (0,152 +0,0097 %). Se analizaron las medias de los dos grupos mediante la prueba
t de Student descrita en la Tabla 6, obteniendo un valor de t de -18,39 y un p valor de 5,14e-5,
lo que indica una diferencia estadisticamente significativa a favor del método Soxhlet, misma
que se ve reflejada visualmente en el grafico de barras en el que se compara las medias de los

grupos (revisar Anexo 3).

Tabla 5.

Rendimiento global de las extracciones.

Método de Y (%) S (%) CV (%)
extraccion

Soxhlet 2,55 0,222 8,74
Propano subcritico 0,152 0,0097 0.064

Nota. Y (%): rendimiento promedio, S (%): desviacion estandar, CV (%) Coeficiente de

variacion.
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Tabla 6.

Resumen estadistico del rendimiento de extracciones (prueba t de Student)

t-test clasico

Variable t gl p-valor

Comparacion del rendimiento
-18,39 4 5,14e-5
global

Nota. t = estadistico t, gl = grados de libertad, p = valor de p de la prueba

Esta diferencia puede atribuirse a varios factores. En primer lugar, el tiempo de extraccion fue
considerablemente mayor en Soxhlet (5 horas), mientras que en el propano subcritico la
extraccion se realizo en 1 hora. Ademas, el uso de temperaturas elevadas en el método Soxhlet
favorecio la extraccion, ya que, segun Efthymiopoulos et al. (2018), el aumento de
temperatura mejora la eficiencia de extraccion de lipidos al debilitar las fuerzas cohesivas entre
las moléculas de aceite y su matriz, favoreciendo su difusion. Otro aspecto relevante fue el tipo
de solvente empleado: la combinacion de solventes de diferente polaridad utilizada en Soxhlet
permitid arrastrar una mayor cantidad de compuestos, mientras que el propano subcritico, por
su naturaleza apolar, extrajo principalmente compuestos lipofilicos. Finalmente, debe
considerarse el contenido lipidico de la muestra, el cual, segiin el andlisis proximal (ver
apartado 3.1.1.1), fue bajo mismo que podria explicar el bajo rendimiento obtenido al utilizar

el propano subcritico.

El mayor rendimiento obtenido con Soxhlet puede ser debido a que se realiz6 utilizando una
combinacion de solventes polares y no polares, como metanol y hexano, respectivamente. Esta
mezcla permite arrastrar compuestos lipidicos en los que se encuentran solubilizados
carotenoides como la astaxantina. Ademas, el metanol favorece la desestabilizacion de las
carotenoproteinas, mejorando el rendimiento de extraccion. Pattanaik et al. (2020) mencionan
las carotenoproteinas que son complejos estables formados por la union de carotenoides a sitios
hidréfobos de proteinas, con una alta concentracion de astaxantina. Se ha reportado que el
empleo de métodos enzimaticos para hidrolizar estas proteinas podria incrementar

significativamente el rendimiento de extraccion (Dayakar et al., 2023).
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Por otra parte, el método de extraccion con propano subcritico presenta bajo rendimiento en
relacion con Soxhlet, esto principalmente por sus caracteristicas fisicoquimicas, ya que este
compuesto solubiliza principalmente lipidos neutros y carotenoides limitando la recuperacion
de otros compuestos (Feller et al., 2018; Su et al., 2024) ;. Sin embargo, Sun et al. (2018)
reportan que el porcentaje de recuperacion de lipidos presentes en muestras de crustaceos con
la técnica de propano subcritico es de entre el 68,94% y el 81,33 % de los lipidos totales,
dependiendo de las condiciones de extraccion principalmente presion empleada, si se considera
el porcentaje de lipidos presentes en la materia prima empleada (ver apartado 3.1.1.1) se
recupero un total de 66,7 % de los lipidos presentes, lo que es relativamente bajo, esto sugiere
la necesidad de optimizar las condiciones de extraccidon, esto en caso de que unicamente se

haya extraido compuestos lipidicos.

