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OPTIMIZACION DEL METODO QUIMICO
DE EXTRACCION DE QUITINA PARA
LA OBTENCION DE QUITOSAN, A
PARTIR DEL CAPARAZON DE JAIBA

Y SU APLICACION EN LA
COAGULACION DE SOLIDOS DE
SUERO GENERADO DURANTE EL
PROCESAMIENTO DE QUESO
PANELA.




RESUMEN

El presente trabajc comprende la obtencidn de gquitina y
quitosadn extraido del caparazéon de 3jaiba por un método quimico
optimizado. La extraccién estuvo dividida en 1) DESMINERALIZACION
¥ 2)DESPROTEINIZACION con 16 hidré¢lisis acidas y 16 hidrolisis
alcalinas respectivamente, dichas hidrélisis se llevaron a cabo
mediante un disefio completamente aleatrorio con un arreglo
factorial fraccionado 2%,

Las variables de estudio para la desmineralizaciédn fueron:
a) Concentracién de acido clorhidrico, b)) Temperatura, c} Tiempo,
d) Velumen de reaccidn, €) Agitacidn; todos ellos a dos naveles.
De la misma manera las variables de estudio para la
desproteinizacién fueron: a) Concentracidén de hidréxido de sodio,
b) Temperatura, <) Tiempo, d) Volumen de reaccidn, €) Agitacidn.
La quitina obtenida bajo las condic:iones de optimizacidn
previamente establecidas (0.0% de proteinas y 0.0% de cenizas)
presentd 0.0% de proteinas y 0.8% de cenizas bajo las siguilentes
condiciones: Las condiciones finales para la desmineralizacién
fueron: a) 5% de &acido clorhidrico,

b) Temperatura: 30°cC,
c) Tiempo:1l hora,
d)} volumen de reaccidbn: 1/40,
e) Sin agitacién.
Las condiciones finales para la desproteinizacién fueron :
a) 1% de hidréxido de sodio,
b} Temperatura: ebullicién (96°C),
c) Tiempo:3 horas,
d) Volumen de reaccién: 1/20,
e) Con agitacién.

Dicha quitina se desacetilé por via alcalina usando NaOH y
se llevaron a cabo 16 eventos bajo diferentes condiciones de



fueron hechas mediante un
con un arreglo factorial
variables de
Tiempo, Volumen
Se obtuvieron

desacetilacion. Estas condiciones

diseno completamente aleatorio
fraccionado 2*' en donde se estudiaron las
Concentracién de hidrédxido de sodio, Temperatura,
de reaccidén y Agitacién a dos diferentes navelaes.
16 quitosanes los cuales presentaron diferentes caracteristicas,

como solubilidad y viscosidad.

De los 16 guitosanes obtenidos, 8 presentaron solubilidad en

Acido acético al 1%®.
Los 8 quitosanes solubles se probaron para su utilizacidén en

la coagulacién de sélidos suspendidos en suero
el quitosan preparado bajo las condiciocnes de
Concentracién de hidréxide de sodio al sSovw, Temperatura de
ebullicisén {(130°C-140°C), Tiempo

reaccién 1/10, con Agitacién presentd las mejores caracteristicas
este guitosan presentd la

de gqueso panela y
desacetilacién de

de 30 minutos, Volumen de

de viscaosidad {640 Cps3). Asi misma
mayor coagulacién de s6lidos suspendidos de suero de queso penela
bajo las condiciones de pH=6 del suero y una concentracidén

(98%¢)
El quitosan fue utilizado en

de 400 mg del quitosan/lt. de suero.
forma disuelta al 1% de quitosadn en 2% de una soclucién de acido

acético.




INTRODUCCION

En la actualidad los grandes volumenes de desechos generados

por un extenso sector industrial y una poblacion en constante

crecimiento han contribuido al alarmante
contaminacién ambiental,

avance de la
ante este panorama surge la necesidad de

buscar alternativas para reciclar tales desechos. En el presente

trabajo se plantea el aprovechamiento de dos subproductos de la
industria alimentaria, tales como el caparazén de jaiba y el
suero de queso panela.

Por un lado se utiliza el caparazéon de

jaiba para la
obtenciétn de quitina por un método quimico, el

cual se puede
realizar de manera mAs practica en comparacién con otros métodos,
tales como el enzimatico y posteriormente derivados quitinosos,
entre los cuales el mas importante es el quitos&n dque tiene
diversas aplicaciones en diferentes sectores de 1la
por el otro lado el suero de queso panela,
diferentes formas tales como:

industria, vy
se puede aprovechar de
secado por aspersidn en forma de

industria panificadora y galletera,
etc. en nuestro caso se utiliza para

propiedad policatidénica del guitosan al
suspendidos presentes en el suero,

polvo, formulaciones en la

sacar ventaja de lia
coagular los sdlidos

lo cual sirve como punto de
partida para realizar una investigacién futura sobre la calidad

nutricional de los sélidos recuperados al utilizar el quitosan en
forma disuelta.



