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Alcali

Artropodos

Biopolimero

Exoesqueleto

Eutrofizacion

Enzima

GLOSARIO

Sustancia quimica soluble en agua que se comporta
como una base fuerte, al combinarse con acidos

forman sales

Animales invertebrados que tienen el cuerpo cubierto
por un exoesqueleto externo, cuerpos segmentados y

patas articuladas.

Sustancias poliméricas naturales que forman parte de

las paredes celulares de células animales y vegetales.

Estructura o armazon rigida que protege el interior de
algunos animales, cumple con la funcién de proteger

y dar sostén.

Fenomeno en ecosistemas acuaticos con efectos
irreversibles, caracterizado por el aumento de
nutrientes como nitratos y fosfatos, que generan
cambios en la composicién de la comunidad de los

seres Vivos.

Son proteinas que catalizan reacciones quimicas, es
decir que sin consumirse en la reaccion aumentan la

velocidad.



Fermentacion

Hidrélisis

Inhibidor enziméatico

Polisacéarido

Proceso de oxidacion incompleta que no requiere
oxigeno para llevarse a cabo y produce una sustancia

orgénica como resultado.

Reaccion quimica en la que el agua actua sobre otra
sustancia para formar una 0 mas sustancias

enteramente nuevas.

Molécula que se une a una enzima y disminuye su

actividad.

Es un hidrato de carbono formado por una larga

cadena de monosacaridos.



RESUMEN

Se estudio la obtencién de quitina a partir de los desechos de exoesqueletos
de camardn mediante hidrolisis proteica enzimatica, utilizando la enzima papaina
en la etapa de desproteinizacion. Se evaluo la viabilidad de sustituir el uso de
NaOH en el proceso de desproteinizacién de la quitina por el uso de la enzima
papaina, se utiliz6 como variable independiente dos proporciones 1:4 y 1:8 de

enzima en relacion a la cantidad de exoesqueleto de camaron.

Adicionalmente, se evaluaron diferentes niveles en los parametros de pH 'y
temperatura para determinar si influyen en el rendimiento de la obtencion de
quitina en la etapa de desproteinizacion. Las temperaturas consideradas fueron
de 60 °C y 70 °C y los valores de pH de la solucién buffer fueron de 6y 7.

La materia prima se someti6é a un proceso de cuatro pasos: 1) limpieza y
molienda, 2) desproteinizacion con dos proporciones de papaina/exoesqueleto
en una solucion buffer de fosfato por un tiempo de 2 horas, 3) desmineralizacién
con &cido clorhidrico a 0,5 M por 1 hora y 4) decoloracion utilizando peréxido de
hidrogeno al 3 % por 30 minutos. El tamafio de la muestra fue de 23 tratamientos

con 3 repeticiones, dando un total de 24 tratamientos.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la obtencion de quitina a partir de los desechos del exoesqueleto

de camardén mediante el método de hidrélisis proteica enzimatica.

Especificos

1. Evaluar la efectividad del uso de dos proporciones de papaina respecto a
la cantidad de exoesqueleto de camar6on en el proceso de

desproteinizacion para la obtencién de quitina.

2. Determinar la obtencion de quitina variando el parametro de temperatura

en la etapa de desproteinizacion.

3. Determinar la obtencion de quitina variando el parametro de pH en la etapa

de desproteinizacion.

4. Someter el producto del exoesqueleto desproteinizado a los procesos
posteriores de desmineralizacion y decoloracién para obtener quitina.

Xl
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HIPOTESIS

Es posible la obtencion de quitina a partir de los desechos del exoesqueleto
de camar6n mediante hidrolisis proteica utilizando papaina comercial.

Hipotesis nula 1:

No existe variacion en el rendimiento de obtencion de quitina al variar el

pardmetro de temperatura en la etapa de desproteinizacion.

Hipotesis alternativa 1:

Existe variacion en el rendimiento de obtencion de quitina al variar el

pardmetro de temperatura en la etapa de desproteinizacion.

Hipotesis nula 2:

No existe variacion en el rendimiento de obtencidén de quitina al variar el

pardmetro pH en la etapa de desproteinizacion.

Hipotesis alternativa 2:

Existe variaciébn en el rendimiento de obtencion de quitina al variar el

parametro pH en la etapa de desproteinizacion.

XV



Hipotesis nula 3:

No existe variacion en el rendimiento de obtencion de quitina al variar la
proporcibn de papaina y exoesqueleto de camaron en la etapa de
desproteinizacion.

Hipodtesis alternativa 3:
Existe variacidon en el rendimiento de obtenciéon de quitina al variar la

proporcion de papaina y exoesqueleto de camardon en la etapa de

desproteinizacion.

XVI



INTRODUCCION

Los desechos de mariscos quitinosos como los camarones son un problema
ambiental, se consideran peligrosos debido a su alta perecibilidad vy
contaminacion, los exoesqueletos de estos son desechados a las aguas sin
tratamiento previo, lo que genera eutrofizacion!. Para solucionar este problemay
aprovechar la abundancia de los recursos, los desechos de exoesqueleto de
camaron han sido utilizados como fuente de quitina. La quitina es un biopolimero
importante con propiedades que le permiten aplicaciones en areas de medicina,
tratamiento de aguas, uso cosmético, en la industria agricola como herbicidas y

pesticidas?.

Para obtener quitina es necesario someter los desechos de exoesqueleto a
tres procesos quimicos, desproteinizacion, desmineralizacion y decoloracion, sin
embargo, el proceso implica el uso de productos quimicos acidos lo que genera
desechos que siguen siendo un problema para el ambiente. Por lo tanto, se han
buscado opciones que permitan mejorar el rendimiento, las propiedades de la

quitina y reducir los desechos generados.

LISLAM, M. Shahidul; KHAN, Saleha; TANAKA, Masaru. Waste loading in shrimp and fish
processing effluents: potential source of hazards to the coastal and nearshore environments.
Marine Pollution Bulletin, 49(1-2), 103-110. https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2004.01.018.
Consulta: 20 de mayo del 2021.

2 BANDARA, Subhani; DU, Hongbo; CARSON, Laura; BRADFORD, Debra; KOMMALAPATI,
Raghava. Agricultural and biomedical applications of chitosan-based nanomaterials.
Nanomaterials, 10(10), 1-31. https://doi.org/10.3390/nan010101903. Consulta: 20 de mayo del
2021.
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El objetivo de esta investigacion fue evaluar un proceso de obtencion de
quitina mediante hidrélisis proteica enzimatica. En la etapa de desproteinizacion

se sustituyo el uso de alcalis por la enzima papaina.