3.1.2 Estimacion de carotenoides totales y capacidad antioxidante.

3.1.2.1 Estimacion de carotenoides totales.

En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de la estimacion de carotenoides totales
presentes en los extractos obtenidos por medio del método Soxhlet y el método propano
subcritico. Donde el método de extraccion Soxhlet presentd un contenido mayor de
carotenoides totales (8,552 = 0,154 pg/mL) en relacion con el método de propano subcritico
(3,73 £ 0,107 pg/mL). Se analizaron las medias de los dos grupos mediante la prueba t de
Student descrita en la Tabla 8, obteniendo un valor de t de -42,93 y un p valor de 1,76e-6, lo
que indica una diferencia estadisticamente significativa a favor del método Soxhlet, misma que
se ve reflejada visualmente en el grafico de barras en el que se compara las medias de los

grupos (revisar Anexo 4).

Tabla 7.

Carotenoides totales

Carotenoides Carotenoides
Extracto S (%) CV (%)
totales (ug/mL) totales (ug/g)
Soxhlet 8,552 44,53 0,154 1,807
Propano
) 3,73 1,48 0,107 2911
subcritico

Nota. Se emple6 diluciones con etanol para poder estimar los carotenoides totales.
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Tabla 8.

Resumen estadistico de carotenoides totales (prueba t de Student)

t-test clasico

Variable t gl p-valor

Comparacién de carotenoides
-42.93 4 1,76e-6
totales

Nota. t = estadistico t, gl = grados de libertad, p = valor de p de la prueba

El principal factor que pudo influenciar dicha diferencia es el uso de los solventes empleados
ya que, si bien el propano principalmente solubiliza a los lipidos y carotenoides, solventes
como el metanol empleado en Soxhlet ayudan a debilitar los enlaces de las carotenoproteinas

aumentando asi la cantidad de carotenoides presentes en los extractos.

Los resultados obtenidos mediante Soxhlet presentan una cantidad superior de carotenoides
totales con relacion a lo que se ha reportado en bibliografia, ya que Sachindra et al. (2006)
reportan valores a partir de una matriz similar en la cual obtuvo valores maximos de hasta 43,9
ng/g empleando una mezcla de alcohol isopropilico y hexano, ademads, evidencia la influencia
del solvente con respecto a la cantidad de carotenoides presentes, reportando que el
rendimiento con hexano fue el mas bajo que obtuvo siendo este de 13,1 png/g, mientras que el
rendimiento del metanol fue de 29 pg/g, lo que sugiere que la combinacion de solventes polares
y no polares aumento la extraccion de carotenoides totales, mismos que principalmente podrian

venir de las carotenoproteinas presentes en la cascara del camarén (Dayakar et al., 2023).

Por otro lado, la técnica de propano subcritico presentd un rendimiento bajo en la extraccion
de carotenoides, esto puede ser debido a su afinidad por compuestos no polares, ya que extrae
principalmente compuestos lipidicos y carotenoides disueltos en los mismos, mas no puede
solubilizar a los carotenoides contenidos en las carotenoproteinas, en comparacion con estudios
donde se emplean otras matrices como algas, Feller et al., (2018) reportan que el propano tiene
una alta recuperacion de carotenoides siendo de hasta 1,03 mg/g valor que es superior al
obtenido en la presente investigacion, esto podria deberse a las condiciones de extraccion ya

que las presiones empleadas son superiores a las utilizadas durante este estudio, lo que sugiere
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una optimizacién en dichas condiciones para mejorar el rendimiento ya que el mismo esta

asociado principalmente a la presion y el tiempo de extraccion (Pessoa et al., 2015).

3.1.2.2 Capacidad antioxidante.

La Tabla 9 muestra los resultados del ensayo DPPH para determinar la capacidad antioxidante
de los extractos obtenidos mediante los dos métodos evaluados, expresados como porcentaje
de inhibicién de radicales libres y sus equivalentes en Trolox, calculados a partir de la curva
de calibracion. El extracto obtenido con propano subcritico presentd una capacidad
antioxidante mayor (71,51 £ 2,55 %) en comparacion con el obtenido mediante Soxhlet (57,16
+ 1,40 %). Se analizaron las medias de los dos grupos mediante la prueba t de Student descrita
en la Tabla 10, obteniendo un valor de t de 9,76 y un p valor de 0,0006, lo que indica una
diferencia estadisticamente significativa a favor del método de propano, misma que se ve
reflejada visualmente en el grafico de barras en el que se compara las medias de los grupos

(revisar Anexo 5).