CALITULO 1

GENERALIDADES




1.1 JAIBA

12.1.1 ERSPFECIES

Las jaibas, habitantes de aguas estuarinas de lagunas
rios, se encuentran ampliamente

costeras y desembocaduras de
donde

distribuidas en zonasa tropicales Yy subtropicales
generalmente son objeto de pesquerias comerciales alcanzando en
algunos paises importantes volumenes de captura, tal como es el
la produccién promedio

caso de México, donde en los anhos 90°'s
(SEPESCA; 1990-1993 ,

anual fue de 12,000 toneladas de jaiba
SEMARNAP; 1994).

En México las jaibas se
Pacifico como en el Golfo de México y el Caribe,
representadas con mas de diez especies de las cuales por lo menos
son de interés comercial {(Cuadro 13, sosteniendo una

encuentran tanto en el litoral del
estando

cinco
importante pesqueria

Cuadro 1.Jalbe, sspecies de iIntwerés comercial.

GOLFO DE MEXICO PACIFICO
Calliinontos sapidus Callimectes avcwatine
(Jaiba azul, colorada o jaib6n) (Jaiba)

Calliinoctos satibanac Calliimpctoe Ooantes
(Jabe prists) (Jaibe)

Calliwontos danse Conllinoctos ballicosns
(Jaba) (Juiba)

(Rodriguez, M.; Los Recursos Pesqueros de México y sus Pesquerias
México. 1988. p.p. 187-188).




Su distribucién en ambas costas abarca todo el 1litoral con

excepcidén de e. fasolee, que es la especie mas surena,

hasta las Bahamas.
todas habitan

banias o el mar,

encont randose

en profundidades entre caero y <¢inco

En general

metros en esteros, soportandoe temperaturas entre
15® y 35°cC. yYya gue son
una capacidad de osmorregulaciéon muy alta.
salintdad. Cuando 1la

troplicales que
que

organismos tipicamantsa
presentan ademas,
les permite tolerar
salinidad en los esteros
emigraciédn puecde ectar también intimamente
ya que las larvas al eclosionar regquieren
salinidad similar para

un amplio 1ntervalo de

disminuye, las emiqgran. Esta

Jaibaxs

relacionada con el
desove, de: agua de mar o
por lo menos con una completar su

desarrollo.
La

Las hembras

entre mayo Vv octubre.

Junio y
de la fecundacion las
sus

se encuentran maduras

se presenta entre fines de prinzTipiros de

mayor incidencia
De cuatro a nueve dias después

septiembre.
los huevos

hembras desovan,

apéndices abdominales por
recién eclosionado emerge

jJaiba, la zocea. La eclosidn

{maxima), y on menor
en relacién a la

"prendidos™ a

conservando
hasta su

algunas semanas, genocralmente
eclosién. Del huevo =1l primero de los
estados larvarios de la se lleva a
cabo durante la primavera y otofio
aunque esto varta considerablemente
salinidad y regién.

se metamorfiza,

proporcisén

en invierno,
temperatura del agua,

La zoca al pasar el
mudando entre uno y otro
Al final del pertiodo la
pedunculados,
al cabo de dos semanas

tilempo notdndose 7

incrementando su tamalo y

larva muda de nuevo,
tres pares de

estados, e
variando su forma.
resultando la megalopa dotada de ojos

patas marchadoras y unas toscas pinzas;

convirtiéndose €sta en un cangrejce (Cameron, J.; 1985).

muda,
la madurez sexual entre los doce y

Las jaibas llegan a
en emta etapa se desplazan

catorce meses de edad (10 a 15 cm.) s

5



hasta la entrada de la bahia o hasta las aguas oceanicas cercanas
a la costa donde ocurre el desove.

Su crecimiento se ha calculado alrededor de 10 milimetros en
promedio por mes y siempre como en todos los crustaceos, se
realiza a través de mudas. Dependiendo de la especie es su tamano,

alcanzando hasta 25 cm en el caso de (©. endidme (Fig. 1).

En todos los casos la talla se obtiene de medir la longitud
entre la punta de una espina y la otra, y en promedio viven entre
tres y tres afios y medio.

