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AOAC

Desacetilacion

Factores

pH

Polisacaridos

Tratamiento

Quitina

GLOSARIO

Association of Official Analytical Chemists
(Asociacion de Quimicos Analiticos

Oficiales (métodos oficiales de analisis))

La eliminacion de un grupo acetilo de una

molécula.

Variables experimentales independientes

controladas.

Valor que representa convencionalmente la
concentracion de iones de hidrégeno de una

disoluciéon acuosa.

Son biomoléculas formadas por la union de

muchos monosacaridos.

Es una combinacion especifica de niveles de

factores.

Es un polisacarido, componente principal del

exoesqueleto de los crustaceos.



Quitosano

Tubos Kjeldahl

Es un polisacarido que esta compuesto por
dos tipos de unidades estructurales: poli[f3-
(1,4)-2-desoxi-2-amino-D-glucopiranosa] y
poli[-(1,4)-2-desoxi-2-acetamido-D-

glucopiranosa.

Tubos que normalmente son utilizados para la

determinacién del contenido de nitrogeno total.



RESUMEN

Se evalud el aprovechamiento de los desechos del camaron (Litopenaeus
vannamei), los cuales fueron recolectados en el mercado de la zona 4 de la
ciudad de Guatemala, utilizandolos como materia prima para la extraccion de la
quitina, que a su vez se utilizé para desacetilarla y poder obtener asi como

producto final el quitosano.

La obtencién del quitosano utilizO como variables independientes la
relacion quitina/NaOH, el tiempo y la temperatura quienes se evaluaron con 2
niveles para cada factor, dando como resultado 8 combinaciones en triplicado a
las cuales se les determind su contenido de nitrégeno total, de lo anterior se
determind que la relacion quitina/NaOH y temperatura éptima a utilizar fue de
1:5y 100°C respectivamente.

Para determinar el tiempo éptimo de desacetilacién se tomaron en cuenta
los resultados anteriores y a partir de ellos se decidio variar el tiempoa 4,6y 12

horas mas, encontrando que el tiempo éptimo fue de 12 h.

El contenido de nitrogeno total fue de 7,29% con un DD=62,49% para las
condiciones Optimas y se determiné que si tuvo diferencia significativa respecto

a las distintas fuentes de variacion.

Los resultados de esta investigacibn permitieron demostrar que el
quitosano puede ser obtenido de la quitina extraida del exoesqueleto del
abdomen del camardn (Litopenaeus vannamei), reduciendo asi en parte el

impacto ambiental, que este desecho provoca.
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OBJETIVOS

General

Evaluar el grado de conversién de quitina a quitosano en funcién del
contenido de nitrdgeno total monitoreado durante la hidrélisis alcalina a nivel

laboratorio.

Especificos

1. Evaluar el contenido de nitrégeno total del quitosano por el método de
Kjeldah (A.O.A.C. 976.05) en funcion de la relacién de quitina/NaOH,

durante el proceso de desacetilacion alcalina de la quitina.

2. Evaluar el contenido de nitrégeno total del quitosano por el método de
Kjeldah (A.O.A.C. 976.05) en funcion de la temperatura, durante el

proceso de desacetilacion alcalina de la quitina.

3. Evaluar el contenido de nitrdgeno total del quitosano por el método de
Kjeldah (A.O.A.C. 976.05) en funcion del tiempo, durante el proceso de

desacetilacion alcalina de la quitina.

4. Evaluar la existencia de diferencias significativas en el contenido de
nitrogeno total del quitosano, en funcion de las diferentes relaciones
quitina/NaOH, tiempos y temperaturas estudiadas, mediante un analisis de

varianza.

X1



HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo

Existe diferencia al evaluar la técnica de desacetilacion del exoesqueleto
del abdomen del camaron, en funcién de variar en el proceso de desacetilacion
los parametros: relaciéon quitina/NaOH, tiempo y temperatura, en base al
contenido de nitrégeno total.

Hipotesis estadistica
Hipotesis nula (Ho)

No existe diferencia significativa en el contenido de nitrégeno total del
quitosano obtenido del abdomen de los exoesqueletos del camardn en funcién
de la relacion quitina/NaOH, tiempo y temperatura que se utilizo.

Hipotesis alternativa (Ha)
Si existe diferencia significativa en el contenido de nitrégeno total del

quitosano obtenido del abdomen de los exoesqueletos del camardn en funcion

de la relacion quitina/NaOH, tiempo y temperatura que se utilizo.
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INTRODUCCION

La produccion del camarén en Guatemala es destinada para el consumo
humano, pero se refiere solamente de la carne, y el desecho constituido por el
exoesqueleto provoca un problema ambiental, al ser desechado sin tratamiento

previo.

El quitosano es un polisacéarido cuyas propiedades permite utilizarlo en
multiples aplicaciones como en la industria alimenticia, como conservante de
frutas y verduras frescas. Este polisacarido es obtenido por hidrélisis alcalina

de la quitina, la cual se extrae del exoesqueleto del camardn.

En el presente trabajo se evalu6 la obtencién del quitosano, variando 3
factores independientes y se analiz6 el contenido de nitrdgeno total.
Determinando asi, los parametros 6ptimos para el proceso de desacetilacion,
asi como el grado de conversion de quitina a quitosano y la viabilidad de dicho

proceso.

XV



XVI



1. ANTECEDENTES

La disponibilidad de informacion mediante la literatura sobre el
aprovechamiento de subproductos del camaron tiene amplia referencia y en
otros paises como México donde hay gran produccién de camardn hay estudios
realizados sobre el aprovechamiento para la obtencion de quitosano. Entre los

trabajos de investigacion se encuentran los siguientes:

En 1999, Rodriguez Morales, Ofelia, realizd su trabajo de graduacion de
Ingenieria de los Alimentos de la Universidad Autbnoma Metropolitana, de
México, quien fue asesorada por la Dra. Keiko Shirai Matsumoto, el trabajo de
graduacion es denominado “Obtencion y caracterizacion de quitina y quitosano
a partir de desechos de camardén”. La quitina fue mezclada con NaOH al 50% y
al 60% con un tiempo de 2 a 3 h, fue puesta a reflujo a presion atmosféricay se
le hicieron pruebas de solubilidad. Los resultados demostraron que el quitosano
obtenido con el 60% de NaOH y con un tiempo de 3 h en reflujo es mas
soluble, lo que indica que bajo estas condiciones se logra un grado mayor de

desacetilacion respecto a las demas condiciones probadas en este trabajo.



En el 2008, Claudia Hidalgo, Mirna Fernandez, Olga Nieto, Armando
Paneque, Gustavo Fernandez y Julio Llopiz realizaron un estudio en la
Universidad de La Habana, de Cuba, titulado “Estudios de quitosanos cubanos
derivados de la quitina de la langosta”. Se estudiaron muestras de quitosano
derivadas de la quitina de langosta, obtenidas por desacetilacion bajo diferentes
condiciones de temperatura a 130 °C y 100 °C, a concentraciones de NaOH de
45% y 50% vy tiempo de 15 y 40 minutos de tratamiento, las cuales fueron
comparadas con una muestra comercial de referencia, lo cual demostroé que la
combinacion de 50% de NaOH, con una temperatura de 130 °C y el tiempo de

40 minutos dio mejor resultado que las deméas combinaciones.

En el 2011, Esmieu, Estuardo, realiz6 su disefio de investigacion de
Ingenieria Quimica de la USAC, asesorado por el ing. César Garcia, y
denominado “Evaluacion fisicoquimica del contenido extractable de quitina
obtenida a partir de dos secciones del exoesqueleto del camardn (Litopenaeus
vannamei) cefalotérax y abdomen, procedente de mar y cultivado en viveros”. El
exoesqueleto es desproteinizado a 1:10 (g/mL) con NaOH al 0,5% g/mL por 2 h
a 50 °C y con el 3% de NaOH por 1 h a 60 °C y es desmineralizado con HCl a
0,5 M a temperatura ambiente por 1 h. Los resultados demostraron que la
quitina obtenida del abdomen del exoesqueleto del camarén procedente del

mar, dio mayor rendimiento respecto a las demas partes evaluadas.



2.  MARCO TEORICO

El quitosano se obtiene por desacetilacion alcalina de la quitina, la cual se
extrae de los crustaceos, teniendo multiples aplicaciones que lo hace ser un

polisacarido de mucha utilidad.

2.1. Biopolimeros de origen natural

Los biomateriales brindan la ventaja de ser estructuras similares a las
sustancias macromoleculares que el medio bioldgico es capaz de reconocer y
metabolizar; y asi evitamos el problema de toxicidad y de respuesta

inflamatoria.

Una caracteristica particular de los polimeros naturales es su habilidad de
ser degradados por enzimas que se encuentran en el organismo vivo, esta es
garantia de que el implante sera degradado y metabolizado por mecanismos
fisiol6gicos. Esta propiedad se emplea en caso de aplicaciones temporales en
las cuales se requiere el cumplimiento de una funcién especifica en un periodo
de tiempo. La velocidad de degradacion de los materiales implantados puede
controlarse mediante modificaciones quimicas o entrecruzamiento del

biopolimero, permitiendo el disefio con determinado grado de duracién.

Los biopolimeros tienen ciertas ventajas que los hace idéneos para ser
usados como ejemplo en el tratamiento de aguas residuales, entre las cuales
podemos citar, bajo costo, biocompatibilidad, baja toxicidad, biodegradabilidad,
alta abundancia natural, estabilidad, alta reactividad quimica y elevada
capacidad de adsorcion.