Tabla 9.

Capacidad antioxidante

Porcentaje de inhibicion

Extracto Equivalentes Trolox
promedio.
Propano subcritico 71,51 400
Soxhlet 57,16 320,53

Nota. Los porcentajes presentados son el promedio de las repeticiones realizadas, los

equivalentes Trolox se calcularon en base a la curva de calibracion (Ver anexo 1B).

Tabla 10.

Resumen estadistico de la capacidad antioxidante (prueba t de Student)

t-test clasico

Variable t gl p-valor

Comparacion de la actividad
9.76 4 0,0006
antioxidante

Nota. t = estadistico t, gl = grados de libertad, p = valor de p de la prueba
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La Tabla 11 presenta el resultado de la prueba t para actividad antioxidante, donde se presento
un valor de t de 9,76 con un p valor de 0,0006, lo que indica que existid una diferencia altamente
significativa a favor del método propano subcritico, misma que se ve reflejada visualmente en

el grafico de barras en el que se compara las medias de los grupos (revisar Anexo 5).

Esta diferencia podria atribuirse a las condiciones de extraccion, particularmente a la
temperatura. La astaxantina, principal carotenoide presente en los crustidceos es altamente
sensible a la degradacion inducida por calor, luz y oxigeno (Dang et al., 2024), dado que el
método Soxhlet opera a temperaturas considerablemente mas altas que el método con propano
subcritico, es probable que parte del compuesto se haya degradado durante el proceso,

disminuyendo su capacidad antioxidante.

Ademés, aunque el extracto obtenido con Soxhlet presentd un mayor contenido de carotenoides
totales (ver apartado 3.1.2.1), este valor no se reflejé en una mayor capacidad antioxidante.
Esto sugiere que no toda la fraccion carotenoide contribuyd efectivamente a la actividad
antioxidante, posiblemente debido a una mayor degradacion térmica de la astaxantina. Otra
posible explicacion es la forma en la que se encuentra la astaxantina en cada extracto. En
Soxhlet, una proporcion significativa de la astaxantina podria permanecer unida a
carotenoproteinas, las cuales presentan menor biodisponibilidad y actividad antioxidante en
comparacion con la astaxantina libre o disuelta en lipidos (Nishida et al., 2023), en este
sentido, el uso de propano subcritico habria favorecido la extraccion de formas mas
bioaccesibles de astaxantina, a pesar de obtenerse menores concentraciones totales de

carotenoides.

Al comparar estos resultados con los reportados en la literatura Hai et al. (2024), informaron
una inhibicioén del 96,4 % mediante extraccion asistida por ultrasonido, lo que sugiere una
mayor eficiencia de dicha técnica para liberar compuestos bioactivos y evitar su degradacion
térmica. De forma similar, Luo et al. (2024) reportaron inhibiciones del 90 % utilizando
combinaciones de solventes polares y no polares, y Sila et al. (2013) informaron inhibiciones
de hasta el 100 %. En comparacion, los resultados obtenidos en este estudio fueron mas bajos,
lo que podria indicar una pérdida significativa del compuesto bioactivo durante la extraccion o

el almacenamiento.

Uno de los factores que podria haber contribuido a esta diferencia es el proceso de eliminacion
del solvente en el método Soxhlet, que implic6 un calentamiento prolongado del extracto.

Ademas, no se descarta un posible fallo en las condiciones de almacenamiento de las muestras,
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ya que la temperatura o la calidad de los frascos ambar utilizados podria no haber sido
adecuada, facilitando la exposicion al oxigeno y favoreciendo la degradacion de los

compuestos antioxidantes.