El proceso de muda © ecdisis es aquél en el que la 3jaiba
incrementa sSu tamafio y es controlado por grupos de células
neurosecretoras que se encuentran en los tallos oculares (édrgano
X) y cerca de la base de los ojos (6rgano Y); el primero produce
una hormona inhibidora de 1la muda, liberada 1la mayor parte del
tiempo, el segundo produce una hormona inductora de la muda que
actda sélo en la etapa de la premuda, una jaiba sana llega a vivir
unos 3 anos y muda aproximadamente 20 veces (Perry, H. y cols.:
1979) .






1.1.2. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES

Sebipdogtome : Wasdibatate
Haoc: Camstacoa
Safclase: Walacesteaca
Sowe - Ewmatacesvaca
Seyprnordeons.: Ewcavida
Ordam Decapoda

Famdlia: Potunidac
(F.A.OC. Sheets. True crabs, technical terms and pPrincipal

measurements used.: 1977 . Rodriguez, C. Crustaceos Decapodos del
Golfo de California. Secreteria de Pesca. México.: 1987).

Las jaibas presentan un caparazén deprimido denominado
cefalotédrax, el abdomen es fuerte vy simétrico, el cual se
encuentra cercanamente inclinado sobre el cefalotdérax; este
abdomen nunca es utilizado para nadar y usualmente carecen de
uropodos.



P

Los machos se diferencian de las hembras principalmentae paor

la forma del abdomen. Las hembras inmaduras pouoean un

abdomen de
forma triangular volviéndose semicircular

al llegar a la madurez.

En los siguientes parrafos s5ne menc:onan las caracteristicas
de 1las 2 especies de jaiba mas comerciales on Méexico y de

las
cuales se tienen investigacilones mas

completas en relacidn con las
demas especies.

Callimectes sapidas (3aiba azul) .

La anchura del caparazén es dos veces mas el largo de éste,

la frente presenta dos dientes bien desarrollados (excluyendo los

los margenes internos de 1los
sinuosous  que los

Angulos internos de los orbitales),

dientes a menudo sSon  Mmas externos, pero en

trianguliar. La mayor parte de la

es lisa aungue prescnta
granulos finos dispuestos en

desiguales y fuertes, el

general presentan forma
superficie dorsal convexa lineas con
forma transversal. lLas pineas  son
quinto par da patas es
forma de paleta. Los machos
invertida. El color de

aplanado y en
presentan ¢l abdomen on

estos Organismos o5 gris azulaceo o café

forma de TTW

verduzco en su parte dorsal, las patas son entre
las espinas matizadas con rojo.

los machos son de 21

azul y blanco vy
Las tallas maximas alcanzadas para
cm. Y para lan hembras da 20

Organismos Su reqgistr

cm. La
distribucidn de estos

1 desdse las Bermudas
sobre el oeste de las costas Arlantican

extondiéndose de Nueva
Escocia al norte de Argontina (F

LALOL; YTy

Loallimectes vathbweac (Jaiba pricta) .

La anchura del caparazén

s igual al de l1a 3jaiba
frente presenta dientes,

el par interno es mas
del caparazén de la superficie dorsal
{cuando esta moljada), la

azul; 1la
externo. El margen

convexa s lisa y brillosa

parte central es granulada ligera vy

uniforme, con prominentes lineas transversales.

Las pinzas con

9



los dedos de la pinza mayor ligeramente

organismos es verde y
con blancn en la parte
y de las

cordilleras granulares,
aserrados. El1 color dn
matices rojos. naranjas o morados,
inferior. El1 tamano maximo de los machos s de 14 om.
hembras de 15 cm.. Su distribucion abuarca desde 1 oeste del Goltfeo

de México en el Rio Grande, Texas, U.5.A. al sur
Biologia de 25t0S arganismorn

estos azul con

der Veracruas on
México (F.A.O.7 1977) . La anta

referida especiticamente a . osapidms pucs existe mas informacion

publicada.
Las fanerdgamas acuaticas de las marismas y sebadales, forman
las

pirAmide eccoldgica que sostiene a

el nivel inferior de la
despiden olor y con

aquellos alimentos que
como viscerasns de pescado y

1968)

jaibas, prefiriendo
tendencia a estar en descomposicidn,
algas y peces (Tagatz,

otros crustaceos, almejas,

1.1.3. PRODUCCION Y COMKRCIALIZACIGON

todo el afio en esteros, bahias

La captura se realiza durante
las hembras

y lagunas, aunque su volumen en ellas disminuye cuando
emigran hacia el mar para cumplir con su funcaién reproductiva,
la salinidad es alta durante

3 ituadas en el

con

excepcién de aquellas bahias donde
la Laguna Madre o las

todo el afio, como ocurre on
jaibas pueden efectuar ahi,

alto Golfo de California donde las
todo su proceso reproductivo.