2.2. Breve resefia histérica

Por su amplia distribucion en la naturaleza la quitina -poli[B-(1,4)-2-
acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa]- es el segundo polisacarido en
abundancia, después de la celulosa. Se encuentra principalmente en los
caparazones de los crustaceos y formando parte del exoesqueleto de los
insectos, asi como también en las paredes celulares de muchos hongos,

levaduras y algas.

La quitina fue aislada por primera vez en 1811, a partir de hongos
superiores, por Braconnot, quien le asignd6 el nombre de fungina.
Posteriormente Odier, en un articulo sobre insectos reporté que habia
encontrado en algunos insectos la misma sustancia que forma la estructura de

las plantas, llamandola quitina (del griego tunic, envoltura).

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al
tratar quitina con una solucién caliente de hidroxido de potasio se obtiene un
producto soluble en acidos organicos; esta quitina modificada, como él la llamo,
se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de yoduro y acido, mientras la
quitina era de color verde. Pero no es hasta 1894 cuando Hoppe-Seyler
sometid la quitina a reflujo a 180°C en hidréxido de potasio y observd que el
producto que se formaba era bastante soluble en acido acético y clorhidrico y lo

denominé “quitosano”.*

' MEDINA, Lucia. Estudio de la accién de quitosano como adsorbedor de proteinas hidrosoluble;
optimizacién de parametros. p. 11.
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Figural. Representacion esquematica de las cadenas de (a) celulosa
(b) quitina totalmente acetilada y (c) quitosano totalmente

desacetilado

tl—f{lﬂ CH:0H

(a)

{HCDCHy

\
NHCOCH, | CH:0H
N

(b)

NH: r CH:OH \’ NH:

CH:OH NHJ CH:0H

()

Fuente: ABADIA, Javier. Preparacion y caracterizacion mecénica de hidrogeles de quitosano

para soporte de células de cartilago. p. 6.



2.3. Laquitina

La quitina es facil de obtener del exoesqueleto del camarén o cangrejos,
insectos, moluscos y hongos, para ello se requiere un tratamiento quimico con
el fin de remover los pigmentos, las sales tales como el carbonato de calcio y
las proteinas que se encuentran asociadas con ella. El nombres sistematico de

la quitina es poli[3-(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosal.

La quitina es altamente insoluble en agua y solventes organicos, lo cual
restringe sus aplicaciones. Sin embargo, por desacetilacion se transforma en
quitosano, el cual también es insoluble en agua, pero soluble en &acidos

organicos, ver tabla I.

La quitina es un biopolimero tipo polisacéarido, considerado a menudo
como un derivado de la celulosa, la diferencia se encuentra en el grupo hidroxilo
del carbono 2, el cual en la quitina ha sido sustituido por el grupo acetamida; la
quitina es blanca, dura, inelastica y la mayor fuente de contaminacién superficial

de las areas costeras.

“Se argumenta que la quitina natural posee un grado de acetilacién, DA,
de 0,66, es decir, que una de cada tres de sus unidades se encuentran
desacetiladas”.? Queda definido asf el DA como la fraccion del total de unidades
glucosidicas que estan acetiladas. A veces la composicibn se reporta en
términos del grado de desacetilacion, DD (DD = 1 — DA). En ocasiones estos

valores se dan en tanto por ciento.

* ABADIA PIQUERO, Javier. Preparacién y caracterizacién mecénica de hidrogeles de
quitosano para soporte de células de cartilago. p. 6.
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2.4. El quitosano

El quitosano es un poliaminosacarido obtenido por desacetilacion alcalina

de la quitina, por lo tanto el quitosano es una amina primaria.

El quitosano se obtiene por modificacion quimica de la quitina, la cual es
tratada con una solucion alcalina concentrada y caliente, con el fin de retirar la
mayor cantidad de unidades acetilo de la estructura del polimero; el polimero
que se obtiene posee un comportamiento marcadamente béasico debido al
grupo amino libre en su estructura, lo cual ademas le proporciona ciertas

caracteristicas quimicofisicas de gran interés industrial.
La ecuacién quimica correspondiente al proceso es la siguiente:

Figura 2. Ecuacion quimica del proceso de desacetilacion

CH.OH CH,OH CH,0H

OH o, A o, { oH O+ Lo

2

NHOOCH; NHCOCH; NH, NH,

Fuente: PARADA, Luis. Caracterizacion de quitosano por viscosimetria capilar y valoracion

potenciométrica. p. 2.



“El quitosano es un polisacarido lineal que se obtiene por desacetilacion
extensiva de la quitina y estda compuesto por dos tipos de unidades
estructurales: poli[B-(1,4)-2-desoxi-2-amino-D-glucopiranosa] (D-glucosamina) y
poli[B-(1,4)-2-desoxi-2-acetamido-D-glucopiranosa]  (N-acetil-D-glucosamina),

distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena”.’

Una de las propiedades que caracteriza al quitosano extraido de la quitina,
es su grado de saturacion, el cual esta directamente relacionado con el proceso
de hidrolisis de los grupos acetamido de la quitina (CH3CONH-) hasta grupos
aminos (NH), la cual lleva en definitiva a la obtencion del quitosano. De
acuerdo a esto se puede esperar un comportamiento distinto en lo que se
refiere a los posibles enlaces que ocurre con la proteina, si se comparan dos

tipos de quitosano de diferente grado de desacetilacion.

El quitosano, principal derivado N-desacetilado de la quitina, no se
presenta como una molécula Unica. Muestra variabilidad no solamente en el
tamafio de las cadenas, sino también, en el grado de acetilacién (DA) de las

mismas.

La composicién y estructura del quitosano son muy similares a la celulosa,
la diferencia es que el quitosano tiene un grupo amino primario en el carbono 2

del anillo de la hexosa.

¥ SANCHEZ, Andrés. Sintesis y caracterizacién de hidrogeles de quitosano obtenido a partir
del camarén langostino (pleuroncodes planipes) con potenciales aplicaciones biomédicas (en
linea). p. 242.
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Tablal. Comparacion entre la quitina y el quitosano

Comparacion Quitina Quitosano
Formula
(C8H13N05)n (C6H1104N)n
molecular
Masa
203n 161n

molecular
Nombre Poli[B-(1,4)-2-acetamido-2- Poli[B-(1,4)-2-desoxi-2-
sistemético desoxi-D-glucopiranosa]. amino-D-glucopiranosa]

H NHCOCH; CH,OH H NH,

% H
Unidad W

tructural " L )
estructura SHa0H v ke
Agua Insoluble Insoluble
Alcohol Insoluble Insoluble
Acido acético Insoluble Altamente soluble
Acido oxalico Insoluble Soluble
Acido
o Insoluble Soluble

clorhidrico

Fuente: ZARITZKY, Noemi. Peliculas biodegradables y recubrimientos comestibles a base de

hidrocoloides: caracterizacion y aplicaciones. p. 11.




Las propiedades de la quitina y el quitosano dependen principalmente de
la fuente de obtencion y el método de preparacion y estos polimeros difieren

entre si por su distribuciéon, masa molecular y grado de acetilacion.

A diferencia de los polimeros sintéticos, la quitina y el quitosano, no
presentan limitaciones en cuanto a biocompatibilidad, biodegradabilidad y

toxicidad, ademas de ser naturalmente abundantes y renovables.

Un aspecto clave en la comparacion entre la quitina y el quitosano es
debido a que son comercialmente importantes por su alto contenido de
nitrogeno total. Ademas son recomendados como probables sustituyentes de
los polimeros sintéticos debido a que estos tienen excelentes propiedades tales

como biocompatibilidad, biodegradabilidad, toxicidad nula, etc.

2.4.1. Obtencion del quitosano

El quitosano se obtiene de la quitina y la principal fuente de obtencion de
la quitina son los desechos de los crustaceos especialmente de los
caparazones de cangrejo, jaiba, langosta y camarones. Estos compuestos
poseen proporciones variables de proteinas, sales de calcio, quitina y pequefias

cantidades de grasas y pigmentos.
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Figura 3. Diagrama de la obtencion de quitosano

(Acondicionamiento de la materia prima)

Desproteinizacion (NaOH diluido,
0,5%)

( Desmineralizacion (HCI diluido) )

( Decoloraciéon )

Desacetilacion de la quitina
(NaOH concentrado, 45%)

( Quitosano )

Fuente: elaboracion propia.

2.4.1.1. Desacetilacién de la quitina

Se lleva a cabo por hidrolisis de los grupos acetamida en medio
fuertemente alcalino, a altas temperaturas. “Generalmente la reaccion se realiza
en fase heterogénea empleando soluciones concentradas de NaOH o KOH (40-
50%) a temperaturas superiores a 100°C por una hora, se obtiene quitosano
con un grado de desacetilacién de un 82%, si se extiende la reaccién por 48
horas, se alcanza el 100% de desacetilacién”. * Sin embargo esto conlleva a
una pérdida de la viscosidad, indicando que hubo degradacion de la cadena

polimérica, preferiblemente en atmdésfera inerte.