A pesar de ello, el uso de propano subcritico representa una alternativa mas segura y
ambientalmente amigable, aprobada para su uso en alimentos (Prameela et al., 2017). , y cuya
eliminacion es sencilla. Esto minimiza la exposicion del extracto a condiciones que promuevan
la degradacion (Turola Barbi et al., 2019). Aunque los valores obtenidos en este estudio no
fueron 6ptimos en comparacion con otras metodologias, los resultados sugieren que, con una
adecuada optimizacion de las condiciones de extraccion y almacenamiento, el uso de propano

subcritico podria permitir la obtencidon de extractos con alta calidad antioxidante.

La concentracion de los diferentes compuesto presentes en los extractos dependera de diversos
factores, ya que segun Yerlikaya et al. (2013) estas varian dependiendo de la temporada,
especie y profundidad de crianza, presentando una mayor cantidad de carotenoides aquellos

que poseen un mayor contenido lipidico, principalmente aquellos que han sido criados a mayor

profundidad.

3.1.3 Comparacion cualitativa del perfil de los extractos obtenidos mediante TLC

Se realizé una comparacion de los perfiles de los extractos obtenidos tanto por el método
Soxhlet como por propano subcritico empleando TLC, ademas de compararlos con astaxantina
comercial (ver anexo 2), a partir de los cuales se calculo los factores de retencion presentados
en la Tabla 8, para la cromatografia se empled como fase estacionaria gel de silice un
compuesto polar mismo que es adecuado para compuestos lipidicos (Santiago & Strobel,
2013), como fase moévil se empled un solvente mayoritariamente apolar como lo fue una
combinacion de hexano: acetona 7:3 comunmente empleado para extractos de camardén como
en el estudio de (Tan et al., 2021) mismo que permiti6é una separacion de los extractos como

se puede apreciar en la Figura 3 y Figura 4 .
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Tabla 11.

Principales factores de retencion del TLC

Nam. Factor de retencion (Rf)

de Soxhlet1 Propano1l  Soxhlet 2 Propano 2 Comercial
banda

1 - ; - - 0,20

2 0,43 - 0,49 - 0,46

3 - - - - 0,61

4 0,69 0,71 0,81 0,79 0,80

5 0,95 0,95 0,94 0,96 0,91

Nota. Los Rf se agruparon por filas a las manchas con Rf similares.

Figura 3. Comparacion de los extractos mediante TLC

Nota. El extracto de la izquierda (nimero 1) corresponde al método Soxhlet mientras que el

de la derecha (ntimero 2) corresponde a la extraccion con propano subcritico.
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Figura 4. Comparacion de los extractos mediante TLC

Nota. El extracto de la izquierda (nimero 1) corresponde al método Soxhlet mientras que el

de la derecha (nimero 2) corresponde a la extraccion con propano subcritico.

Si bien los extractos obtenidos van a presentar una amplia variedad de carotenoides ya que
segun reporta Gulzar et al., (2020) encontrard principalmente Astaxantina (86-89%), f-
caroteno (3.6%) y zeaxantina (1.5%) en extractos de camardn, ademas, de otros en menor
medida como la cantaxantina, equinenona, y licopeno (Seeger et al., 2023). Se puede asumir
que la mayor parte de carotenoides recuperados corresponden a la astaxantina al igual que en

otras matrices de crustaceos (Sachindra et al., 2005).

Se ha podido observar la presencia de una mayor cantidad de compuestos presentes en la
muestra cuya extraccion se realizd con Soxhlet en relacion con la muestra de propano, sin
embargo, ambas muestras comparten Rf muy similares mismos que segin lo reportado por
Tan et al. (2021) y Kobayashi & Sakamoto, (1999), se tratarian de diversas formas de la
astaxantina entre las cuales estaran AST libre, AST monoéster y AST diéster. Que podrian
estar presentes en las extracciones con Soxhlet los tres tipos, similar a lo obtenido por Sila et
al. (2013), mientras que en propano, podria inicamente estar presente AST monoéster y la AST
diéster. En comparacion con la astaxantina comercial (Anexo 2) se evidenciod que esta podria
contener los tres tipos de astaxantina al igual que la muestra de Soxhlet, sin embargo, en base
a la intensidad de las manchas se puede estimar que en Soxhlet como en la muestra comercial,
existe una mayor cantidad de astaxantina libre, mientras que en las muestras de propano aquella

que predomina podria ser la astaxantina diéster.