No hay una flota exclusiva, su captura
manera incidental por la flota

sSe realiza a bordo de

embarcaciones menores Y de
camaronera (Rodriguez, M.; 1988).

La vertiente del Golfo de Méxice y Caribe es
comercial nacional, siendo
de casi el 80% de

la gque aporta el

958 de la captura los estados de
Veracruz y Tamaulipas los maximos responsables
dichos volumenes corresponden en sSu totalidad

la captura nacional,
no existiendo en México su explotacién

a jaiba fresca y congelada,

10



TARLA 1.PRODUCCION WACIOMAL DE JAIBA (1905-1954)

FURNTE: (1985-1993) Anuvario Estadistico de Pesca, SEPESCA.
(1994) Anuario Estadistico de Pesca.1994. SEMARNAP,

ﬁ TOTAL PACIFICO QoLrO _'IllCO COMGEBLADO | PE8O VIVO [(§ ]
DESEMBARCADO
1985 6,681 562 6,319 5,449 1,432 6,881 6,709
1986 6,618 1,431 9,187 5,411 1,207 6,618 6,110
1967 7,999 2,30 9,666 7,598 401 7,999 7,414
- 1968 8,932 2,738 6,194 8,468 464 8,932 8,590
1989 10,159 4,182 5,974 7,413 2,746 10,156 9,284
kil
1930 12,593 5,137 6,856 9,038 3,555 12,593 11,151
1991 11,054 2,965 8,089 7,569 3,485 11,054 10,225
1992 11,301 2,356 8,945 8,169 ERRH 11,301 11,028
1993 13,783 2,861 10,922 10, 846 2,937 13,783 13,345
1994 15,980 5,161 10,819 13,171 2,809 15,980 15,682




rs

-4 4

FUENTE: (1985-1993) Anuario Estadistico de Pesca. SEPESCA.
1954) Anuario Estadistico de Pesca.l1994, SEMARNAP,




como jaiba suave. (Tabla . SEPESCA.:>1®25-19%7 , SEMARNAP.: 19943,
Como podemos ver on la Tabtla Y, la rroduscidn fiacional de Jaiba ha

los ultaimos 10 ano., mos® randgo

aricamziento

Litn

ideo en aumento
tan YHaran de

on
1941 vy 1992, an los Suals RERES P54
pe to al promedio que se

en los anos do

crecimiento de la produc bGn aorn re
@

o anteriored Yy poster iare:s sr qrafica 1)

presentéd en los

dicha disminuciédn  de les producocidn e deitien
ues wer preaesentaron en

probatilementeoe a

fendmenos metercoldgicas tales Como Calornee
gran magnitud en estos anos.
En 1994, la producciédon reqgistrada a navel nasional tue de

15,980 toneladas y de ellas e) 6&7.7 % zorrespondie.ron al litoral

del Golfo y so0lo el 32.3 % al Pacifico.
En 1 Golfo de Méxi1co, las principales zonas de pesnca  se
der Tamiahua vy

ubican en la Laguna Madre, Tamaulipas, y Lagunas
Pueblo Viejo en Veracruz, en donde se emplean Canto los  aros
Jaiberos como las trampas, amhbos coebados, para lograr su caplura.
Los primeros son depositados en ¢l fondo de donde soe recuperan
aproximadamentse 20 minutos despudés o mas dependienags del namero
que cada canoa maneja. Las trampas soan colacadas en ol Area de
pesca cada mafana y recobradas por Ya noche. l.as Jairbas son
depositadas en la canca y mantentdas cubilertas de hielo.

No existe una planta itndustrial dedicada ol jorocesamlie
este recurso, la mayorta, que son vend:i:das localmente en el Solfo
de Meéxico, estan vivas con las pinzas 1nmovilircadas —on la
de tiras de hoja de palma. Estas jaibas son agrupadas de
© de 24 en 24, atadas todas ellas, conocidéndose estae conjunito con
el nombre de "mazo™.

Una peqguena partne de la produccidn €5 cnlocada viva en calas,
refrigeradas y transportadas a grandes nucleos urbanos en donde
son vendidas. otr.a parte es cncida para facilitar i1a separacién de
la pulpa (musculo) del caparazén, lo cual se realiza con ayuda de
pPinzas. Estas pulpas se empacan en bolsas de plastico de

aproximadamente 1 Kg.

13



E£ste producto tiene principalmente un consumo nacional.