* SANCHEZ BRENES, Andrés. Caracterizacién y utilizacién de hidrogeles de quitosano
obtenidos a partir de camaron langostino (Pleuroncodes planipes) para el crecimiento de
fibroblastos humanos. p. 34.
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Las condiciones especificas de la reaccion dependeran de diversos
factores, tales como el material de partida, el tratamiento previo, y el grado de
desacetilacion deseado, por lo tanto el grado de desacetilacion depende de la
concentracion del alcali, temperatura, tiempo de reaccion, tamafo de particula y
densidad. No obstante, con un solo tratamiento alcalino, el maximo grado de
desacetilacion alcanzado no suele sobrepasar del 75 al 85%. La desacetilacion
se lleva a cabo en un reactor presurizado, el cual permite mejorar la reactividad

para la obtencion del quitosano.
2.4.2. Propiedades del quitosano

El quitosano se diferencia de la quitina por sus diversas propiedades que

tiene, las cuales se describen a continuacion.
2.4.2.1. Grado de acetilacién o grado de desacetilacion

Quimicamente, la quitina y el quitosano son poliglucosaminas que son
distinguidas solamente por el grado de acetilacién de los grupos amino. “Las
quitinas tipicas tienen generalmente grado de acetilacion (DA) entre 70-95%,
mientras que los quitosanos tienen comunmente un grado de acetilacion (DA)
entre 15-25%”.°> El grado de acetilacién es probablemente el pardmetro més
importante de estos polisacéridos y determina grandemente sus caracteristicas

funcionales y fisiologicas.

°® ABADIA PIQUERO, Javier. Preparacién y caracterizacién mecanica de hidrogeles de
quitosano para soporte de células de cartilago. p. 14.
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Los factores que afectan el grado de desacetilacion incluyen:
concentracion del &lcali, tratamiento previo, tamafio de particula, y la densidad
de la quitina. Los ultimos dos factores afectan el indice de penetracion del alcali
en la region amorfa y en cierto grado también en las regiones cristalinas del

polimero, necesitadas para que la hidrolisis ocurra.

El grado de desacetilacion (DD) se define como el contenido en grupos

aminos presentes en la cadena polimérica.

El quitosano es caracterizado por medio del grado de acetilacion (DA), que
corresponde a los grupos N-acetilamina; o por medio del grado de
desacetilacion (DD) que corresponde a la proporcion de grupos D-glucosamina

(mondmeros desacetilados) en una molécula de quitosano.
2.4.2.2. Peso molecular
Como el quitosano es obtenido de la quitina por desacetilacion alcalina, el
peso molecular tiene un promedio mas bajo, debido a la eliminacion del grupo
CH;-C=0.
2.4.2.3. Viscosidad
La solucion del quitosano exhibe una amplia gama de viscosidades en los
medios acidos diluidos que dependen principalmente de su peso molecular. El

quitosano es un producto altamente viscoso similar a las gomas naturales. La

viscosidad puede variar de 10 a 5000cp.
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La viscosidad de las soluciones aumenta a medida que el peso molecular
o la cantidad de polimero aumentan. Una disminucion en el pH aumenta la
viscosidad, debido a que la conformacion que toma la cadena de quitosano es
mas extendida, ya que se presentan fuerzas repulsivas entre los grupos aminos

cargados positivamente.

“‘La viscosidad también aumenta conforme aumenta el grado de
desacetilacion, debido a que las caracteristicas del quitosano como

polielectrolito aumentan o se hacen més notables”.®

“Debido a la alta viscosidad del quitosano en sistemas de pH < 5,5 puede

emplearse como espesante, estabilizante o agente de dispersion”.’

2.4.2.4. Solubilidad

La solubilidad y la viscosidad del quitosano dependen del grado de

desacetilacion y degradacion del polimero.

La presencia de grupos amino a lo largo de la cadena de quitosano
permite la disolucién de esta macromolécula en disoluciones de acidos diluidos,
por medio de la protonacion de esos grupos. En medios acidos diluidos tiene

lugar el siguiente equilibrio:

NH,; + HA < NH3+ + A

® SANCHEZ BRENES, Andrés. Caracterizacion y utilizacién de hidrogeles de quitosano obtenidos
a partir de camardén langostino (Pleuroncodes planipes) para el crecimiento de fibroblastos
humanos. p. 35y 37.

" ABADIA PIQUERO, Javier. Preparacioén y caracterizaciéon mecéanica de hidrogeles de quitosano
para soporte de células de cartilago. p. 14.
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Al adquirir carga positiva la amina, el quitosano aumenta su capacidad
hidrofilica y pasa a ser soluble en soluciones diluidas formando sales ya que el

pKa del grupo amino en el quitosano es 6,5.

El quitosano se puede solubilizar en acido clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, nitrico y perclérico diluidos. En cambio es insoluble en &acido
sulftrico diluido. También es insoluble en la gran mayoria de disolventes
organicos como el alcohol y en solventes acuosos neutros o alcalinos. El

quitosano al igual que en la quitina es insoluble en agua.

2.4.2.5. Biodegradabilidad

Como un polimero de interés en sistemas alimenticios, la biodegradacion
de la quitina y el quitosano es una propiedad importante para ser considerada
porque muchas de las aplicaciones en alimentos se relacionan directa o

indirectamente con la capacidad de las enzimas para despolimerizar.

Solamente la biodegradabilidad no es una caracteristica relevante de
estos biopolimeros, también la no toxicidad de los productos de la degradacion,
es lo mas significante para las aplicaciones biomédicas y alimenticias. El
quitosano es bioabsorbible y biodegradable, y se ha demostrado que es
lentamente degradado.

2.4.2.6. Nitrégeno total (Kjeldahl)

El método Kjeldahl es un proceso de analisis quimico para determinar el

contenido en nitrégeno total de una sustancia quimica.
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El método se basa en la destruccion de la materia organica con acido
sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de

hidroxido de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en:

Acido bdrico formandose borato de amonio el que se valora con &cido
clorhidrico.

2.4.2.7. Cenizas o minerales totales

La mineralizacion del material organico biol6gico es determinada en la
sustancia quimica por la incineracion de la materia organica, el residuo se pesa
y es lo que se conoce como ceniza. Una determinacion de este tipo revela los
elementos especificos presentes, ademas las cenizas pueden contener carbén
de la materia organica en forma de carbonato cuando hay excesos de minerales
capaces de formar bases. El analisis de cenizas aclara las combinaciones en
gue se encuentra un material determinado, los minerales presentes en las

combinaciones organicas se convierten en compuestos inorganicos.

2.4.3. Aplicaciones del quitosano

Por sus naturalezas catidénicas en soluciones &cidas, que le confiere
propiedades Unicas relativas a otros polisacaridos, la industria del quitosano y
algunos de sus derivados se han estimulado internacionalmente, encontrandose

un amplio universo de aplicaciones.

A continuacion se presenta una clasificacion por area sobre las

aplicaciones que se le ha dado al quitosano:
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2.4.3.1. Quimica analitica

Aplicaciones cromatograficas, intercambiadores de iones, absorcion de
iones de metales pesados y absorcion de acidos, fabricacion de electrodos

especificos para metales, entre otros.

2.4.3.2. Biomedicina

Membrana de hemodidlisis, suturas biodegradables, sustituyentes
artificiales de la piel, agente cicatrizante en quemaduras, liberadores
sistematicos de farmacos, liberacion de insulina, transporte de agentes

anticancerigenos, tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA.

2.4.3.3. Agriculturay ganaderia

Recubrimiento de semillas para su conservacion durante el
almacenamiento, sistemas liberadores controlados de fertilizantes, aditivo para
alimento de animales, formulaciones de pesticidas. Es decir como
bioestimulantes de plantas en tratamientos de semillas, raices y hojas y, en
tratamientos postcosecha de frutas y verduras con el fin de aumentar su

conservacion.
2.4.3.4. Cosmeéticos
El quitosano se introduce en cremas humectantes, pues es una molécula

que absorbe el agua. Algunos fabricantes de shampoo lo utilizan como

ingrediente, ya que desarrolla una pelicula que da proteccion y brillo al cabello.
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2.4.3.5. Dietéticos

Productos adelgazantes que actian como atrapador de grasas como el

colesterol y los triglicéridos en el estbmago.

2.4.3.6. Industria alimentaria

Se utiliza como estabilizante para dar consistencia y viscosidad a los
aderezos para ensaladas y mayonesas, mientras que en las frutas y verduras
frescas sirve como un protector antimicrobiano. Utilizado también como
suplemento dietético, administrado en forma de pildoras para adelgazar,

componentes de peliculas o film para el envasado de alimentos.

2.4.3.7. Industria papelera

En la industria papelera el principal insumo es la celulosa, por lo tanto el

quitosano sirve para fijar y dar resistencia al papel.

2.4.3.8. Industria textil

Componente de fibras que se utilizan en la mejora de lanas y en la

impermeabilizacién de algodones y linos.

2.4.3.9. Tratamiento de agua

Agente floculante, agente coagulante, tratamientos de flotacion para la
remocién de aceite de pescado en agua, agentes filtrantes para piscinas,
también tiene la propiedad de absorber metales pesados como: arsénico, zinc,

cobre, cromo e incluso uranio, remocion de surfactantes.
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3. DISENO METODOLOGICO

A continuacion se describe el disefio metodoldgico para la evaluacion del
grado de conversion de quitina a quitosano en base al porcentaje de nitrégeno

total del quitosano determinado.
3.1. Definicion operacional de las variables

Como resultado de la revision bibliografica sobre los factores que
influyeron para la evaluacion del quitosano, se determinaron las variables de
entrada para medir el efecto sobre los resultados obtenidos.

3.1.1. Variables de control

A continuacion se muestran las variables involucradas para la

determinacién del porcentaje de nitrégeno total, en la tabla II.

Tabla ll.  Definicién operacional de las variables
NG Variable Unidad Factor Potencial de _diseﬁo
Constantes Variables

1 Peso de la quitina g X

2 Volumen de NaOH mL X
3 Concentracion de NaOH % X

4 Temperatura °C X
5 Tiempo h X
6 | Contenido de nitrogeno total % X

Fuente: elaboracion propia.
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3.1.2. Variables independientes

La tabla Il describe las variables independientes en el curso de la

desacetilacion alcalina.