La posible ausencia de astaxantina libre en la extraccion con propano podria explicarse debido

a que este tipo de astaxantina no se encuentra unida a lipidos a diferencia de la AST monoéster
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y la AST diéster, esta AST diéster puede explicar ademas la capacidad antioxidante mas
elevada del extracto con propano ya que esta es mas estable que la astaxantina libre misma que

es mas susceptible a degradacion ( Miao et al., 2006; Todorovi¢ et al., 2021).
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Utilizando desechos provenientes de la industria camaronera (cascaras de camardn)
proveniente de Litopenaeus vannamei como matriz de extraccion se obtuvo dos
extractos mediante las técnica convencional Soxhlet y la técnica no convencional
basado en la utilizacién de propano subcritico. Donde la extraccion con el método
Soxhlet alcanz6 un rendimiento del 2,55 + 0,22 % mientras que el rendimiento para el
extracto con propano subcritico alcanzo un rendimiento del 0,150,009 %,
evidenciando una diferencia estadisticamente significativa a favor del método Soxhlet,
los rendimientos en especial para la extraccion estan relacionados con la composicion
proximal de la matriz especialmente con el contenido de lipidos que fue 0,225 % y las
proteinas que fue de 32,7 %.

De los extractos obtenidos mediante ambos métodos de extraccion, se evalud los
carotenoides totales presentes mediante espectrofotometria. El método convencional
Soxhlet presentd 8,552 + 0,154 ug/mL en relacion con el método no convencional de
propano subcritico que presentd 3,73 + 0,107 pg/mL, evidenciando una diferencia
estadisticamente significativa a favor del método Soxhlet, esto relacionado con la
capacidad de los solventes empleados para romper los enlaces existentes en las
carotenoproteinas y extraer carotenos que no se encuentren inicamente disueltos en los
lipidos.

El analisis de la capacidad antioxidante de ambos métodos de extraccion se realizo
mediante el ensayo DPPH, a partir del cual se determind el porcentaje de inhibicion de
los radicales DPPH, registrando para el método de propano subcritico un porcentaje del
(71,51 £ 2,55 %) en relacion con el método Soxhlet (57,16 £+ 1,40 %), evidenciando una
diferencia estadisticamente significativa a favor del método de propano subcritico, esto
asociado a la degradacion del extracto durante el proceso de extraccion y su posterior
almacenamiento.

El anélisis cualitativo realizado mediante TLC revel6 que la composicion de los
extractos obtenidos era diferente, evidenciando que la extraccion mediante la
metodologia Soxhlet extrajo una mayor cantidad de compuestos entre los que se
encontrd manchas cuyo factor de retencion se asemeja al de la astaxantina libre,
astaxantina monoéster y astaxantina diéster, en comparacion con el método de propano

subcritico en el que no se evidencid la posible presencia de astaxantina libre.
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4.2 Recomendaciones

e Implementar pretratamientos sobre la matriz antes de la extraccion, que permitan
hidrolizar las carotenoproteinas, favoreciendo asi una mayor liberacion y recuperacion
de carotenoides en el extracto final.

e Optimizar las condiciones del proceso de extraccion con propano subcritico,
explorando el efecto de variables como presion, temperatura y tiempo de extraccion,
especialmente en matrices ricas en carotenoides, como los crustaceos.

e Investigar el uso de co-solventes polares compatibles con el propano subcritico, con el
objetivo de mejorar la solubilizacion y recuperacion de compuestos bioactivos durante
el proceso de extraccion.

e Identificar cualitativa y cuantitativamente los compuestos presentes en los extractos
mediante técnicas analiticas mds robustas, como cromatografia de gases (GC) o
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), a fin de obtener un perfil mas
detallado de los metabolitos recuperados.