Durante los uitimos anos se ha expoertado una pequena cantidad

de pulpa de jaiba, que en 1985 ascendidé a 149 toneladas (SEPESCA.;
1985) .
Las jaibas en s5u mayor parte son vendidas directamente del

pescador o permisionario de pesca a supermercados,

mercados
especializados de mariscos © restaurantes y hoteles (Rodriguez,
M.; 1988) .
1.2. QUITINA Y QUITOSAN
1.2.1 DISTRIBUCION DE LA QUITINA EN LA MATURALEZA
La quitina es un polisacarido constituido por unidades
monoméricas de NA-oReeweil- D gincesamisa (NAG) unidas por medio de

enlaces B(1—»4). En este biopolimero los
encuentran acetilados, por

grupos amino se
lo que la quitina corresponde a una
amida del Acido acético (Fig. 2) (Muzzarelli, .31976) .

El término quitosan se refiere al producto de desacetilacién
obtenido a partir de la quitina en la que los

grupos acetilo han
sido eliminados,

por consiguiente en el gquitosan el grupo amino se
encuentra libre, como amina primaria (Fig. 3).

El tremendo potencial de los polimeros de quitina para
numerosas aplicaciones ha sido reconocido de forma limitada en el

pasado: la quitina fue aislada por primera vez por H.
1B11 usando un tratamiento aplicado a

solucién alcalina,

Braconnot en
hongos con ayuda de una
€1 llamd a la fraccién insoluble “fungina”~, la
cual contenia una mezcla de quitina y proteinas

(Muzzarelli, R.;
1977y .

El término “quitina* (del

griegc “tunica”™) se acredita a
odier,

quien en 1823 llevd a cabo una serie de experimentos sobre

14



cx,on

"

NHCOCH,

NHCOCH,

unidad monomerica de la quitina.

quimica de la

FIGURA 2: Eatructura

CH;OH

NH,

FIGURA 3: Estructura quimica de la unidad monomérica del quitosan.



cuticulas de insgectos. Odier se refirid a
material que

la quitina como ¢l
permanecla como remancnte y sin cambios después de

varios tratamientos con una solucién caliente de snosa caustica

{Rudall, K.:;1973). En 1874, Ledderhose

reportéd o prensencia de
glucosamina Yy acido acético en

la estructura de la quitina,
versién que mas tarde fue confirmada por Gilson on 18%4,
Por otro lado, €1 guitosan tue descubierto por pramera vez en
1859 por Rouget, pero no fue
claramente

R.; 1977).

sino hasta 1950 que s5¢e rdentificd

como un polimero conformade de glucosamina (Muzzarelli,

La investigacidn sustancial sobre guitina y guitosan se ha

llevado a cabo especialmente durante los daltaimoas 20 atos, dando

lugar a 4 conferencias internacionalse

Y 2 qgrandes recopilaciones
que contemplan cerca de 1%00 articulos de
en 1989 (Skjak-Brack, G. y cols.; 1989
D. 1989) .

investigaciodn aparecidas

, Pariser, . y Lombardi,

La industria pesquera en todo 1 mundo

genera gran cantidad
de subproductos con contenido gquitinoso,

que der acuerdo a calculos
un b:i:llén de tor
solo en Japdn SsSe procesan un millén de

realizados podria ascender a mas de

1das. Tan
kilmgramos de residuos

para muy varilados usos ‘Knorr, D.:

quitinosos gque se destinan
1991) .
La quitina es un producto obtenido de desechos

del proceso
industrial de animales marinos,

con una accesibilidad estimada en
1.2 x 10®> toneladas métricas anuales on E.U. donde se

tiene un
promedio de captura de 150 a 180 millones

de kilogramos anuales de
camardn Y cangrejo, de los cuales la quitina
potencialmente en el procesamiento del camarédn
un 13 a 15% en peso

repraesenta
“de un 14 a 27% y de
seco para ¢l cangrejo; también
el reino fungi provee 3.2 x 10
(Knorr, D.:; 19981).

=¢ estima qgue

toneladas métricas de quitina

La quitina [ole - 0 — (1~+8) L ~ rlotttl - D - placostmeins |

se encuentra
ampliamente distribuida en la naturalecza,

formando junto con otros

16



(proteinas Y sales minerales) estructuras de

especialmentce en

materiales
proteccion,
hongos y ciertos tipos de algas
de insectos e
grar. parte por qguitina,
el caso do los
fosfato de calcio) con

invertebrados marinos, i1nsectos,
unicelulares.
invertebrados marinos 5o encuentra

La cuticula
qu¢«: usualmente se

constituida en a la
asocian proteinas  on primeros  y ademas sales

(carbonato y

minerales €©i caso de 1los
ultimos.