La funcidon proteolitica de la papaina permite degradar los enlaces
peptidicos de las proteinas contenidas en el exoesqueleto de los crustaceos, o

en los alimentos en general®.

La desproteinizacion se realizé con dos soluciones buffer de fosfatos de pH
6y 7, atemperatura de 60y 70 °C y dos variaciones de la relacién de la cantidad
enzima / exoesqueleto de camardon para determinar su influencia en el

rendimiento de obtencion de quitina final.

Posterior al proceso de desproteinizacion, el sélido obtenido se sometié a
desmineralizacion con HCl a 0,5 M por una hora, luego €l sélido seco se decoloro
para eliminar los pigmentos que no fueron eliminados en las etapas anteriores,
se utilizé peroxido de hidrogeno al 3 % v/v por 30 minutos. Para cada muestra se
realizaron tres repeticiones para tener datos representativos de la investigacion,
la determinacién del contenido de proteina de la quitina final se obtuvo
determinando la cantidad de nitrégeno total por el método de Kjeldahl.

El impacto de la investigacién consisti6 en encontrar una alternativa al
proceso de desproteinizacién quimica y sustituirlo por el proceso enzimatico, para
disminuir los desechos generados y mejorar el rendimiento del producto final de

quitina.

3 GIL, Maritza; BEDOYA, Vanesa; MILLAN, Leénidas; Benavides, Licceth. Papaina extraida a
partir de la cascara de la papayuela perteneciente a la especie (Carica papaya L. Articulo Original.
J. Eng. Technol, 1, 18-25. p. 8.
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1. MARCO CONCEPTUAL

1.1. Antecedentes

La quitina es uno de los polisacaridos estructurales mas abundantes en la
tierra, los desechos de los crustaceos como la cascara, térax, conchas y cabezas,
han sido aprovechados en la industria para la obtencion de quitina vy
posteriormente la obtencion de oligosacéridos o quitosano, para usos como la
inhibicion de hongos, filtraciones, fabricacion de peliculas de recubrimiento, usos

médicos, en nanotecnologia, uso cosmético y farmacéutico®.

A través de los afios ha incrementado el interés de encontrar métodos de
obtencion de quitina que reduzcan el nivel de contaminacion de los métodos
guimicos usados en la industria. Las enzimas mas utilizadas comercialmente en

la actualidad para este proceso son la alcalasa, quimotripsina y papaina.

Se han investigado también las fermentaciones con bacterias productoras
de enzimas proteoliticas y quitinoliticas, la influencia de la irradiacion gamma, la
extraccién por medios fisicos y a través de membranas. Todos estos métodos
con el fin de generar alternativas que permitan mejorar las propiedades de la
quitina y sus derivados obtenidos.

4 PERCOT, Aline; VITON, Christophe, & DOMARD, Alain. Optimizacion de la extraccién de quitina
a partir de cascaras de camaron. Bm025602K. 12-18. p.18.



Con todos estos avances se ha logrado una prometedora solucion a la
obtencion de quitina a partir de exoesqueletos de crustaceos, sin embargo,

continda la basqueda de mejorar el proceso.

1.2. Justificacion

La obtencion de quitina es posible mediante el proceso de
desmineralizacion, desproteinizacién y decoloracion de los exoesqueletos de
crustaceos, la quitina es uno de los compuestos mas abundantes de la tierra y el
segundo polisacarido identificado por el hombre, debido a su abundante
producciéon mundial, el interés por aprovechar este recurso natural ha aumentado

a través de los afos®.

Mediante desacetilacién enzimatica o quimica, la quitina puede convertirse
en su derivado mas importante, el quitosano®. Este biopolimero presenta
importantes aplicaciones biomédicas como: la ingenieria de tejidos, la
administracion de farmacos y fabricacién de membranas. En la industria agricola,
por su actividad antifangica y antibacteriana, se ha usado como pesticidas,

herbicidas e insecticidas, y también se ha utilizado en la industria vinicola.

5 SHAIKH, Aatif Hassan; RANA, Majid; SHAIKH, Aashfa Hassan. Ureteric pellet causing non-
functioning kidney. In Journal of the College of Physicians and Surgeons Pakistan (Vol. 15, Issue
9). https://doi.org/09.2005/JCPSP.580581. Consulta: 23 de mayo de 2021.

6 ROBERTSON, John. The American Mathematical Monthly,  111(10), 915.
https://doi.org/10.2307/4145104. Consulta: 23 de mayo de 2021.
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Cada afio los millones de toneladas de residuos procedentes de la industria
marisquera son desechados al mar o a vertederos. En el mar estos desechos
conducen a la eutrofizacion y ejercen contaminacién debido a la demanda
bioguimica de oxigeno, por lo que son considerados de alta contaminacién’. En
la industria los residuos marisqueros han sido utilizados como fuente de quitina.
Actualmente, la quitina en su mayoria es obtenida por procesos quimicos usando

acidos y alcalis fuertes.

Estos métodos quimicos generan grandes cantidades de desechos
peligrosos y la desacetilacién parcial de quitina e hidrdlisis del polimero pueden
ocurrir, conduciendo a propiedades fisiolégicas inconsistentes en los productos

finales.

Con el propésito de encontrar una via enzimatica de extraccidon que
proporcione mejores caracteristicas fisico-quimicas al producto final y mejore el
rendimiento y control de los desechos del proceso de extraccion, se sustituyo el
uso de alcalis en el proceso de desproteinizacion por la enzima papaina obtenida
de la semilla de la papaya en virtud de sus propiedades proteoliticas que
provocan la ruptura de multiples enlaces en las proteinas. Evitando el uso de
productos quimicos que provocan la despolimerizacion de la quitina y la
modificacion de sus propiedades fisioldgicas, como peso molecular; viscosidad y

grado de acetilacion.

7 ISLAM, Shahidul; KHAN, Saleha; TANAKA, Masaru. Waste loading in shrimp and fish
processing effluents: potential source of hazards to the coastal and nearshore environments.
Marine Pollution Bulletin, 49(1-2), 103-110. https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2004.01.018.
Consulta: 23 de mayo de 2021.
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1.3. Determinacion del problema

Obtener quitina a partir de exoesqueletos de camardon mediante la via
enziméatica con el uso de la enzima papaina, con el fin de sustituir el uso de alcalis

en el proceso.

1.3.1. Definicién

Para la obtencién de a-quitina a partir de exoesqueletos de mariscos se

emplea los procesos de desproteinizacion, desmineralizacion y decoloracion.