Tabla lll.  Definicién operacional de las variables independientes, para la

obtencion del quitosano

No. Variable Unidad Descripcion
El peso de la quitina se midié en una balanza
Peso de la )
1 N g y fue el mismo en todas las muestras para la
quitina . _
obtencion de quitosano.
Con el volumen de NaOH se analizé la
Volumen de o y
2 mL variacion con respecto a la relacion con la
NaOH N

quitina.

3 Concentracion o La desacetilacion de la quitina se llevo a cabo

0
de NaOH con NaOH al 45%.

La medicion de la temperatura se realizo en el
proceso de la desacetilacion de la quitina, por

4 Temperatura °C medio de un termdmetro en escala Celsius de
mercurio con una escala con marcas cada
0,1°C.
Los procesos de desacetilacion variaron

5 Tiempo h conforme el tiempo, por lo tanto se controlé
este factor.

Fuente: elaboracion propia.
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3.1.3. Variables dependientes

Como variable dependiente o variable respuesta se evalu6 el contenido de
nitrogeno total de las muestras de quitosano obtenido, para luego proceder a

encontrar el grado de conversién de quitina a quitosano.

Tabla IV. Definicién operacional de la variable dependiente, para analizar

el quitosano

No. Variable Unidad Descripcion

o Cantidad de nitrégeno total que
1 Nitrogeno Total %

contiene la muestra de quitosano.

Fuente: elaboracién propia.

3.2. Delimitacion de campo de estudio

° Area
Fundamento del conocimiento: Bioquimica.

Aplicacion del procedimiento experimental: Biotecnologia.
o Proceso

Evaluacion del gado de conversion de quitina a quitosano procedente del

exoesqueleto del abdomen del camarén.
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Etapa del proceso

Recoleccion de la materia prima, limpieza, desproteinizacion,
desmineralizacion, blanqueo, desacetilacion, purificacién y determinacion
del contenido de nitrégeno total del quitosano, mediante ensayos de

laboratorio.

Ubicacion

En el mercado de la zona 4 de la ciudad de Guatemala se obtuvo la
materia prima. La obtencién del quitosano se llevd a cabo en el
Laboratorio de la Seccibn de Quimica Industrial del Centro de
Investigaciones de la Facultad de Ingenieria. La determinacion del
contenido de nitrogeno total se realizé en el Laboratorio de Bromatologia
de la Facultad de Veterinaria, de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

Clima
Se encontr6 semi-calido entre los (19 y 24 °C) en la ciudad de Guatemala
y con 68% de humedad relativa.

Viabilidad

La investigacion fue factible, por disponer de los recursos necesarios para

llevarla a cabo.
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3.2.1. Tipo de estudio

El tipo de estudio que se aplico en el trabajo de graduacion es el
experimental, ya que provee de un método l6gico que indica lo que resulto bajo
condiciones cuidadosamente controladas, se plantearon hipotesis y se
experimentd, en este caso fue la desacetilacion de la quitina por hidrélisis

alcalina.

3.2.1.1. Eleccién del disefio experimental

Se seleccioné el disefio que consider6 3 variables independientes
controladas en el experimento y que incluy6 dos niveles de presencia por cada

una de las variables independientes.

3.2.1.1.1. Disefo factorial totalmente al azar

Este disefio sirvi6 para ver el comportamiento de la muestras del

quitosano a evaluar.

Consistid en que todos los niveles de cada variable independiente son
tomados en combinacion con todos los niveles de las otras variables

independientes y que ninguna combinacion estuviera repetida.

El disefio de la investigacion es el disefio factorial 2x2x2, en donde el valor
numérico de cada digito indic6 el numero de niveles de la variable
independiente. Por lo tanto cada una de las 3 variables a trabajar, tiene dos

niveles presentes.

23



Se realizdé un experimento factorial en el que se estudid el efecto de 3
factores; el factor A la relacion quitina/NaOH, el factor B el tiempo y el factor C
la temperatura; con lo cual es importante no sélo determinar si los factores

influyeron sobre la respuesta, sino también si existio una interaccion entre ellos.

Para el disefo factorial se utilizaron las letras (A, B, C) para las variables
independientes y nuameros (1, 2) para los niveles de cada factor. Las
combinaciones de letras y numeros que aparecen en las casillas de la siguiente
tabla, representaron las mezclas de niveles de dichas variables. Cada una de

las celdas es un grupo de muestra.

Tabla V. Disefio factorial 2x2x2 totalmente al azar para la evaluacién del

guitosano a partir de la desacetilacién de la quitina

Ci=75°C C,=100 °C
B1=15h|{B>=3h|B1=15h|B,=3h
A1=1/5 A1B1Cy | A1BoCyi | AB1Cy | AB2Cy
A,=1/10 A1B1Cy | A1BoCy | AB1Cor | ABoCo

NaOH 45 %

Fuente: elaboracién propia.

Para cada una de estas combinaciones se analizé el comportamiento de

la variable respuesta, definida como: nitrégeno total.
Singularidad: el presente estudio experimental consider6 condiciones

anteriormente evaluadas, innovando para ello el uso de marmita o reactor en la

presurizacion del sistema reactivo para la desacetilacion.
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3.2.2. Seleccion y tamafio de muestra

Las muestras de quitina que se utilizaron para la desacetilacion, son las
obtenidas del exoesqueleto del abdomen del camardn proveniente de pesca

marina y no de cultivo.

Las muestras se seleccionaron en base a un diseno factorial totalmente al

azar. Por lo que en el experimento factorial 2* se obtuvieron 8 tratamientos.

El tamafio de las muestras que se utilizaron es de 8 unidades

experimentales, para la obtencion del quitosano.

3.2.3. Eleccién del niumero de repeticiones

Para incrementar la precision en el experimento se realizaron 3

repeticiones a las 8 unidades experimentales establecidas.

3.2.4. Unidad de analisis y observacion

La unidad de analisis fue el contenido de nitrégeno total del quitosano
obtenido de la quitina extraida del exoesqueleto del abdomen del camarén. Se
observaron los pardmetros con los que se trabajé para obtener un mejor
resultado. Debido a las tres repeticiones realizadas se obtuvo un total de 24

observaciones.
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3.3.  Recursos humanos disponibles

e Investigadora
Andrea Lizet Fong Reyes

e  Asesor
Ing. Qco. César Alfonso Garcia

) Coasesora

Inga. Qca. Mercedes Esther Roquel
e Colaboradores

T.L. José Morales

Ing. Agro. Marino Barrientos

3.4. Recursos materiales disponibles

A continuacién se describen los equipos, instrumentos y materiales de

laboratorio utilizados para la realizacion del trabajo de graduacion.
3.4.1. Equipos
Los equipos se dividen en equipos de medicién y en equipos auxiliares.

Los siguientes equipos fueron los utilizados para la obtencion del quitosano en

el laboratorio.
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3.4.1.1. Equipo de medicion

. Balanza analitica, marca Adventur
. Termometro de vidrio con Mercurio como fluido, con escala de 0-200 °C

. Potenciémetro, marca Oridon Researh

3.4.1.2. Equipo auxiliar

o Ozonizador para el agua

o Procesador de alimentos, marca Black & Decker

o Campana de extraccion de gases, marca Serproma

o Plancha de calentamiento con agitacion, marca Corning, 120V, 60Hz

o Horno de secado, marca Serproma

o Bomba de vacio, marca Gast

o Reactores de acero inoxidable de 50 mL, dimensiones segin norma
ASTM C 289-03. Ver anexo No. 1

3.4.2. Instrumentos de laboratorio y cristaleria

A continuacion de describe la cristaleria de medicion y la auxiliar asi como
los instrumentos de laboratorio utilizados para la obtencion de las muestras de

quitosano.

3.4.2.1. Cristaleria de medicion

° Balones aforados de 1000 mL, marca Kimax
o Pipeta volumétrica de 25 mL
° Probeta de 50 mL
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3.4.2.2 Instrumentos de laboratorio y cristaleria auxiliar

o Beackers de vidrio con capacidad de 25, 100 y 600 mL, marca Pirex
o Varilla de agitacion de vidrio, 8*300 mm

o Kitazato de vidrio de 500 mL

o Embudo buchner de porcelana, diametro 110 mm, 500 mL

o Earlenmeyer de vidrio de 100 mL

o Crisol gooch de porcelana de 40 mL, 1150 °C

o Mortero con pistilo, de porcelana pequefio

. Embudo de vidrio de 100 mL

o Pizeta de polietileno de 125 mL

o Agitadores magnéticos de 1 pulgada

o Espatula con mango de madera de 15 cm de largo
3.4.3. Materia primay reactivos
A continuacion se describe la materia prima y los reactivos utilizados para
la obtencion del quitosano, los cuales se dividen en reactivos tipo industrial y en
reactivos tipo comercial.