En otros pequenos iofoforados
caracteriza
El tegumento de los
que  ademan ds 50

como  10s

invertebrados marino:s
de quitina Y

constituida
diplidpodoes s duro Yy
naturaleza

su concha se por estar
fosfato de calcaio.
al de los crustaceos, ya
encuentra impregnada de
dex briczoarros y aon las
entre otros.

parecido

quitinosa, so cuelrmio, lo
mismo sucede con la cuticula
el cuerpo de quetognatos,

carbonato de
espinas  y

dientes que recubre

También algunos
incluyen gquitina en eostructuras
est4a constituida en su
Yy otros azucares. Por

tipos de hongos Se  cncuontran  entre los
organismos que der prote~cidn, como
la pared celular, que
en menor proporcidn por celulosa

Hapergplus wigex y Pomicllimm chrppogrmmm, 1a quitina

respectivamente

mayor parte por

quitina y

ejemplo, para

representa entre un 22 ¥ 354 en peso seco

{Alexopoulus, C.; 1967).

1.2.2 prosiwmTESIS

Se cree gue la gQuitina es sintetizada en la epidermis de los
J. y Webber, J.;1964). La epidermis es una

crustaceos (Brimacombe,
la cuticula,

capa celular deigada que se encuentra por debajo de

en la cual se ha observadc la sintesis de todos los precursores de
quitina a partir de D-glucosa para UDP-acetilglucosamina (Surholt,

B.; 1975).
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La sintesis de quitina involucra una serie de pasos

controlados enzimaticamente, todos los cuales pueden encontrarse

en artropodos. El compuesto
fosforilado en Ce ¥ entunces isomerizado a

inicial es la D-glucosa que es primero
fructosa 6-fosfato.
La aminacidén a glucosamina 6-fosfato es llevada a cabo con
glutamina y glutamina-fructosa-6-fosfato amino transferasa. Los
y transferencia del grupo fasfato

del C¢ a la posiciébn C; (Muzrarelli, R.; 1977).
del nucledtido precursor UDP-N-acoeti:lglucosamina
y la cnzima UDP-N-

siguientes pasos son acetilacidon

La sintesis
es llevado a cabo con uridina trifosfato (UTP)
acetil glucosamina pirofosforolasa. Finalmente, la conversiétn a
quitosan se 1lleva a cabo por la enzima quitina sintetasa gue

libera el grupo UDP y enlaza en conjunto los residuos de N-acetil

glucosamina.
La quitina sintetasa se comporta de mahnera semejante a un

zimégeno y puede activarse por varios factores, incluyendo N-

acetilglucosamina {(Muzzarelli, R.: 1977) . El zimbdgeno es muy

estable y puede ser aislado en una forma cas1i completa de

inactividad (Carib, E. y Ulane, R.; 1973).

El quitosé&n es sintetizado por via quimica o desacetilacidn
La desacetilacidn enzimatica es llevada
ser mas

enzimatica de la guitina.
a cabo por la quitina desacetilasa. Esta enzima parece
h&bil para realizar hidrélisis in vivo que los grupos acetamido en
la quitina, pero esto se inactiva bajo accién de UDP-N-Acetil-
Glucosamina, N-acetilglucosamina 1l-fosfato y N-acetil glucosamina
6-fosfato.

La biosintesis de la quitina puede ser inhibida por
compuestos tal como poT, Urea l-(4-clorofenol)-3-(2, 6
diclorobenzoilo) (Muzzarelli, R.; 1977).
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1.2.3 METODOS DE OBTENCION DE QUITINA Y QUITOSAN.

La obtencidn de quitina depende de la disponibilidad de los

desperdicios de procesamiento del alimento marino. En afios

recientes, los patrones de captura y consumo  del camarén han

tenido incremento constante en los Estados Unidos, basicamente

debido al crecimiento de la industria de alimoentos congelados y la

mejora en la red de distribucién del alimento, E1 consumo per

capita del alimento marino alcanzé su maximo «~n 1986, esta fue de
6.8 Kg con una proyeccién de 9.1 Kg. para 1990

(Morris, C. y
cols.; 1987).

I.a continua expansién de la industria del cangreje en la
la disponibil:idad del
quitina/qguitosan. Sin

ultima década pudo aseqgurar un incremento de
material crudo para la industria de 1la
embsargo, a pesar de una adecuada y fiable caomercializaciédn del

material crudo persiste el problema de una estimacidn precasa del

recurso marino y las operaciones en la cons<rvacion, transporte,

almacenamiento y control de calidad del material crudo a ser
implementado para una mejor utilizacidn.
El objetiveo bisico que se persigue al

aplicar los procesos
quimicos para la

obtencién de quitina a partir del
crust&ceos o desperdicios producidos en
la eliminaciédn de proteinas

caparazén de
la industria pesguera es

¥y sales minerales, con las que

se
encuer.tra fuertemente asociada.