Una de las probleméaticas actuales en los procesos de obtencién de quitina
guimicos y enzimaticos es el bajo rendimiento, por lo que se han empleado y se
contintan buscando numerosas variaciones al proceso con el fin de incrementar
el rendimiento en la etapa de desproteinizaciébn, mejorando el rendimiento de
quitina final. Otra problemética en el proceso ha sido el aspecto ambiental debido
a que el método quimico, aunque es el mas viable econbmicamente genera

grandes cantidades de desechos peligrosos debido al uso de acidos y alcalis.
1.3.2. Delimitacion temética
Se estudio la obtencion de quitina mediante hidrdlisis proteica enzimética,
utilizando la enzima papaina EC 3.4.22.2 comercial de GNC en el proceso de
desproteinizacion.

1.3.3. Delimitacion temporal

El desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo en los meses de junio

hasta noviembre del afio 2021.



1.3.4. Delimitacion espacial

Este estudio se ubicé a nivel laboratorio, dentro de las instalaciones de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, en los laboratorios del area de quimica

de la Escuela de Ingenieria Quimica.






2.  MARCO TEORICO

2.1. Quitina

La quitina es un polisacarido natural de gran importancia identificado por
primera vez en 1884 por Albert Hofmann. Se encuentra presente como
microfibrillas cristalinas ordenadas que forman componentes estructurales en el

exoesqueleto de artrépodos o en las paredes celulares de hongos y levaduras.

La a-quitina es la forma polimérfica que se obtiene de los exoesqueletos de
crustaceos y las paredes celulares de levaduras y hongos, para la obtencién de
la quitina a partir de estos exoesqueletos es requiere de un tratamiento quimico
0 enzimatico que permita la remocion de pigmentos y el uso de alcalis o enzimas

desproteinizantes.

Uno de los limitantes de la quitina a las aplicaciones es su insolubilidad en
agua y solventes organicos, es alli donde surgen las aplicaciones de su derivado
el guitosano, que a pesar de ser insoluble en agua es soluble en &cido organicos.

Otros de los derivados principales de la quitina son los oligosacaridos.

2.2. Quitosano

El quitosano es obtenido por medio de la desacetilacién alcalina de la
quitina, es uno de los principales derivados de este polimero. En la actualidad
tiene multiples aplicaciones debido a su biodegradabilidad, bio renovabilidad,
biocompatibilidad, inercia fisiologica y accesibilidad a los reactivos debido a su

estructura menos cristalina en comparacion a la quitina.



A medida que la quitina se transforma en quitosano se hace menos estable
térmicamente, exhibiendo una maxima velocidad de descomposicion a menores
temperaturas, probablemente debido a la preponderancia de la forma no
acetilada y a la menor cristalinidad mostrada por el quitosano.

Figura 1. Estructuras moleculares de (a) quitinay (b) quitosano
CH,OH CH,OH
0 O
0 0
OH OH
n n
(a) NHCOCH, (b) NH,

Fuente: SHAIKH, Aatif. Quitina, quitosano, oligosacéaridos y sus derivados. p.13.

2.3. Propiedades de la quitina

La quitina es un biopolimero con propiedades similares a las de la celulosa,
estructuralmente se diferencian por que la quitina tiene en su estructura un grupo
N-acetamida en lugar del grupo hidroxilo en el carbono en posicién 2 de la
glucosa en la celulosa®. Los grupos funcionales de la quitina son quimica o
enzimaticamente modificables, estas modificaciones permiten la obtencién de su

derivado quitosano.

La quitina tiene una apariencia blanca, dura y cristalina, su peso molecular

es elevado por su cadena lineal nitrogenada, su cristalinidad la limita en su uso

8 GARDNER, Howard; BLACKWELL, James. Refinement of the structure of B-chitin.
Biopolymers 1975, 14, 1581-1595. p. 1 585.



como material polimérico ya que provoca poca solubilidad en medios acuosos
como solventes organicos. La quitina es insoluble en agua y en la mayoria de
los disolventes. Para llevar a cabo la disolucion, es necesario introducir
disolventes que inducen las repulsiones entre las cadenas o desequilibran los

puentes de hidrogeno intermoleculares presentes en el estado solido.

2.4, Tipos de Quitina

Se han identificado tres formas de quitina en la naturaleza, denominadas
alfa, beta y gamma. Cada tipo se diferencia por su estructura cristalina y su origen
biolégico, la méas estudiada ha sido la a-quitina, por ser mas abundante, esta se
encuentra en los crustaceos en su exoesqueleto, en algas y hongos, su estructura
cristalina es muy compactada con enlaces de hidrégeno extensos. El tipo B-
quitina tiene una estructura mas abierta en las cadenas y sus interacciones
intermoleculares son mas débiles en la naturaleza se encuentra en los corales y
calamares, mientras que la y-quitina se encuentra predominantemente en el

revestimiento del estbmago de calamares y sepias.

Figura 2. Arreglos estructurales de los tipos de quitina

h
TTYY¥YY¥YYY
r

a-Chitin [-Chitin y-Chitin

Fuente: SHAIKH, Aatif. Quitina, quitosano, oligosacaridos y sus derivados p.13.



2.5. Métodos de obtencion de quitina

Para la obtencion de quitina de los exoesqueletos de crustdceos se

requieren tres procesos quimicos:

2.5.1. Desproteinizacion

Para la desproteinizacién quimica de los exoesqueletos de crustaceos
normalmente se emplean soluciones acidas, el tiempo depende del tipo de
crustaceo, hasta que se fragmentan por hidrolisis: metaloproteasa, proteasas,
péptidos, aminodacidos; sus proteinas. Al final de esta etapa el residuo es una
solucion de hidroxido de sodio con un alto nivel de proteinas.

Para el proceso enzimatico se utilizan enzimas desproteinizantes que
descomponen las proteinas en fragmentos mas pequefios como péptido o
aminoécidos. Este proceso consiste en la digestion o fermentacion con bacterias

proteoliticas con actividad no quitinoliticas.

La ventaja de este proceso es que disminuye la degradacion quimica de la
quitina y ademas no afecta las condiciones del medio ambiente de igual magnitud
qgue la via quimica, una de las desventajas es que no se logra la eliminacion
completa de la proteina ya que el método no es tan severo. La eliminacién
completa de proteinas es especialmente importante para aplicaciones
biomédicas, ya que un porcentaje de la poblacién humana es alérgica a los

mariscos, siendo el principal culpable el componente proteico.
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2.5.2. Desmineralizacion

Consiste en eliminar los minerales de los crustaceos, se realiza empleando
soluciones diluidas de &cido clorhidrico a temperatura ambiente, aunque se han
utilizado otros acidos el mas comun es el HCI, la concentracién de este y el
tiempo de tratamiento de la materia prima depende del tipo de crustaceo. Para
evitar la degradacién del polimero en el proceso se evita el uso de temperaturas
altas.