e Realizar estudios de estabilidad y biodisponibilidad de los extractos obtenidos bajo
diferentes condiciones de almacenamiento, para evaluar su funcionalidad y posible
aplicacion en matrices alimentarias o farmacéuticas.

e Aumentar el nimero de réplicas en futuros ensayos experimentales, con el fin de
fortalecer la validez estadistica de los resultados, incrementar la robustez de las

conclusiones y mejorar la confiabilidad y reproducibilidad de los datos obtenidos.
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ANEXOS

Anexo 1 A. Valores de porcentaje de inhibicion obtenidos para la curva de calibracion de
Trolox

Concentracion de % Inhibicion

Trolox (uM) DPPH
50 10.09
100 20.52
200 32.41
300 51.96
400 71.51
500 90.39

Nota. Se empled estos valores en un diagrama de dispersion para obtener una ecuacion de

regresion lineal.

Anexo 1 B. Curva de calibracion de concentracion de Trolox

Curva de calibracion del Trolox v =0,1765x + 0,4566
R =0,9952
100
90
20
70
&0
50
a0
30
20
10
o
0 100 200 300 400 00 s00

Anexo 1. Resultados de la cromatografia de capa fina de astaxantina comercial.
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Anexo 2. Grafico de barras de comparacion del rendimiento global entre los métodos de
extraccion

Comparacion de rendimientos por método de extraccion

[}8)

Rendimiento (%)

o

Propano Soxhlet
Método de extraccidén

Nota. Las barras representan la media =+ error estandar (n = 3). Soxhlet present6é un

rendimiento significativamente mayor en comparacion con Propano (p < 0.05, IC 95%).

Anexo 3. Grafico de barras de comparacion de carotenoides totales entre los métodos de
extraccion
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Comparacién de carotenoides totales por método de extraccion

7.5
5.0
| -
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Propano Soxhlet
Método de extraccidn

Carotenoides totales
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Nota. Las barras representan la media =+ error estandar (n = 3). Los carotenoides totales

fueron significativamente mas altos con Soxhlet (p < 0.05, IC 95%).

Anexo 4. Grafico de barras de comparacion de la actividad antioxidante entre los métodos de
extraccion

Comparacion de actividad antioxidante por método de extraccion

0 I '

Propano Soxhlet
Método de extraccion

- (9]
o o

Actividad antioxidante (%)
r
o
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Las barras representan la media + error estandar (n = 3). La actividad antioxidante fue

significativamente mayor con Propano (p < 0.05, IC 95%)).

Anexo 5. Fotografia

Anexo 6 A. Lavado de la materia Anexo 6 B. Secado de la materia prima

Anexo 6 C. Triturado de la materia prima Anexo 6 D. Extraccion mediante Soxhlet

Anexo 6 E. Concentracion del extracto Anexo 6 F. Pesaje del extracto obtenido
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Anexo 6 G. Secado del extracto Anexo 6 H. Recuperacion del extracto

Anexo 6 1. Extraccion con propano Anexo 6 J. Recuperacion del extracto de
propano
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Anexo 6 K. Ensayo DPPH Anexo 6 L. Estimacion de carotenoides

| _450.0nm ©.001Abs

];s”i 1 4

Anexo 6 M. Ensayo TLC

Anexo 6. Tablas

Anexo 7 A. Valores crudos del rendimiento de extraccion

Soxhlet Propano subcritico
Réplicas myp Mgy Y(%) myp Mgy Y(%)
1 15,42 0,36 2,55 50 0,081 0,162

47



2 15,47 0,43 2,78 40 0,057 0,142

3 15,40 0,39 2,53 50 0,076 0,152

Promedio 15,43 0,39 2,55+0,22 46,6 0,071 0,152+0,009

Nota. myp: masa de la materia prima (g). mgy: masa del extracto. Y(%): rendimiento de
extraccion.