Unc de los métodos mas frecuentemente utilizados es el método
desarrollado por Hackman en el afo de 1954,
quitina a partir del caparazén de
extracciones,

con el que se obtiene
crustaceos pPer medio de

primero con Aacido clorhidrico y posteriormente con
hidréxido de sSodio para eliminar proteinas y sales minerales
(Muzzarelli, R.; 1976).

Whistler y BeMiller sugieren

un esquema similar al método de
Hackman, al que le

hacen una 1ligera modificacién al

dar un
tratamiento adicional con alcohol

etilico para sSolubilizar 1los
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pigmentos y un tratamiento con éter etilico para la eliminacién de
grasas (Muzzarelli, R.:; 1976).
En general estos métodos,

obtencién de quitina a partir del caparazén de crustéceos son
debido a que el uso de

asi como otros que se emplean en la

catalogados como tratamientos drasticos,
#cidos y bases fuertes pueden modificar la estructura quimica de
ls qQuitina, ya sea produciendo hidré6lisis parcial en la molécula o
desacetilando a ésta con la consecuente producciédn de quitoséan.
Existen otros métodos para la obtencién de quitina como el

descrito por Foster & Hackman en el afio de 1957 (Ver Fig. 4) con

el gque se ha podido aislar quitina del cangrejo hm‘ sin
alterar su estructura quimica, este proceso se basa en la
utilizacién del Acido etilendiamino tetracético (EDTA) a
diferentes valores de pH para eliminar tanto proteinas como sales
minerales. La eliminacién de grasas y pigmentos requieren de un
tratamiento con éter etilico y alcohol respectivamente.



FIGORA 4 : MNbtodo dAe Foater & Hackman (1957) . Extraccidédn dea

quitina.
{ CAPARAION 1
{ LAVADO ]
T= 80°C ¥
t=5 Hr. C SECADO ]
r PULVERTZADO ]
£3=1N EXTRAC CION DE PROTEINAS Y
E=1.5 Hr SALES MINERALE SCON EDTA
T=amb.
L LAVADO ]
(1=1n
ol.o.wr l EXTRAC CION DE PROTEINAS Y J
v SALES MINERALE S CON EDTA
[ LAV ADO 1
©=20 min. EXTRAC CION DE PIGMENTOS
T=anmb. CONETANOL
1 LAV ADO 1
;:zubnln‘ EXTRACCION DE GRASAS CON
ami. ETER ENUCO
[ LAV ADO
T=80"C
t=3.5 Hr L SECADO

¥
[ QZeo7oNA ]

(Foster, A. y Hackman, R.; 1957.

Aplications of ethylendiamine
tetracetic acid in the isolation of crustacean chitin.

Nature. pp
40)
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El método de Takeda & Abe ademds de utalizar EDTA utiliza
enzimas proteoliticas que permiten obtener una quitina con bajo
porcentaje de protelinas y poco alterada on su conformacion guimica
(Muzzarelli, R.; 1976).

Durante !a etapa de desprotelnizacion de cualquiera de los
métodos emplcados en ia obtencidn de quitina, las proteinas
eliminadas en los eflucentes generados pueden ner recupsradas por
neutralizacion hasta alcanzar el pil 1soeldéctrico y posteriormente
centrifugacion, las cuales pueden ser utilizadas como complemento
alimenticio en dietas de alimentacién animal (Ronte, 5. y Miranda,
S.; 1996) .

Investiqaciones recientes han demostrado que el complejo
quitinolitico es un sistema inducible y parece estar constituido
por 3 enzimas, por lo gue se han desarrolladeo métodos enzimaticos
usando enzimas (quitinasas), las cuales han ayudado a obtaner
altos rendimientos de quitina. En 1369 Monreal 5 Reese

establecieron las condiciones oOptimas de cultivo de SeewatVe

aaecelcond QMB1366 para la maxima produccién de gquitinasas Y

concluyeron que 1la naturaleza de 1a quitina s important:s: para
obtener altos rendimientos de la enzima, ademas de otrus factores
como concentraciédn del sustrato, temperatura y pH (Monreal, J vy

Reese, E.: 1969).

1.2.4 PFUKNTES POTENCIALES DE QUITINA Y QUITOSAN EN MEXICO.

Considerando las 200 millas de mar patrimonial vy los

importantes volumenes de organismos marinos con caparazdn gue son

capturados y procesados se podrad calcular la cantidad de quitina
que puede ser generada en nuestro pais, en donde son varios los

organismos que representan por sus volumenes de captura una fuente
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importante de este polisacarido tales como : almeja, calamar,
camardé4n, jaiba, cangrejo rojo, ostién y langosta.

a) Camardn.