2.5.3. Decoloracion

Este proceso se realiza debido a que los tratamientos de desmineralizacion
y desproteinizacion, generalmente no son capaces de eliminar los pigmentos de
color de los caparazones o0 exoesqueletos de los crustaceos. Para lograrlo se
utilizan soluciones de peroxido de hidrogeno, acetona, etanol, acetato de etilo o

mezclas de solventes.

11



Figura 3. Diagrama de flujo del proceso general de obtencién de quitina
por medio de hidrélisis proteica enzimatica

Fuente: elaboracion propia.
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2.6. Desproteinizacion por el método enzimatico

El uso de proteasas ha sido una de las alternativas en el proceso de
desproteinizacién para los exoesqueletos de crustaceos, las proteasas son

obtenidas principalmente de fuentes vegetales como la papaya o la pifia.

Una de las ventajas de este método enzimatico es que se evita el uso de
los tratamientos alcalinos reduciendo los desechos que contaminan el medio
ambiente y son menos agresivos para los exoesqueletos de crustaceos. El
rendimiento obtenido de una desproteinizacidbn enzimatica depende de las

condiciones de la proteasa y de la estructura del exoesqueleto del camardn.

Para disminuir los inhibidores enzimaticos es necesario realizar el proceso
de desmineralizacién antes, para agilizar la accién enzimética. Una de las
principales razones por las que no es comun el uso de desproteinizacion
enzimatica es el elevado costo de la extraccion de enzimas de bacterias, por lo
gue se busca la extraccion en bruta de proteasas coexistentes para disminuir los

costos y mejorar el rendimiento.
2.7. Enzima papaina

La papaina es una enzima extraida del fruto de la papaya, a partir del latex
de la fruta verde antes de su maduracion, esta enzima proteolitica tiene una alta
actividad biologica, por lo tanto, se usa ampliamente en la industria como

aclarador y ablandador.

La funcion proteolitica de la papaina le permite degradar los enlaces

peptidicos de las proteinas contenidas en las cascaras de los crustaceos, o en

13



los alimentos en general. Es utilizada también en la industria cosmética y

farmacéutica como cicatrizante, o en productos para suavizar la piel.

En el proceso de extraccion se puede ver afectada su actividad enzimatica
por factores como temperaturas altas, exposicion al oxigeno, a la luz, o el tiempo

de recoleccion. Por lo que el proceso debe ser cuidado en estos parametros.

2.8. Cddigo enzimético de la papaina EC 3.4.22.2

El nimero EC, numero de comisidbn de enzima, es un esquema de
clasificacion numérica para las enzimas, basado en las reacciones quimicas que
catalizan. Como sistema de nomenclatura de enzimas, cada numero EC esta
asociado a un nombre recomendado para dicha enzima. EI numero de EC

codifican reacciones catalizadas por enzimas.

El cédigo de cada enzima esta formado por cuatro nimeros separados por

puntos, cada numero representa una clasificacion progresiva especifica.

2.9. Principales aplicaciones de la quitina

Las principales aplicaciones de la quitina en la industria por sus propiedades

como biopolimero son:
2.9.1. Industria Alimentaria
En la industria alimentaria es empleado como estimulador de crecimiento,
como antifungico, protector de semillas y granos basicos frente a hongos y

bacterias. Se utiliza como suplemento dietético, como film o peliculas para la

conservacion de los alimentos.
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2.9.2. Medicina

En la subrama de la medicina, la biomedicina se emplea la quitina como
agente cicatrizante, sutura de heridas biodegradables, tratamiento de tumores,
recuperacion de lesiones cutaneas, como una membrana para usos como la
regeneracion dérmica, acelerando la cicatrizacion en heridas, en peliculas secas

y himedas.

Se ha empleado en la cura de diabetes, enfermedades del higado, ademas

de la ayuda al organismo por medio de defensas.

2.9.3. Farmacia

En la industria de farmacos es utilizado en la dosificacion de farmacos, en
tabletas, microesferas, dosificacion de vacunas, sistemas de liberacion

transdermal, microcpsulas.

2.9.4. Agricultura

La agricultura es uno de los campos donde mayor aplicacion tiene la quitina
y el quitosano, se emplea como peliculas antimicrobianas, aditivo en alimentos,
floculante de efluentes, encapsulacion de nutracéuticos, pero su aplicacion
potencial consiste en su doble cualidad de inhibir el crecimiento in vitro de hongos
y bacterias fitopatdgenas, asi como activar mecanismos de defensa en las
plantas estrechamente relacionados con la resistencia al ataque de

microorganismos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Variables

Las variables dependientes e independientes para considerar en la parte

experimental de la investigacion son las descritas en la tabla I.

Tabla I. Variables propuestas para la obtencién de quitina

Parametro | Parametro

No Variable Dimensionales .
constante variable

Cantidad de tableta
comercial de papaina

Cantidad de
2 exoesqueleto de g X
camaron
3 Temperatura °C X
4 pH adimensional X
5 Tiempo de reaccion h X

Proporcion de

papaina/exoesqueleto 9/g X

Fuente: elaboracion propia.
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3.2. Recursos humanos disponibles

o Investigadora: Gabriela Fernanda Lopez Bautista
o Asesora: Inga. Mercedes Esther Roquel Chavez
3.3. Recursos materiales disponibles

Se describen los materiales y el equipo de laboratorio utilizados durante la

investigacion.

3.3.1. Materia prima

o Desechos de exoesqueleto de camaron

o Enzima papaina en tabletas GNC

3.3.2. Reactivos

o Acido clorhidrico, Merck, grado ACS, 37 %, densidad 1,19 g/cm?3 a 20 °C
o Peréxido de hidrégeno grado comercial 10 % v/v

o Agua desmineralizada, Tipo Il segin ASTM 1193: 2001

o Acido fosférico, Merck, grado 1SO, 85 %, densidad 1,71 g/cm?3 a 20 °C

o Hidroxido de sodio, Merck, grado ISO, 40 %, 2,13 g/cm® a 20 °C

3.3.3. Instrumentos de medicidon

o Balanza analitica, Adventur, modelo AR2140, capacidad maxima 210 g,
precisiéon 0,0001 g, de 50 a 60 Hz.

o Potenciometro digital, marca 410A pH Orion Research, rango 0 a 14 pH,
temperatura de -5 a 105 °C, de 50 60 Hz.
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Termometro de vidrio con mercurio de inmersion, rango de temperatura de
0 a 200 °C, 300 x 8,5 mm, precision = 1 °C.
Matraz aforado, material vidrio Pyrex 4980, 100 ml, 250 mly 1 000ml.

3.3.4. Equipo adicional

Soporte universal de metal.