3.43.1. Materia prima

o Exoesqueleto del camarén
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3.4.3.2. Reactivos de tipo industrial

o Hidroxido de sodio grado reactivo, MERCK

o Acido clorhidrico grado reactivo, MERCK

o Acido acético glacial grado reactivo, MERCK
o Etanol al 95% grado reactivo, MERCK

3.4.3.3. Reactivos de tipo comercial

o Agua desmineralizada, marca salvavidas
o Hipoclorito de sodio grado comercial

o Quitosano en polvo grado practico

3.5. Técnica cuantitativa

Se empled como técnica cuantitativa el procedimiento a seguir para lograr
la obtencién del quitosano a partir de la quitina extraida del exoesqueleto del
abdomen del camardén y a partir de ello se establecid la mejor combinacién
entre la relaciébn de quitina/NaOH, el tiempo y la temperatura a variar en el
proceso de la desacetilacion, luego se evalu6 el contenido de nitrégeno total
gue las muestras de quitosano contenian, el cual se traté de un método para el
analisis cuantitativo de nitrdgeno que se llevd a cabo en el Laboratorio de

Bromatologia de la Facultad de Veterinaria.

A continuacion en la figura 4, se muestra el diagrama general de la técnica

cuantitativa para obtener el quitosano.
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Figura 4. Disefio general parala obtencion de quitosano
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Fuente: elaboracion propia.

El siguiente diagrama de la figura 5, muestra de una manera mas

especifica la obtencion del quitosano a partir de la quitina extraida del

exoesqueleto del abdomen del camaron.

30



Figura 5.

Lavado y secado del
exoesqueleto del
camarén a 60°C por
72 h
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Maceracién dinamica
de el exoesqueleto y el
NaOH a 0.5% m/v a
50°C, con relacion 1:10

Maceracién dinamica
de el exoesqueletoy el |,
NaOH a 3% m/v a
60°C, con relacion 1:10

Filtrado al

vacio

Maceracion dinamica del @)
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resultados y
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guitosano estandar

Lavado hasta pH
neutro y filtrado al
vacio

Al quitosano se le
agregaron 250 mL de

A Maceracién dindmica 1:20
del quitosano con acido
acético al 2% w/v, por 1h.

Se filtr6 con una bomba al
vacio y se seco a

etanol al 95% y se dej6 temperatura ambiente por 24
reposar por 3h. horas

Se le hicieron las pruebas de
L nitrégeno total en el
Laboratorio de Bromatologia
de Veterinaria.

L Quitosano

purificado

Fuente: elaboracion propia.
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3.5.1. Evaluacion del quitosano

A continuacion se describe la forma de evaluacion y obtencion del
quitosano obtenido de la quitina procedente del abdomen del exoesqueleto del

camaron.

3.5.1.1. Preparacion de la materia prima

La materia prima se obtuvo de los desechos del camardn del mercado de
la zona 4 y de forma aleatoria, se trabajé Unicamente con el abdomen del
exoesqueleto. Las muestras se lavaron con abundante agua ozonizada y se
procedié a la separacion de la masa proteica principalmente que pudo quedar
adherida a los mismos, para luego pasar al proceso de secado y pulverizado,
esto con el objetivo de que al tener un diametro demasiado pequefio, pueda

tener mayor area de contacto para trabajarla.
3.5.1.2. Desproteinizacién
Consistid en tratar el abdomen del exoesqueleto del camarén con una
solucion acuosa diluida de NaOH a temperatura de 60 °C, con el fin de disolver
la proteina. Tratamientos por largo tiempo o a temperaturas muy altas pudieron
provocar ruptura de las cadenas y la desacetilacion parcial del polimero.
3.5.1.3. Desmineralizacion
El principal componente inorganico de los exoesqueletos de los

crustaceos es el CaCO; y MgCOs el cual se pudo eliminar empleando

soluciones diluidas de HCI a temperatura ambiente.
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3.5.1.4. Desacetilacién de la quitina

La reaccion se realiz0 en fase heterogénea empleando una solucion

concentrada de NaOH al 45% a temperaturas altas.

La evaluacion del quitosano se trabajé con dos diferentes relaciones entre
quitina/NaOH (w/v), tiempo y temperatura. Con el fin de separar la mayor

cantidad de grupos acetilo de la cadena polimérica.

o Las relaciones de quitina/NaOH para la obtencion del quitosano son de
1:10y 1:5, con 45% de NaOH.

o El tiempo que se utilizé para la desacetilacion de la quitina fue de 1,5y 3h.

o Las temperaturas que se utilizaron para la desacetilacion de la quitina
fueron de 75 °C y 100 °C.

A las muestras de quitosano obtenidas se les determiné el contenido de

nitrogeno total por el método de Kjeldahl.

A partir de los resultados anteriores se establecio que la relacion
quitina/NaOH y temperatura 6ptima era de 1:5 y 100 °C respectivamente, por lo
gue se decidid variar nuevamente el tiempo a 4, 6 y 12 horas mas, con el
objetivo de observar la variacion del contenido de nitrégeno total respecto al

tiempo.
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3.6. Recoleccion y ordenamiento de lainformacién

La desacetilacion de la quitina se realiz6 con una concentraciéon de NaOH
de 45%, dos relaciones entre quitina/NaOH, dos tiempos diferentes y dos
temperaturas diferentes, dando como resultado la elaboracion de 8 muestras
de quitosano diferentes a las cuales se les determind su contenido de nitrdgeno
total con 3 repeticiones por cada una de ellas, para tener un total de 24

tratamientos.

Tabla VI. Disefio experimental de las combinaciones a utilizar en la

evaluacion del quitosano

Combinacién de la muestra | Quitina/NaOH | Tiempo | Temperatura
No. (g/mL) (h) (°C)
1 1:5 1,5 75
2 15 3,0 75
3 1:10 1,5 75
4 1:10 3,0 75
5 15 15 100
6 15 3,0 100
7 1:10 1,5 100
8 1:10 3,0 100

Fuente: elaboracion propia.

34



3.7. Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Con la informacién recolectada se procedio a describir cada uno de los
procedimientos a realizar para la obtencion del quitosano a partir de la quitina

extraida del exoesqueleto del abdomen del camaron.

3.7.1. Procedimiento de la recoleccién y preparacion de los

exoesqueletos

Se procedio a la recoleccién del abdomen del exoesqueleto del camarén.

B. Los residuos de camarodn, patas, colas y carne fueron separados de sus
caparazones, para luego ser lavados con abundante agua ozonizada,
quitandoles los restos organicos que pudieran estar presentes.

C. Los exoesqueletos obtenidos, fueron secados en un secador de bandejas
a 60 °C por 72 horas hasta peso constante.

D. Los exoesqueletos secos libres de patas y cola se sometieron a un

proceso de pulverizado.

3.7.2. Procedimiento de la desproteinizacién

Se prepar6 una solucién de hidroxido de sodio al 0,5% g/mL.

B. Los caparazones se sometieron a coccion con el hidréxido de sodio en
una relacion 1:10 (g/mL) por 2 hora a 50 °C.

C. Sefiltré al vacio y se trabajo con el sélido precipitado.

D. Se prepard una solucion de hidroxido de sodio al 3% g/mL.

E. Luego el sélido precipitado se trato con la solucion de hidroxido de sodio
en una relacién 1:10 (g/mL) por 1 hora a 60 °C.

F. Se descarté el liquido sobrenadante y luego se lavé hasta pH neutro.

Se filtr6é al vacio.
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3.7.3. Procedimiento de la desmineralizacién

Se preparo una solucion de acido clorhidrico a 0,5 M.

B. El sdlido remanente obtenido, se desmineralizé con 400 mL de HCI a
0,5 M atemperatura ambiente por 60 minutos.

C. Se lavo hasta pH neutro.

D. Luego se filtr6 al vacio y se descarto el liquido obtenido.

3.7.4. Procedimiento del blanqueo

A. El residuo solido obtenido se tratd con una solucién de 300 mL de
hipoclorito al 3% mL/mL durante 30 min.

B. Selavdy se filtr6 hasta descartar el liquido.

3.7.5. Procedimiento de la desacetilacion de la quitina

Se prepar6 una solucién de hidroxido de sodio al 45% g/mL.

B. Se colocé en un reactor una relacion de quitina e hidroxido de sodio 1:10
(g/mL).

C. Se calent6é en un horno a 100 °C por tres horas.

D. Posteriormente el producto se lavdé con agua hasta pH neutro y se filtré
hasta obtener el sélido.

E. Sesecd a 75 °C durante 24 horas.

Nota: se realizo el mismo procedimiento variando la relacion de quitina/NaOH,

el tiempo y la temperatura. Segun lo muestra la tabla VI.
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3.7.6. Procedimiento de la purificacion del quitosano:

A. Se colocé en un beacker de vidrio una relacion de 1:20 g/mL de quitosano
y acido acético al 2% mL/mL. La solucidn se agitd mecanicamente por una
hora.

B. Posteriormente se lavo hasta pH neutro y se filtré al vacio con una bomba
de vacio.

C. La solucidn filtrada se colocé en un earlenmeyer y se le agregaron 300
mL de hidréxido de sodio al 25% g/mL y se agit6 mecanicamente por una
hora.

D. Sefiltrd y se le hicieron lavados con agua hasta pH neutro.

E. Al sdlido se le agregaron 250 mL de etanol al 95% y se dejé reposar por
tres horas.

F. Finalmente se filtr6 con una bomba al vacio y se secO a temperatura

ambiente por 24 horas.

Nota: todos los procedimientos descritos hasta aca se repitieron dos veces mas,
para hacer un total de 3 repeticiones. Luego se volvié a repetir el mismo
procedimiento con la relacion 1:5 a 100 °C y a 4, 6 y 12 h mas, con el fin de

encontrar el mejor tiempo de desacetilacion.

3.7.7. Método para la obtencién de nitrégeno (basado en el
método oficial de A.O.A.C. 976.05)

El contenido de nitrogeno total se llevd a cabo en el Laboratorio de

Bromatologia de la Facultad de Veterinaria, por el método de Kjeldahl. Ver

anexo 2.
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3.8. Andlisis estadistico

La mayoria de los experimentos consisten en el estudio de los efectos de
una o mas variables independientes sobre una respuesta; estas variables
independientes que pudieron controlarse en el experimento se denominaron

factores.