Anexo 7 B. Valores crudos de la estimacion de carotenoides totales

Réplica

Absorbancia Carotenoides pg/mL
Soxhlet 1 0,523; 0,548; 0,531 8,42
Soxhlet 2 0,548; 0,543; 0,545 8,72
Soxhlet 3 0,531; 0,535; 0,529 8,50
Promedio - 8,55+0,15
Propano 1 0,481; 0,479; 0,485 3,85
Propano 2 0,548; 0,543; 0,463 3,68
Propano 3 0,454; 0,456; 0,461 3,65
Promedio - 3,73 +0,10
Blanco 0

Anexo 7 C. Valores crudos de absorvancia y resultados del ensayo DPPH
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Réplica Absorbancia % Inhibicion Crrolox
Soxhlet 1 0,229; 0,234; 0,239 52,69 295,24
Soxhlet 2 0,239; 0,241; 0,238 51,41 288,02
Soxhlet 3 0,236; 0,246, 0,253 49,87 279,34
Promedio - 51,32+ 1,40 287,53 £7,96
Propano 1 0,181;0,171; 0,175 67,77 380,54
Propano 2 0,179; 0,188; 0,189 65,22 366,09
Propano 3 0,163;0,171; 0,161 70,33 395,00
Promedio - 67,77 £ 2,55 380,54 + 14,45

Blanco 0.444 + 0.256

Control 0.049 £ 0.003

Nota. %Inhibicion: porcentaje de inhibicion de DPPH. Crq10x: Concentracion de Trolox en

pmol L1,

Anexo 7 D. Factores de retencion de la cromatografia de capa fina de astaxantina comercial

N° de

Soxhlet

mancha Dc (cm) Dim(cm) Rf

1

2
3
4
5

1.1
2.5
3,3
4,3
4,9

5.4 0,20
5.4 0,46
5,4 0,61
5,4 0.80
5.4 0,91

Nota. D¢: distancia recorrida por el compuesto. Dsn: distancia recorrida por la fase mévil. Rf:

factor de retencion.

Anexo 7 E. Resumen completo de las pruebas estadisticas para rendimiento

Prueba

Resultado

Conclusion

Soxhlet: W =0.9865,p =

Normalidad (Shapiro-Wilk)

0.8946
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normal en ambos grupos



Propano: W =0.9889, p =
0.9183

Homogeneidad de varianzas )
F=3.515,p=0.1341 Las varianzas son homogeneas
(Levene)

Existe una diferencia
Prueba t (dos muestras) t=-18.39, gl =4, p=5.14e-05

significativa
) Soxhlet: 2.55 % Soxlet presenta un mayor
Promedios .
Propano: 0.15 % rendimiento.

Nota. IC = intervalo de confianza del 95 %. W = estadistico de Shapiro-Wilk; F = estadistico
de Levene; t = estadistico t de Student; gl = grados de libertad; p = nivel de significancia. Se

considera diferencia significativa cuando p < 0.05.

Anexo 7 F. Resumen completo de las pruebas estadisticas para carotenoides totales

Prueba Resultado Conclusion

Soxhlet: W =0,932, p = 0,497
Normalidad (Shapiro-Wilk) Propano: W =0,859, p =
0,266

Cumple con una distribucién

normal en ambos grupos

Homogeneidad de varianzas ‘
F=0,133,p=0,7338 Las varianzas son homogeneas
(Levene)

Existe una diferencia
Prueba t (dos muestras) t=-44,14,¢gl=4,p=1,575¢-6 o _
significativa

Soxlet presenta una mayor
Soxhlet: 8,55 pg/mL ‘ _
Promedios cantidad de carotenoides
Propano: 3,81 pg/mL
totales

Nota. IC = intervalo de confianza del 95 %. W = estadistico de Shapiro-Wilk; F = estadistico
de Levene; t = estadistico t de Student; gl = grados de libertad; p = nivel de significancia. Se

considera diferencia significativa cuando p < 0.05.
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Anexo 7 G. Resumen completo de las pruebas estadisiticas para actividad antioxidante

Prueba Resultado Conclusion

) . ' Soxhlet: W =0,997, p=0,899  Cumple con una distribucion
Normalidad (Shapiro-Wilk)

Propano: W =1, p=0,997 normal en ambos grupos
Homogeneidad de varianzas ‘
F=0,620, p=0,4749 Las varianzas son homogeneas
(Levene)
Existe una diferencia
Prueba t (dos muestras) t=9,76, df =4, p = 0,0006 o .

significativa

) Soxhlet: 51,85 % Soxlet presenta un mayor
Promedios o
Propano: 68,48 % rendimiento.