Horno de calentamiento, Ser Proma, camara interior norma AlSI 304 |, 60
Hz, 110 V.

Plancha de calentamiento, marca Corning, precision + 2 °C, rango de
temperatura ambiente hasta 550 °C, 60 Hz, 230 V.

3.3.5. Cristaleria y materiales

Beaker

Erlenmeyer

Espatula

Vidrio de reloj
Agitadores magnéticos
Embudo de filtracion
Papel filtro

Crisol

Piseta

3.3.6. Equipo de proteccién personal

Guantes térmicos
Guantes de nitrilo

Mascarilla con filtro
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o Lentes protectores

. Bata de laboratorio
° Botas industriales
3.4. Técnica Cuantitativa

La técnica analitica serd cuantitativa, para la obtencion de quitina a partir de
exoesqueletos de camaron se evaluara si fue efectivo el uso de las tabletas de
papaina en el proceso de desproteinizacion, posteriormente se sometera el sélido
obtenido de esta etapa a los procesos de desmineralizacion y decoloracion. Se
determinara cuantitativamente si existe variacion en el rendimiento al modificar

los pardmetros de pH y temperatura en la desproteinizacion enzimatica.

El contenido de proteinas en las muestras finales de quitina se cuantificara

con el método de Kjeldahl, determinando el porcentaje de nitrégeno.

3.5. Recoleccién y ordenamiento de la informacion

La desproteinizacion de la quitina se realizara con tableta de papaina,
variando dos veces la cantidad de tableta/exoesqueletos de camarén, dos veces
la temperatura de desproteinizacion y dos veces el pH. Para la desmineralizacion
se utilizara acido clorhidrico 0,5 M, para la decoloracion se utilizara peréxido de
hidrogeno al 3 % v/v. Dando como resultado un disefio experimental de
8 tratamientos de exoesqueleto, cada tratamiento se repetird 3 veces, dando un

total de 24 tratamientos.

Céalculo del niUmero de combinaciones:

23=18
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NUmero de tratamientos

8*3=24

El proceso experimental se llevara a cabo en las instalaciones de los

laboratorios de quimica de la Escuela de ingenieria quimica de la facultad de

Ingenieria, Universidad San Carlos de Guatemala.

Tabla Il. Combinaciones de parametros independientes
No. Enzima/Exoesqueleto | Tiempo | Temperatura H

Muestra g/g h °C b
1 1:4 2 60 6
2 1:4 2 60 7
3 1:4 2 70 6
4 14 2 70 7
5 1:8 2 60 6
6 1:8 2 60 7
7 1:8 2 70 6
8 1:8 2 70 7

Fuente: elaboracion propia.

3.6. Tabulacién, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Se describe cada uno de los procedimientos a realizar para la obtencién de

quitina a partir de exoesqueletos de camaron.

Procedimiento de recoleccidn y preparacion de los exoesqueletos:

o Los exoesqueletos se obtendran de una marisqueria del departamento de

San Marcos.
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Separar los exoesqueletos del residuo como patas, carne o cola.
Lavar los exoesqueletos con agua destilada para retirar los residuos.
Secar los exoesqueletos.

Moler los exoesqueletos secos.

Procedimiento de desproteinizacion:

La papaina se dispondré en forma de tableta.

Moler las tabletas de papaina.

Realizar desproteinizacion con la enzima papaina agregandole al
exoesqueleto de camarén en una solucion de pH controlado.

Filtrar al vacio y eliminar el liquido.

Secar los sélidos recolectados.

Procedimiento de desmineralizacion:

Preparar una solucién de acido clorhidrico HCl a 0,5 M.

Desmineralizar el producto obtenido de la desproteinizacion con la
solucién de HCI a temperatura ambiente.

Filtrar al vacio y eliminar el liquido.

Secar los solidos recolectados.

Procedimiento de decoloracion:
Tratar el producto obtenido de la desmineralizacibn con peréxido de
hidrogeno al 3 %.

Lavar y filtrar la solucion.

Secar los solidos recolectados.
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3.7. Analisis estadistico

Media aritmética:

Se realizaran tres repeticiones por muestra, por lo que se determinara la
media aritmética y desviacion estandar de cada muestra. Se define como la

sumatoria de los valores obtenidos entre el nimero de repeticiones realizadas.

XX

n

X =

. ANOVA:

Para el analisis estadistico de la investigacion se tomaran en cuenta las tres
variables independientes; la relacion de enzima/exoesqueleto de camarén, pH'y
temperatura. Por lo que el andlisis es de 3 factores A, By C con los niveles a, b
y C, respectivamente. Se supondran 3 observaciones para las posibles
combinaciones de los tres factores, dando un total de 24 tratamientos.

Modelo para el experimento de tres factores:

Yijki = U+ a; + B + ¥, + afij + avy + Byji + afvi + i

Donde:

B, a y r = factores principales

i=1,2...,a
j=1,2...,a
k=1,2...,a
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Suma de cuadrados para experimento de tres factores:

a

SCA = bnc Z@i — )
i=1
b

SCB = anc 2()7]- — )2
i=1

(o
scc = aan(yk _5)?
i=1
Suma de cuadrados interaccion dos factores:

SC(AB) = cn ZZ(?U -y =y +¥)?
J

i

SCCAC) = bn Y > G =31 = T+ )?
ik

SCBO) = an ) Gy =3~ Fi + )’
Jj k

Suma de cuadrado interaccion de tres factores:

SCCABC) =1 ) " (e = Fig — Tt = Ve + T + 5 + e = 3
i j k
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STC = RZZZ(}_’UM —5)?
TR
STE = nZZZ(yijkl — Vijk)®
T 7 &

Donde los promedios en las formulas se definen como:

y = promedio de todas las ABC n observaciones

y; = promedio de las observaciones para el i-ésimo nivel del factor A
y; = promedio de las observaciones para el j-€simo nivel del factor B
Vi. = promedio de las observaciones para el k-ésimo nivel del factor C

yij = promedio de las observaciones para el i-simo nivel de A y el j-ésimo nivel

de B

V= promedio de las observaciones para el i-ésimo nivel de Ay el k-ésimo nivel
de C

yjx= promedio de las observaciones para el j-€simo nivel de B y el k-ésimo nivel
de C

Vijk- = promedio de las observaciones para la (ijk)-ésima combinacién de

tratamientos.
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Tabla lll. Célculos de andlisis de varianza para 3 factores con n réplicas

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado I
variacion cuadrados libertad medio calculada

Efecto principal:

A SCA a—1 53 fi=2%
B SCB b—1 53 fi=3%
c scC e—1 53 fi=%
Interaccion de 2 factores:
AB SC(AB) (a—1)b—1) 53 fq4= _
AC SCAC) (@a—Dic—1) 52 fs=3
BC SC(BC) (b= 1D(c—1) 52 fe = _
Interaccion de 3 factores:
ABC SC(ABC) (a—1)(b=1)(c—=1) 52 fq1= _
Error SCE abe(n—1) 52
Total STC aben—1

Fuente: WALPOLE, Ronald, Probabilidad y Estadistica para ingenieros. p. 580.