Los 3 factores involucrados para la obtencién del quitosano fueron:
relacion de quitina/NaOH, tiempo y temperatura, de los cuales cada uno tiene 2
niveles, para lo cual se tuvo un experimento factorial de 2° dando como

resultado 8 combinaciones.

3.8.1. Anélisis de varianza de 3 factores

El andlisis estadistico de los datos obtenidos del contenido de nitrdgeno
total se realiz6 a través de un analisis de varianza (ANOVA) para un
experimento factorial 2° en bloques completos al azar, con la distribucién de
Fisher.

ElI ANOVA, como su hombre lo indica, traté de analizar la variaciéon de una
respuesta y se usé para establecer si existian diferencias significativas en las
medias entre dos 0 mas muestras, midiendo la fuente de variacién en los
datos, se utilizé6 para comparar las 8 combinaciones para la obtencion de

guitosano y poder determinar la que fuera mejor.
El objetivo del analisis de varianza es identificar las variables

independientes importantes en el experimento, y determinar cdmo interactia y

afectan a la respuesta, que en este caso es el contenido de nitrégeno total.
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Los datos se arreglaron de la siguiente manera:

Tabla VIl.  Datos tipicos para el disefio de bloques al azar
Bloques

Tratamientos 1 2 3 Promedio
1 Y1,1 Y1,2 Y1,3 Y1lprom
2 Y2,1 Y2,2 Y2,3 Y2prom
3 Y3,1 Y3,2 Y3,3 Y3prom
4 Y4,1 Y4,2 Y4,3 Y4prom
5 Y5,1 Y5,2 Y5,3 Y5prom
6 Y6,1 Y6,2 Y6,3 Y6prom
7 Y7,1 Y7,2 Y7,3 Y7prom
8 Y8,1 Y8,2 Y8,3 Y8prom

Promedio Yi,j Yi,j Yi,j Y

Fuente: elaboracién propia.

Donde:

Yi,j = total de las observaciones bajo el i,j-ésimo tratamiento

Y = promedio total de las observaciones bajo el i,j-ésimo tratamiento
ij = datos obtenidos para cada observacion bajo cada tratamiento

i =numero de combinacion

j  =nuamero de repeticion

El procedimiento para un disefio de bloques completos al azar consistié en
seleccionar “b” bloques y en ejecutar una repeticion completa del experimento

[{Pel)

en cada bloque, con un solo factor con “a” niveles.
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El modelo para el experimento de 3 factores esta dado por:

Yi =1+ Qi+ By + %+ (aB)i + (¥ )i+ (B¥)i + (aB¥ )i+ Eiga

Donde:
Yiki = Variable respuesta, contenido de nitrégeno total.
M = Efecto de la media general.
(o = Efecto del i-ésimo nivel del factor A, relacion quitina/NaOH (w/v)
B = Efecto del j-ésimo nivel del factor B, tiempo (h)
Tk = Efecto del k-ésimo nivel del factor C, temperatura (°C)
(aB)j = Interaccién del i-ésimo nivel del factor Ay j-ésimo nivel del factor B.
(ar)k = Interaccidn del i-ésimo nivel del factor A y k-ésimo nivel del factor C.
(B¥)x = Interaccion del j-ésimo nivel del factor B y k-ésimo nivel del factor C.
(aBr)jk = Efecto de interaccion de tres factores
Eijkim = Error aleatorio.

Los efectos de bloque y tratamiento se definen como desviaciones
respecto a la media general.

En el andlisis de varianza se calcularon:
o Grados de libertad
o Sumas de cuadrados
o Cuadrados medios
o F

En donde las sumas de cuadrados se dividieron dentro de los grados de

libertad y se obtuvieron los cuadrados medios. Luego los cuadrados medios de

grupos se dividieron entre el cuadrado medio del error y se obtuvo una F.
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Si la F calculada es mayor que la F tabulada, se rechaza la hipétesis nula

y se acepta la hipotesis alterna.

Las operaciones para el analisis de varianza se resumen en la siguiente

tabla, asi como las férmulas para el célculo de suma de cuadrados.

Tabla VIIl.  ANOVA para el experimento de tres factores de n réplicas
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado
variacion cuadrados libertad medio calculada
Efecto principal
2
S
A SSA a-1 s? f= 5_12
2
. 2 )
B SSB b-1 S5 f= =
2
S
C SSC c-1 s2 f= 5_5;
Interaccion de dos factores
2
AB SS(AB) (a-1)(b-1) s2 fF=t
SZ
2
AC SS(AC) (a-1)(c-1) s2 f=
52
2
BC SS(BC) (b-1)(c-1) s2 F=20
SZ
Interaccion de tres factores
2
ABC SS(ABC) (a-1)(b-1)(c-1) s2 f==
S
Error SSE abc(n-1) s?
Total SST abcn-1

Fuente: WALPOLE, Ronald, Probabilidad y Estadistica para Ingenieros. p.49.
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4. RESULTADOS

Los graficos a continuacion presentados muestran los diferentes
resultados obtenidos del estudio de la conversion de quitina a quitosano, sobre

el contenido de nitrébgeno total en funcion de variar los parametros
experimentales.

Figura 6. Evolucién del porcentaje de nitrégeno total determinado en
funcion de las variaciones en la hidroélisis alcalina para la desacetilacién

de la quitina con la relacién quitina/alcali 1:5y 100 °C

~
S
B
2
o
=
[
oo
b
£
0
BO=0h |Bl=1.5h| B2=3h | B3=4h | B4=6h |BS=12h
€2 =100°C
- J

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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Figura7. Evolucion del porcentaje de nitrogeno total determinado en
funcion de las variaciones en la hidroélisis alcalina para la desacetilacion

de la quitina con la relacion quitina/alcali 1:10a 75 °C y 100 °C

Nitrégeno total (%)
w IS
t w s~

N

Cl1=75°C C2 =100°C

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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Figura 8. Distribucion del porcentaje de nitrégeno total en funcién de la
relacion quitina/NaOH para la combinacion de los parametros

experimentales: temperaturas y tiempos de desacetilacion

6.50

6.00—

5.509

Nitrégeno Total (%)

5.009

4.507

Quitina/NaOH

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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Figura9. Distribucion del porcentaje de nitrégeno total en funcién la
temperatura para la combinacion de los parametros experimentales: de la

relacion quitina/alcali y tiempos de desacetilacion

6.50

5.00-

5.509

Nitrégeno Total (%)

5.009

450

T T
7a°C 100 °C

Temperatura

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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Figura 10. Distribucion del porcentaje de nitrégeno total en funcion del
tiempo parala combinacion de los pardmetros experimentales: relacién

guitina/alcali y temperaturas de desacetilacion

G.50

6.00

5.50

Nitrogeno Total (%)

5.00

4.507]

Tiempo

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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La siguiente figura muestra el contenido de nitrégeno total medido en
funcién del tiempo de hidrdlisis alcalina en base a las condiciones de 100 °C y
una relacion de 1.5 de quitina/alcali, se pueden observar los valores del
porcentaje de nitrogeno total de la glucosamina, de la quitina tedrica y de la
quitina experimental.

Figura 11. Porcentaje de nitrogeno total en funcién del tiempo

4 ™
788 = % Mt glucosamina
ﬁ
- 0.88
=
= 6.38 / = B9 Mt quitina t=érica
2 508
o L _
c 538 Polindmica (Series1)
=
= 488
= Nt = 0.00048% - 001583 + 0.15228° -
Z 438 0.26230 +5.3204
3.88 R*=1
338 T T T T T T T T T T T T } o Mt quitina exparimantal
0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
Tiempo [h}
. L

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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La figura 11 muestra el grado de desacetilacion estimado en base al
contenido de nitrogeno total en funcién del tiempo de hidrolisis alcalina para las

condiciones de 100 °C y una relacion 1:5 de quitina/alcali.

Figura 12. Grado de desacetilacion en funcion del contenido de
nitrégeno total

62.00

DD = 8.5714Nt - 2E-12

60.00 RT=T /
58.00

56.00 /

52.00 /

50.00 /

r'd

48.00 T T T T T 1
5.6 5.9 6.2 6.5 6.8 7.1 7.4

Grado de desacetilaciéon (%)

Nitrégeno total (%)

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.
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La siguiente tabla relne los parametros experimentales y resultados
optimos del grado de conversién de quitina a quitosano, logrado durante la
parte experimental de la investigacion.

Tabla IX. Condiciones Optimas para la estimacion determinada del grado

de desacetilaciéon (DD)

) Contenido de Grado de
o Temperatura |Tiempo o L
Quitina/NaOH ¢C) ) Nitrogeno desacetilacion
total (%) (%)
1:5 100 12 7,29 62,49

Fuente: apéndice 5, elaboracion propia.