Nota. IC = intervalo de confianza del 95 %. W = estadistico de Shapiro-Wilk; F = estadistico

de Levene; t = estadistico t de Student; gl = grados de libertad; p = nivel de significancia. Se

considera diferencia significativa cuando p < 0.05.

Anexo 7. Andlisis proximal realizado por la LACONAL
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UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
FACULTAD DE CIENCIAS E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

LA BN LABORATORIO DE CONTROL Y ANALISIS DE ALIMENTOS

AomaTONS b6 conraen.

-
f
l

01597
CERTIFICADO DE ANALISIS DE LABORATORIO

| Certificado No: 25-025 ROI-7803
Solicitud N°: 25-025 Pag.:1 de |
- o 1 10 Qo Q" P 2
Fecliiresepsion: 15 de mayo de 2025 ;‘g;:a de ejecucion de ensayos: 19 al 21 de mayo de
Informacion del cliente:
Empresa: C.L/RUC: 1850337815
Representante:  VICTOR NARANJO TIf: 0998846807
Direccion: Ambato Email: vnaranjo7815@uta.edu.cc
Ciudad: Ambato
Descripcion de las muestras:
Producto: Cascara de camar6n Peso / Volumen: 200g
Marca comercial: n/a Tipo de envase: funda plastica
Lote: n/a No de muestras: una
F. Elb.: n/a F. Exp.: n/a
Conservacion: Ambiente:  Refrigeracion: X Congelacién: Almac. en Lab: 8 dias
Cierres seguridad: Ninguno: X  Intactos: Rotos: Muestreo por el cliente: 08 de mayo de 2025
Cédigo del | Codigo Ensayos . -
Muestras 8 N < 8 % Y X Métodos utilizados | Unidades | Resultados
laboratorio | cliente | solicitados/Técnica
2 Cenizas, * Ed. 22,2023 923.03
Ninguno L e AOAC Ed. 22,2023 923,03 % 29,6
Ciéiscara de camarén 02525064 Ninguno ;:2;;;";"’“]' AOAC Ed. 22,2023 200111 | %(Nx6,25) 327
Grasa 2 St
Ninguno B AOA%«}.’. 2023 2003.06 % - 10,225
Gravimetria e y B =0
Conds. Ambientales: 21.1°C; 54,2%HR :
|
f \
{ A
Ing [Gladys Risuefio
Directord de Calidad N -
Autorizacion para transferencia electronica de resultados: Si {
Fecha de emision del certificado: 21 de Mayo de 2025 FP|
| Nota: La muestra fue suministrada por ¢ cliente  los resultados sc aplican a la muestra en los condiciones recibidas. E1 Laboratorio sc abiliza exclusivamente de los resultados emitidos. en base a
la muestra eniregada por ¢l cliente.
El Laboratorio no es responsable por ol uso incorrecto de este certificado. No es un d S6lo se permite su reproduceién sin fines de lucro y haciendo referencia a la fuente

“La informacion que s esta emviando es confidencial, exclusivamente para su desiinatario, y no puede ser vinculante. St usted no es ef destinatario de esta informacion recomendamos eliminarla
inmediatamente. La distribucion a copia del mismo esti prohibida y serd sancionada segim el proceso legal pertimente

Q Dir.: Universidad nica de Ambato, Campus Huachl. Av, Los chasquls y Rio Payamino
o >

Edificio Facultad Allmentos y Blotecnc @ / Ambato - Ecuador

X (593) 32400987 ext. 5517 182 @ nitplaconoluta.edu.ce &S (@conalGuta.odu.oc
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