Cuadrado medio de error

SC(AB) + SC(AC) + SC(ABC) + SCE
(a—-1DB-D+@—-Dc—1D+@—-1DB-1(c—-1)+abc(n—1)

2:
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3.8. Plan de analisis de los resultados

Se describen los métodos utilizados para analizar y organizar los datos
experimentales obtenidos.

3.8.1. Disefo factorial al azar

Este disefio al azar servirh para observar el comportamiento de las
muestras de quitina a evaluar, y la interaccion de los factores variables entre ellos
para el resultado final. Consistira en que todos los niveles de cada variable
independiente sean tomados en combinacion con todos los niveles de las otras

variables independientes y que ninguna combinacion esté repetida.

El disefio de la investigacion es el disefio factorial 2x2x2, en donde el valor
numérico de cada digito indicard el numero de niveles de la variable
independiente. Por lo tanto, cada una de las 3 variables a trabajar, tendra dos
niveles presentes. Se estudiara el efecto de 3 factores; el factor A la relacion
enzima papaina/exoesqueleto, el factor B la temperatura y el factor C el pH; con
lo cual es importante no so6lo determinar si los factores influyeron sobre la

respuesta, sino también si existié una interaccion entre ellos.

Para identificar las variables independientes en el disefio factorial se
utilizaron las letras A, By C y los numeros 1y 2, para los niveles de cada factor.
Las combinaciones de letras y nimeros que aparecen en las casillas de la
siguiente tabla, representan las mezclas de niveles de dichas variables. Cada

una de las celdas es un grupo de muestra.
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Tabla IV.

Mezcla de disefio factorial 2x2x2

Relacion B1=60°C | B1=60°C | B2=70°C | B2 =70°C

C1=6 C2=7 C1=6 C2=7
exoesqueleto
Al=1:4 A1B1C1 A1B1C2 A1B2C1 A1B2C:>
A2=1:8 A2B1C1 A2B1C2 A2B2C1 A2B2C:>
Fuente: elaboracion propia.
3.8.2. Métodos y modelos de los datos segun tipo de variables
o Contenido de nitrogeno en el polisacarido quitina:

El método utilizado para determinar la cantidad de nitrégeno total en las
muestras finales de quitina sera el método Kjeldahl, consiste en tres etapas:

digestion, destilacion y valoracion.
o Digestion:

La digestion se lleva a cabo con acido sulfarico a temperatura de 350 °C,
en esta etapa se rompen los enlaces de nitrdgeno de la muestra de quitina,
convirtiéndolos en iones de amonio NH4+. La materia organica se carbonizay se
forma un liquido claro, que indica que la reaccion de digestion ha terminado. Al

finalizar la digestion se deja secar la muestra y se diluye con agua.

polisacarido (—N) + H,SO, — (NH,),S0, + CO, + H,0
ca

lor
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. Destilacion:

En la etapa de destilacién se aflade NaOH a la muestra, provocando que
los iones de amonio se conviertan en amoniaco. Para evitar que escape el gas

amoniaco se agrega acido sulftrico.

(NH,),S0, + 2NaOH —— 2NH; (gas) + Na,,S0, + 2H,0

reacciom

. Valoracion:

El acido sulfarico residual de la etapa de destilacion se valorara con una

solucién estandarizada de hidroxido de sodio.

Célculo del % de Nitrogeno en la muestra

(ml acido x M acido — ml blanco x N alcali) — (ml &lcali x N alcali * 14700)

peso de la muestra en gramos

. Reactivos:
. Hidréxido de sodio
. Acido sulftrico

o Tabletas de Kjeldahl

o Agua desmineralizada
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4. RESULTADOS

Se logré la obtencidén de quitina en todos los tratamientos realizados, el
rango de porcentaje de nitrogeno total fue de 3,00 a 5,09. Siendo los parametros

experimentales y resultados optimos los siguientes.

Tabla V. Resultados 6ptimos de las condiciones de obtencién de
quitina
Relacion Temperatura pH % Nitrégeno

enzimal/exoesqueleto

1:8 70 °C 7 5,09

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 4. Obtencion de quitina expresada por el porcentaje de nitrogeno
total en funcion de la relacion enzima/exoesqueleto

Porcentaje de nitrogeno en funcidn de la relacién
enzima/exoesqueleto

5.50

5.00

4.50

4.00

% de Nitrogeno

3.50

3.00

2.50

Relacién enzima papaina/Exoesqueleto de camarén

14 W18

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 5.

% de Nitrogeno

Obtencion de quitina expresada por el porcentaje de nitrégeno
total en funcién de la temperatura en la etapa de

desproteinizacion

Porcentaje de nitrogeno en funcion de la temperatura en la

5.50

5.00

4.50

4.00

3.50

3.00

2.50

etapa de desproteinizacion

Temperatura en etapa de desproteinizacién

Il T(702C) M T (602)

Fuente: elaboracion propia.

33



% de Nitrogeno

Figura 6. Obtencion de quitina expresada por el porcentaje de
nitrégeno total en funcion del pH en la etapa de

desproteinizacion

Porcentaje de nitrogeno en funcion del pH en la fase de
desproteinizacion
5.50
5.00

4.50

4.00

3.50

3.00

2.50
pH

M pHe M pH 7

Fuente: elaboracion propia.
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5.  ANALISIS ESTADISTICO
Tabla VI. Andlisis de varianza
Variacion F calculada Valor critico Resultado

para f

Varianza con un solo factor
Temperatura 3375,353 4,0517 S_e ,rechaza la
hipotesis nula
oH 251,3467 4,0517 Se rechaza la
hipotesis nula
Enzimalexoesqueleto |  1221,083 4,0517 Se rechaza la

hipotesis nula

Interacciéon de dos factores

Temperatura / pH 0,0732 4,3512 Se acepta
.T emperatura/ 0,5804 4,3512 Se acepta
Enzima/exoesqueleto
pH/
Enzima/exoesqueleto 1,1602 43512 Se acepta
Interaccién entre los tres factores
pH/Enzima-
exoesqueleto/ 1,7011 3,2388 Se acepta
Temperatura

Fuente: elaboracion propia.
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6. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El proceso de obtencion de quitina por hidrolisis proteica enzimatica
consistio en tres etapas; desproteinizacidon, desmineralizacion y decoloracion. En
la primera etapa se variaron tres parametros pH, temperatura y relacion
enzima/exoesqueleto, para determinar las condiciones 6ptimas de obtencion de

quitina empleando el método enzimatico con papaina.