La tabla X, muestra el analisis estadistico de la investigacion, con el fin de
determinar el resultado de las hipotesis y asi saber si existe influencia
significativa en la variacion de los parametros experimentales, sobre la variable

respuesta denominada porcentaje de nitrdgeno total.
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Tabla X.

fuente de variacién

Andlisis de varianza, con los valores obtenidos de f para cada

o f calcula- | Valor critico Resultado
Fuente de variacion
da para f
Efecto principal
Se rechaza la
Temperatura 653,70 4,49 o
hipotesis nula.
Se rechaza la
Tiempo 65,29 4,49 o
hipétesis nula.
Se rechaza la
Quitina/NaOH 34,81 4,49 L
hipotesis nula.
Interaccién de dos factores
Se acepta la
Temperatura*Tiempo 4,06 4,49 o
hipotesis nula.
4.49 Se acepta la
* 111 ]
Temp* Quitina/NaOH 0,09 hip6tesis nula.
Se acepta la
Tiempo* Quitina/NaOH 0,07 4,49 U
hipotesis nula.
Interaccién de tres factores
Se rechaza la

Temp*Tiempo*Quitina/NaOH

7,95

4,49

hipétesis nula.

Fuente: apéndice 6, elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Se desarrollé el método de desacetilacion presurizado de la quitina por
hidrolisis alcalina y se utilizdé el hidréxido de sodio concentrado y caliente,
retirando la mayor cantidad de unidades acetilo de la cadena polimérica. La
desacetilacion se llevé a cabo en un reactor hermético presurizado, ver anexo

1, el cual permitié mejorar la reactividad para la obtencién del quitosano.

Las muestras de quitina se obtuvieron del abdomen del exoesqueleto del
camaron (Litopenaeus vannamei) recolectado en el mercado de la zona 4 de la

Ciudad de Guatemala.

En la evaluacion del comportamiento del contenido de nitrégeno total del
quitosano como referente experimental, se determinaron las condiciones
optimas de obtencion del quitosano, utilizando para la desacetilacion varios
tiempos de reaccion, dos temperaturas y dos relaciones de quitina/alcali a

concentracion constante de 45% g/mL de hidroxido de sodio.

Las observaciones experimentales se ejecutaron en triplicado para el
contenido de nitrégeno total de cada combinacion de los tratamientos, los

cuales se muestra en las tablas del apéndice 5.

La seccion de resultados representados en la figura 6 muestra los
diferentes rendimientos del porcentaje de nitrdgeno total del quitosano en el
curso de la desacetilacion de la quitina con énfasis en el mejor rendimiento
correspondiente a un tiempo de 12 h de hidrdlisis alcalina a una temperatura de
100 °C y una relacion quitina/alcali de 1:5.
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La figura 7 describe una combinacién del rendimiento en nitrégeno total en
base a las temperaturas y tiempos de desacetilacion a una relacién 1:10
quitina/alcali determinando el aumento que existe del contenido de nitrégeno

total al aumentar tanto tiempos y temperaturas de la hidrolisis alcalina.

Los graficos de las figuras 8, 9 y 10 se hicieron promediando el contenido
de nitrégeno total para la relaciéon quitina/NaOH, la temperatura y el tiempo
respectivamente y observando cuales fueron los mejores pardmetros que

favorecen el mejor rendimiento. A continuacion se detallan cada una de ellas.

En el gréfico de la figura 8, el contenido de nitrégeno total en funcién de la
relacion quitina/NaOH; indica que el contenido de nitrégeno total es mayor al
utilizar la relacion quitina/NaOH menor, por lo tanto no es necesario utilizar una

gran cantidad de hidréxido de sodio, para obtener un mejor resultado.

En el gréfico de la figura 9, el contenido de nitrégeno total en funcién de la
temperatura; muestra que el contenido de nitrégeno total es mayor conforme
aumenta la temperatura de hidrélisis, ya que para obtener una mejor
desacetilacion se requiere utilizar experimentalmente temperaturas de 100 °C y
asi poder lograr la mayor cantidad de unidades acetilo eliminadas de la cadena

polimérica de la quitina, respondiendo a un mayor contenido de nitrégeno total.

En el grafico de la figura 10, el contenido de nitrégeno total en funcién del
tiempo; muestra como el porcentaje de nitrdgeno total aumenta conforme

aumento el tiempo de desacetilacion alcalina.

La figura 11 muestra el grafico de correlacion del contenido de nitrégeno
total en funcién del tiempo de desacetilacion, el cual se correlacioné mediante

una funcion polindmica de orden 4.
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Con los resultados anteriores se procedi6 a estimar el grado de
desacetilacion DD, segun refiere la literatura (Ref. 5), asi para un contenido de
nitrogeno total de mas de 7% en peso, el grado de desacetilacion debe ser
mayor del 60% para ser denominado quitosano. En base a la literatura se
evalu6 la relacion para encontrar el grado de desacetilacion del quitosano
segun se muestra en la tabla del apéndice 5, donde se observo que para un
tiempo de 6 h se obtuvo el 7,02% de nitrogeno total, con un grado de

desacetilacion estimado del 60,17%.

Para obtener un mejor grado de desacetilacion se elaboré el gréfico de la
figura 12, del grado de desacetilacion en funcion del porcentaje de nitrdgeno
total; el cual muestra que el grado de desacetilacion estimado es mayor para el
incremento del contenido de nitrégeno total en una proyeccion lineal. Asi para
un contenido de nitrégeno total de 7,29% logrado en un tiempo de 12 h y
utilizando la ecuacion lineal del grafico 12, se procedié a estimar el grado de

desacetilacion el cual fue de 62,49%.

En la tabla X se observo en base a los resultados que con la relacién 1:5
de quitina/NaOH, la temperatura de 100°C y el tiempo de 12 h se obtuvo mayor
contenido de nitrdgeno total, que fue de 7,29% con un grado de desacetilacion
del DD=62,49%, por lo tanto, ésta es la condicion O6ptima del método
desarrollado.

Utilizando las formulas estadisticas para el ANOVA, calculando las sumas
de cuadrados con un nivel de confianza a=0,05, se obtuvieron los resultados del
analisis estadistico, tabulados en la tabla del apéndice 6 de la cual se

comprueban las siguientes hipétesis:
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Se rechaza la hipétesis nula (H0) y se dice que se establece que
experimentalmente las diferentes relaciones de quitina/NaOH, diferentes
tiempos y diferentes temperaturas, implican diferentes contenidos de nitrégeno
total de resultado, se enuncia también que la iteracion entre los tres factores es
significante, es decir, la relacion quitina/NaOH combinada con el tiempo y la
temperatura determinan el porcentaje del contenido de nitrégeno total
alcanzado. Sin embargo para la iteracion de dos factores se acepta la hipétesis
nula y se enuncia que no existe diferencia significativa en el porcentaje de

nitrégeno total.

De acuerdo con el resultado del analisis de varianza de los factores A
(quitina/NaOH), B (tiempo) y C (temperatura), se determind que los factores,
sobre la variable respuesta (contenido de nitr6geno total) y la iteracion que
existe entre los tres, si es significativa, mas no lo es para la iteracion de dos

factores.

Esto se respalda con los datos de la tabla X, que muestran los valores de
la f calculada para la prueba de Fisher, en donde los valores de f para la fuente
de variacidon de la temperatura, tiempo, quitina/NaOH y la iteracién de los tres,
son mayores que el valor tabulado de 4,49, con lo cual se determin6 que existe

diferencia significativa en el porcentaje de nitrégeno total.

Es asi como la temperatura muestra una mayor influencia en los
resultados durante el proceso de la desacetilacion, el tiempo que también varia
notablemente y la relacion quitina/NaOH que es la que varia significativamente
poco.
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CONCLUSIONES

Se logr6 establecer el grado de desacetilacion estimado, como
consecuencia de determinar el porcentaje de nitrogeno total en funcion de

la hidrdlisis alcalina experimentalmente realizada.

El mejor grado de desacetilacién estimado en funcién del porcentaje de
nitrogeno total del quitosano se logré con la menor relacion de

quitina/alcali.

El mejor grado de desacetilacién estimado en funcién del porcentaje de
nitrogeno total del quitosano se logré con la mayor temperatura de

hidrdlisis alcalina.

El mejor grado de desacetilacién estimado en funcién del porcentaje de
nitrogeno total del quitosano se logré6 al mayor tiempo de hidrdlisis

alcalina.

El grado de desacetilacion estimado de la quitina es directamente
proporcional al contenido de nitrégeno total determinado y descrito

mediante una proyeccion lineal.
La iteracion de los tres factores experimentales quitina/alcali, temperatura

y tiempo influye significativamente sobre el contenido de nitrégeno total del

guitosano.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio con otros crustdceos como el cangrejo para

aprovechar los desechos del proceso industrial o artesanal.

Disefiar un proceso que permita separar la proteina del exoesqueleto, asi

como su lavado y limpieza de una manera mas rapida y efectiva.
Diseflar un reactor hermético presurizado donde se pueda desacetilar
cantidades mayores de quitina y en el que pueda ser monitoreada la

presion y la temperatura.

Continuar con el estudio del quitosano enfocandose en su caracterizaciéon

para conocer mas a fondo sus posibles aplicaciones.

Realizar un estudio de factibilidad y rentabilidad del proceso de produccién

del quitosano por desacetilacion homogénea.

Realizar un estudio mas detallado de la desacetilacion de la quitina en
relacion al monitoreo de azUcares reductores remanentes en la solucién

alcalina en el proceso de desacetilacion.