Se obtuvo quitina por medio del proceso de hidrélisis proteica, en la tabla V
se observa el rango de porcentaje de nitrégeno total obtenido que fue de 3 a 5,09.
Peter Mohn indica que podemos afirmar la obtencién del amino polisacéarido
catiénico, quitina, cuando el contenido de nitrégeno va de 2,80 a 7 %. Si se

supera el 7 % en peso, se prefiere el término quitosano®.

En la tabla V de la seccién de resultados se muestran los datos
experimentales de las condiciones 6ptimas del proceso de obtencion de quitina,
los cuales son; temperatura de 70 °C, relacién enzima papaina/exoesqueleto de

camaron 1:8 y pH 7, obteniéndose con estas condiciones 5,09 % de nitrégeno.

En la figura No. 4 se muestran los resultados de la obtencién de quitina
expresada en porcentaje de nitrégeno total en funcién de la relacion enzima
papaina/exoesqueleto de camardn. Se observa que los tratamientos con relaciéon
en peso 1:8 tuvieron mayor porcentaje de nitrdgeno, logrando un rango de 4,04
a 5,09. Este comportamiento es en debido a la cantidad de enzima superior en

relacion al exoesqueleto, permitiendo un mayor grado de desproteinizacion

9 MHON Peter. Structural studies on sclerotized insect cuticle. In: Chitin in Nature and
Technology, eds. R.A.A. Muzzarelli, Jeuniaux, C., and G.W. p. 26.
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debido al area de contacto y al porcentaje de alta probabilidad de romper el

enlace proteina-quitina.

En la figura No. 5 se observa el resultado de la obtencion de quitina
expresada en porcentaje de nitrégeno total en funcidn de la temperatura utilizada
en la etapa de desproteinizacion. Los valores altos de porcentaje de nitrdgeno se
obtuvieron en las muestras tratadas con temperatura de 70 °C, con la cual se
logré un rango de porcentaje de nitrégeno comprendido entre 3,57 a 5,09.

Demostrando que la condicion de 70 °C, en la etapa de desproteinizacion
es la 6ptima para la enzima papaina, permitiéndose un mayor nivel de actividad
catalitica en la reaccion. Es importante considerar esta temperatura porque de
ser excedida la enzima es desnaturalizada térmicamente reduciendo la actividad

enzimatica, y una menor temperatura a la 6ptima reduce la velocidad de reaccion.

En la figura No. 6 se muestra la obtencién de quitina expresada en
porcentaje de nitrogeno total en funcién del pH de la solucién en la etapa de
desproteinizacion. Se observa que las muestras tratadas con solucién buffer de

pH 7 tuvieron un mayor porcentaje de nitrégeno total.

En general, las enzimas son muy sensibles a los cambios de pH, la
conformacion de las proteinas esta influida por las cargas eléctricas de los grupos
ionizables presentes en las cadenas laterales de los aminoacidos integrantes, los
cambios significativos de pH pueden provocar la desnaturalizacién de las
proteinas, tal como lo indica el libro de estructuras de proteinas y enzimas de la
fundacién Allende Connelly, en el caso de la papaina, es una peptidasa y la

actividad enzimatica se modifica entre reducidos margenes de pH. Por tal razon
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al modificar el pH de 6 a 7 se observa un cambio en la sensibilidad de la actividad

enzimatical®.

En la tabla VI se muestran los datos calculados para el andlisis estadistico,
utilizando las férmulas de varianza ANOVA, con un nivel de confianza de a= 0,05,
con lo cual se comprueban las hipoétesis del trabajo de investigacion. Las tres
hipotesis nulas fueron rechazadas, debido a que el valor de f calculada fue mayor
al valor de f critico en todos los casos, por lo tanto, experimentalmente existe
variacion en el rendimiento de obtencién de quitina al variar los parametros

independientes en la etapa de desproteinizacion.

En la tabla VI de la seccion de analisis estadistico se muestra también los
resultados del disefio al azar que se realiz6 para observar el comportamiento de
las muestras de quitina y la interaccion de los factores variables independientes
en la investigacion. Se demostré estadisticamente que el efecto entre dos y tres
factores no varia el rendimiento de quitina final, debido a que en todas las
interacciones de factores independientes el valor de f calculada fue menor al

valor de f critico.

10 MEDINA, Carlos. Estructura de proteinas y enzimas. https://laboratoriosportatiles.cl/wp-
content/uploads/2016/11/Libro-Proteinas-y-Enzimas2.pdf. Consulta: 16 de enero de 2022.
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CONCLUSIONES

La obtencidn de quitina se logro a partir de los desechos del exoesqueleto
de camaron mediante el método de hidrdlisis proteica enzimatica

estableciendo el porcentaje de nitrogeno total.

La mayor efectividad en el proceso de desproteinizacion se logré con el
uso de la proporcion 1:8 de exoesqueleto de camardn respecto a la

cantidad de papaina.

El mayor porcentaje de nitrégeno en los tratamientos se logré con el
parametro de temperatura a 70 °C en la etapa de desproteinizacion.

El mayor porcentaje de nitrégeno en los tratamientos se logré con el

parametro de pH en la etapa de desproteinizacion.
La interaccion de los tres factores experimentales temperatura, pH y

relacion enzima papaina/exoesqueleto de camarén no influye

significativamente sobre el contenido de nitrégeno total de quitina.
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RECOMENDACIONES

Realizar previo al estudio de la obtencién de quitina la limpieza del
exoesqueleto de camardn para evitar desechos no deseados como

patas, cabezas y residuos que pueda tener el crustaceo.

Utilizar una solucién buffer en el proceso de desnaturalizacion que no

exceda el pH de 8 ya que podria desnaturalizar la enzima papaina.

Utilizar una temperatura que no exceda los 70 °C para no desnaturalizar

la enzima papaina y poder aprovechar su velocidad de reaccion
Continuar con el estudio de la obtencion de quitina por medio de hidrélisis

enzimatica y usarla en posibles aplicaciones como la obtencién de

guitosano.
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APENDICES

Apéndice 1. Presupuesto de investigacion
Gastos Descripcion Fuente Rubro Q
Recursos Computadora -
. . > Personal
disponibles | Teléfono celular -
Materia Prima: -
Desechos de Marisqueria en el
exoesqueleto de departamento de 150
camarén San Marcos
Recursos Enzima papaina Personal 540
necesarios | Agua desmineralizada,
: 15
Salvavidas
Peroxido de hidrogeno. Varios
374
Merck
Acido Clorhidrico 400
Acido sulfarico 425
Hidroxido de sodio 300
Guantes de nitrilo y i
Equino d térmicos
quipo de Mascarilla -
proteccion Bata de laboratorio Personal -
persona Botas industriales -
Lentes de proteccion -
Materllal y Varios 500
equipo
Valor Neto 2704

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2.