Realizar un estudio para la obtencién de peliculas de quitosano.
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APENDICE

Apéndice 1. Tabla de requisitos académicos
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Fuente: elaboracion propia.
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Diagrama de Ishikawa

Apéndice 2.

uoJewes [ap oJ|anbsaoxa
[op epIuaIo eupinb
e|ap inded e ouesounb
[op [e303 ousBoniu ap
OPIUSIUO D 3P UQIFEN[EAT

_ ouoleloge| ap sof mmcm__

053304

Y Land %
SOJUBLLIE Bp mﬁﬂw%q _"ﬁ_._a A 550 HoeN

Jopesalnid

o

BT SEIM|EUE R ILEETg
sealeled upjaeA|elauILSa]
’ L] LN}
PO - %E _uwa_u
Qi
uglaEye H AR oanbueg
D2 SELILE 4 % Sb HOEN
w Wi [&
AUGLET
ELBEIEI UnlE|18:ESA0] OFHED HOE R
D128 5
ap euedieD upaeAMng N EalLE
‘dwa ]
5l b
fuod esiply =oAL HOER EURN
unle|
EUINE \
BlOpEANSa M| . .
ugl oL
2001
Bl0SasE 02 wv odual ]
SNEELTETR

lenboy efiuy|

2ies fu)

-/ 10585y

SEU0SIEH

e

HOEN
&0 UDIaNaS

HOEN 3p
LN UL

3

uoiIs odwn 7 %ok DAL}

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. llustracion del proceso de obtencidon del quitosano

Recoleccion y limpieza del abdomen del exoesqueleto del camardn
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Secado y pulverizado del exoesqueleto del camaron
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Desproteinizacion

Desmineralizacién y filtrado
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Blanqueo y quitina pura
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Desacetilacion y filtracion
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Pesado y secado

Quitina y quitosano

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 4. llustracion del ensayo del contenido de nitrégeno total del

guitosano

Pesado del quitosano

Digestion acida
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Destilacion alcalina

P KELTEC AUTO
I 250 Aoclyzer

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5. Rendimiento, contenido de nitrodgeno total y porcentaje de
desacetilacion del quitosano

Peso del quitosano

iti Crisol .

Combi- | Tempe- | QN | Tiemno | crisol | masel | PeSO | Quito-

No nacion | ratura NaOH (h) (9) | quitosano Final | sano
(g/mt) ©) © | ©

24,24 39,97 27,44 3,20

1 15 15 |2481| 3784 | 2900 | 4,19

24,99 38,26 29,09 | 4,10
29,29 43,90 33,13 | 3,83
15 3 40,55 52,95 43,79 | 3,24
40,56 53,00 43,99 | 3,43
40,46 52,23 43,57 | 3,11
3 1:10 15 40,43 50,76 43,21 | 2,78
23,01 34,13 26,20 | 3,18

75°C

Ol | N[~ |[W|IN]|PF
N

10 23,37 36,76 26,40 | 3,03
11 4 1:10 3 40,56 51,85 43,79 3,23
12 21,34 30,72 24,15 2,81
13 24,67 38,75 28,36 | 3,69
14 5 15 15 35,12 51,98 39,39 4,26
15 24,99 38,12 28,64 | 3,65
16 32,03 46,61 35,61 3,59
17 6 15 3 23,51 38,28 27,31 3,80
18 24,81 36,76 28,55 | 3,74
100°C
19 24,81 39,67 28,53 | 3,72
20 7 1:10 24,67 33,54 27,15 2,48
21 1> 26,20 31,19 29,11 2,91
22 40,43 56,23 44,17 3,74
23 8 1:10 3 40,56 56,35 44,57 4,01
24 40,45 56,34 43,57 3,12
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Rendimiento del quitosano y contenido del nitrégeno total, segun las distintas

combinaciones para su evaluacién

No ﬁg::gr'] Tempe- | Quitina/NaOH | Tiempo | Rendimiento | Ntot
No. ratura (g/mL) (h) (%) (%)
1 53,35 4,70
2 1 1:5 1,5 69,78 4,96
3 68,35 4,93
4 63,90 5,11
5 2 1.5 3 53,93 5,09
6 57,17 5,13
75 °C
7 51,90 4,48
8 3 1:10 1,5 46,32 4,51
9 53,03 4,62
10 50,48 5,01
11 4 1.10 3 53,77 4,95
12 46,75 5,04
13 61,52 5,57
14 5 1.5 15 71,05 5,85
15 60,75 5,75
16 59,75 6,00
17 6 1:5 3 63,40 6,05
18 62,27 6,03
100 °C
19 62,03 5,57
20 7 1:10 1,5 41,38 5,73
21 48,48 5,55
22 62,37 5,75
23 8 1:10 3 66,88 5,71
24 51,98 5,76
Quitina experimental 3,38
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Promedio del contenido de nitrégeno total de las muestras de quitosano segun las

distintas combinaciones para su evaluacion

NaOH 45% Ci1=75°C C,=100 °C
81:1,5h 82:3h 81:1,5h 82:3h
A;1=15 4,86 511 5,72 6,03
A=1:10 4,54 5,00 5,62 5,74

Promedio del porcentaje de nitrdgeno total de las muestras de quitosano con relacién
1:5 de quitina/NaOH y 100 °C

C,=100°C
0,
NaOH 45% = =1 TB,=3h |Bs=4h [Bs=6h |Bs=12h
A=15 | 572 603 | 635 | 702 | 729

Contenido de nitrogeno total en funcién del tiempo de desacetilacion a 100 °C

Quitina/NaOH | Tiempo (h) | Nitrégeno total (%)
1,5 5,72
3 6,03
1:5 4 6,35
6 7,02
12 7,29

Contenido del nitr6geno total y grado de desacetilacién en funcién del tiempo a 100 °C
y 1:5 de quitina/NaOH

Tiempo (h) | Nitrégeno total (%) | Grado de desacetilacion (%)
15 5,72 49,03
3 6,03 51,69
4 6,35 54,43
6 7,02 60,17
12 7,29 62,49

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 6.

Analisis estadistico

Analisis de varianza

Sumade | Grados Cuadra- f Valor
Fuente de variaciéon cuadra- de do calcu- critico
dos libertad medio lada para f
Efecto principal
Temperatura 4,85100 1 4,85100 | 653,70 | 449
Tiempo 0,48450 1 0,48450 | 65,29 4,49
Quitina/NaOH 0,25834 1 0,25834 | 34,81 4,49
Interaccion de dos factores
Temperatura*Tiempo 0,03010 1 0,03010 | 4,06 4,49
Temp* Quitina/NaOH 0,00070 1 0,00070 0,09 4,49
Tiempo* Quitina/NaOH 0,00050 1 0,00050 | 0,07 4,49
Interaccion de tres factores
Temp*Tlempa*Qumna/NaO 0,05900 1 0,05900 7,95 4,49
Error 0,11873 16 0,00742
Total 23

Fuente: analisis estadistico de la tabla VIII.
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ANEXOS

Anexo 1. Dimensiones del reactor segun norma ASTM C 289-03
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Nota: todas las dimensiones estan en mm.

Fuente: norma ASTM C 289-03.
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Anexo 2. Metodologia parala determinacién del contenido total de

nitrégeno

A. Reactivos

o Acido Sulfarico, grado reactivo
o Hidréxido de sodio (40%)

o Rojo de metilo

e Acido Clorhidrico (0.02 N)

o Metanol

. Verde de Bromocresol

e  Acido Borico

o Agua destilada

o Tabletas Kjeldhal o Tecator

B. Procedimiento

Fase A: (Preparacion)

1. Se tar6 un pedazo de papel parafinado que estuviera totalmente libre de

nitrégeno.

2. Se peso6 exactamente 1 gramo de quitosano en una balanza analitica y se

envolvid en el papel.

3. Se colocdé la muestra dentro de un tubo de Kjeldhal de 250 mL

debidamente identificado.

4. Sele agreg6 1 tableta de Kjeldhal (catalizador) al tubo.

5. Se le agregaron 15 mL de &cido sulfurico grado reactivo.
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Fase B: (Digestion &cida)

1.

Se colocaron los tubos en el digestor Kjeltec.

Se coloco la tapadera o extractor de gases venturi.

Se colocaron las tapaderas laterales para que la temperatura sea

uniforme.
Se encendio el digestor y asimismo la llave de paso de agua, cuando el
digestor alcanzo la temperatura de 400 °C que es la deseada, se tomo el

tiempo de 1 hora que fue el necesario para la digestion.

Se apagd el equipo, se cerré la llave de paso de agua, se desmonté el

extractor de gases y se quitaron las tapaderas laterales.

Se sacaron los tubos y se dej6 enfriar por 20 minutos.

Nota: en esta etapa se elimind todo lo que no es nitrégeno, ya que los demas

componentes se volatilizaron en forma gaseosa y se obtuvo solo el nitrdgeno

total de la muestra.

Fase C: (Destilacion alcalina, se realizé en Kjeltec automatico)

Previo a la destilacion se purgo:

a) Linea de NaOH 40%.
b) Linea de acido borico al 2% con rojo y verde de bromocresol.
c) Lineas de HCl al 0.02 N.
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Se chequed que los cuatro depdsitos de reactivos tuvieran suficientes

soluciones para los andlisis a realizar.

Se encendio el aparato y se esperé que calentara de 5 a 10 minutos la

camara que produjo un estado gaseoso.

Se cheque6 que los cuatro depodsitos de reactivos tuvieran suficientes

soluciones para los analisis a realizar.

Modo manual: (Para calentar el destilador)

o Se realizdé una prueba con un tubo de Kjeldhal que contenia 75 mL
de agua destilada.

o Se abri6 la llave de paso del agua, la cual sirvi6 como condensador.

o Se purgaron las lineas del acido bérico, acido clorhidrico, hidroxido

de sodio.
Modo automatico: (Para correr las muestras)
o Se someti0 a destilacion las muestras ya digeridas, una vez

terminada la destilacion de cada tubo se observé el contenido de

nitrogeno total de la muestra.

Fuente: SINAY, J. Manual de laboratorio de bromatologia. p.33.
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