Diagrama de Gantt, cronograma de actividades

Fase

Actividad

Abril | Mayo

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Aprobacion
del tema
de
investigacion

Aprobacién del
protocolo en el
curso de seminario

Ingreso de
papeleria a la
escuela de
ingenieria quimica

Aprobacién del
tema de
investigacion por el
revisor

Aprobacion del
tema de
investigacion por la
terna evaluadora

Preparacion

Coordinaciéon con
areas involucradas

Preparacion de
equipo y reactivos

de —

Definicién de fech
elementos | ZERA (8 Tohoe
necesarios p

Recoleccion de
materia prima
Preparacion de
materia prima
Ejecucion de
Recoleccién experimentacion
de datos Obtencién de datos

Tabulaciéon de datos

Andlisis estadistico
Andlisis e Discusion de

interpretacion resultados
de datos Evaluacién de
objetivos logrados
Finalizacién

del proyecto

Entrega final

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. Requisitos académicos

Tt ) s )

i A o - Probl
Carrera Area Tema genérico Tema especifico Especificaciones rovlema
aresolver

Métodos analiticos _

Quimica

Contaminacion
ambiental

Control de desechos

Quimica Ambiental

Principios fisicoquimicos

Solubilidad

Fisicoquimica

Evaluar la
Q1 obtencién de
Balance de masay P Balance de masa quitina del
energia exoesqueleto de
Operaciones camaron

unitarias

1Q2 Transferencia de Mezclas y g mediante
Flujo de fluidos momento filtraciones "] hidrdlisis proteica
enzimatica
Transferencia de
calor

1a3
Transferencia de calor

Evaporacion

Q5
P Transferencia de masas
en unidades continuas

Licenciatura en Ingenieria Quimica

Secado liquido-
sélido

Proceso quimicos
industriales

Especializacion

Ingenieria econémica 3

Estadistica 1

Ciencias Basicas y
complementarias

Andlisis de varianza
y desviaciones

Analisis estadisticos

Estadistica 2

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5.

Datos obtenidos en la etapa de desproteinizacidon

No. | Repeticion Relacion oH Tem&eratura Peso de _Peso Prpducto

g/g C tara g final g final g

1 7 70 108,96 | 109,82 0,86

1 2 2/0,5 7 70 109,19 | 110,12 0,93
3 7 70 115,69 | 116,57 0,88

1 6 70 106,32 | 107,28 0,96

2 2 2/0,5 6 70 115,69 | 116,59 0,90
3 6 70 109,05 | 110,02 0,97

1 7 60 115,84 | 116,70 0,86

3 2 2/0,5 7 60 98,30 99,22 0,92
3 7 60 119,39 | 120,28 0,89

1 6 60 110,63 | 111,55 0,92

4 2 2/0,5 6 60 107,41 | 108,30 0,89
3 6 60 106,45 | 107,38 0,93

1 7 70 100,17 | 101,11 0,94

5 2 3/0,375 7 70 104,40 | 105,29 0,89
3 7 70 112,53 | 113,41 0,88

1 6 70 107,80 | 108,62 0,82

6 2 3/0,375 6 70 113,68 | 114,56 0,88
3 6 70 119,70 | 120,64 0,94

1 7 60 109,50 | 110,39 0,89

7 2 3/0,375 7 60 106,23 | 107,10 0,87
3 7 60 104,53 | 105,39 0,86

1 6 60 106,65 | 107,56 0,91

8 2 3/0,375 6 60 106,11 | 106,96 0,85
3 6 60 104,85 | 105,78 0,93

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 6.

Datos obtenidos en la etapa de desmineralizacidn

No. | Repeticién | Relacion HCI Peso final Peso producto
ml g final g
1 10 112,53 0,83
1 2 2/0,5 10 107,80 0,89
3 10 113,68 0,84
1 10 119,70 0,91
2 2 2/0,5 10 106,32 0,85
3 10 115,69 0,93
1 10 109,05 0,82
3 2 2/0,5 10 115,84 0,87
3 10 111,52 0,84
1 10 120,20 0,88
4 2 2/0,5 10 105,48 0,82
3 10 113,40 0,88
1 10 105,60 0,86
5 2 3/0,375 10 107,38 0,83
3 10 101,11 0,82
1 10 105,29 0,79
6 2 3/0,375 10 110,12 0,86
3 10 116,57 0,91
1 10 107,28 0,86
7 2 3/0,375 10 116,59 0,84
3 10 104,16 0,81
1 10 106,40 0,86
8 2 3/0,375 10 108,94 0,83
3 10 114,60 0,89

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7.

Datos obtenidos en la etapa de decoloraciéon

No. | Repeticién | Relacion Hrzn(ljz Peso final g nglna
1 10 106,45 0,61
1 2 2/0,5 10 100,17 0,72
3 10 104,40 0,65
1 10 108,53 0,76
2 2 2/0,5 10 111,52 0,70
3 10 109,20 0,79
1 10 110,48 0,56
3 2 2/0,5 10 113,40 0,67
3 10 105,60 0,71
1 10 105,29 0,62
4 2 2/0,5 10 110,12 0,63
3 10 116,57 0,72
1 10 107,28 0,74
5 2 3/0,375 10 109,50 0,76
3 10 112,36 0,72
1 10 108,56 0,53
6 2 3/0,375 10 115,20 0,69
3 10 109,50 0,71
1 10 113,60 0,69
7 2 3/0,375 10 108,48 0,72
3 10 110,86 0,63
1 10 109,46 0,68
8 2 3/0,375 10 114,60 0,64
3 10 113,66 0,72

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 8. Datos obtenidos del porcentaje de nitrégeno total

Temperatura

0
°C %o N

No. | Repeticidbn | Relacion g/g pH

3,95

7 4,02

3,88

7
0 3,57

6 3,73

3,69

1:4

3,70

7 3,96

3,81

60

3,45

6 3,00

3,16

4,83

7 4,70

5,09

70

4,48

6 4,76

4,62

1:
8 4,35

7 4,68

4,04

60

3,98

6 4,55

WINFP[WINIPIWINIPIWINIPIWINFPIWINFPIWINFPWIN[(PF

4,10

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 9. llustracion del proceso experimental de obtencién de quitina
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.
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Continuacién de apéndice 9.

Fuente: elaboracion propia.

67