El camarén es el mas importante, ya que anualmente se
capturan aproximadamente 55,000 Ton. ¢n peso desembarcado, de
cuyo procesamiento se obtienen volumenes importantes 14000 a
19000 Ton. por afno de subproductos quit inosos como cabezas,
colas y caparazédn, que industrializados saae pueden traducir en
una quitina disponible de 1600 Ton por anc. Cabe mencionar
que del total capturado, se exporta un 2325%%, principalmente a
E.U. y Japén. Debido a lo anterior, se plantea la posibilidad
de utilizar este tipo de subproductos gque en la actualidad al
menos en México, son consiuerados como desperdicios y que en
forma directa 6 sometidos a hidrélisis parcial o total pueden
ser utilizados para la elaboraciéGn de muy variados productos
(SEPESCA.;: 1990-1993) .

b) Langostilla Maxicana.

Otra fuente importante de quitina en nuestro pals,
corresponde a un crustidceo decapodo perteneciente a

la
familia Galatheidae: Z¥ eo lumipes, llamado comunmente
cangrejo rojo, cangrejo mexicano o langostilla mexicana, que
en un estado adulto alcanza una talla de 8.8 a 12.7 cm y un
peso aproximado de 3 a S g (Rodriguez, M. 1988) . La

langostilla en nuestro pais tiene un promedio de captura de
3500 toneladas anuales para los anos 90's, siendo toda la
produccién destinada a consumo nacional (SEPESCA.; 1990-1993) .
Sin embargo se han hecho investigaciones que afirman que es

posible una captura de 250,000 toneladas al ano en la
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Peninsula de Baja California eon la zona que comprende Bahia
Magdalena y la Isla de los Cedros (Arvizu, M.; 1976).

<) Langosta.

Las langostas habitan en casi todos los tipos de fondos

abundando en las areas coralinas, en las praderas de hierbas
Y en menor proporcidn en fondos arenosos

profundidad que va de la superficie a poco mas de 100 m. La

langosta, FVeweescedes avpms 3 altamente gregaria y migratoria,
México es en promedio

y fangousos. En una

cuye potencial de captura estimado para

1500 Ton. anuales, de las cuales casi el 80% se destina al

mercado internacional Y el restante al mercado internc

especialmente en restaurantes y hoteles. La planta industrial

es escasa y el recurso una vez capturado por 1o general es

descabezado, utilizandose solamente ¢l abdomen. La cabeza se
emplieza a utilizarse, aunque de

hielo para su

tira, aungue actualmente
manera muy dispersa. La cola es puesta en

posterior congelado, forma en la cual es introducida al

mercado. Por lo anterior se vislumbra como una alternativa

potencial para el proceso de extraccidn de quitina

(Rodriguez, M.: 1988).

1.2.5 CARACTERISTICAS Y USOS DE LA QUITINA Y QUITOSAN EN LA
IMDOSTRIA ALIMEMTARIA

Los radicales amino tanto en la gquitina como en el quitosan
son excepcionalmente estables en NaOH al 50% y a temperaturas de

hasta 160°C. E1 nombre cientifico de la quitina es: BA(—>4>2-
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wcetamido-2-deoxi-2)-glocana y e! del quitosan es: B8(1—4)-2-nmino-2-

deooxi- Z2>-glucana.
La quitina o un de aspecto cristalino que Se

polimero
mas

insolubilidad en los solventes

por su  wlevada
la accidn hidrolitica de acidos

caracteriza
comunes y su notable resaistencia a
y alcalis.

Son muchos los usos que productos

se¢ le pueden dar a los

prueba de ello e€es que ya se procesan la guitina y

industrial a partir.de desperdicios de crusticeos
producto:s, esto ws en:

quitinosos,
quitosan a nivel

la elaboracién de muy diversos

para
USA; Kyokuyo, Co.., Tokyo,

Bioshell Products Albany. Oregon .

Kyowa Qil an Fat, Tokyo, Japbn.
vy biocdegradabilaidad

Japoéon;
tales como viscosidad Y

Caracteristicas
hacen de la quitina y sus

procesadora de alimentos
funcionales en los

derivados materialas que en la industria

pueden ser emplaoados para desarrollar
diferentes propiedades alimertos y dar mejores
resultados que polisacaridos
resultados de hasta 16000 Cps
al 2% y esto muestra gue
de  aderezos,

wa cque e han repo

como la CMU, ya 4u

nulucirons

der  wizmeo
quitosan con Acido aceético s puede

utilizar como agente espesante  on la elabora -

salsas, bebidas, pasteleria, y
1978), por otro lado reqgula la formacidn

embut idons tr3ough, W.oA.L y <cols.;
~alesn de hirelo en

der
y mas
oz

congelados manteniéndolo:n on un moenor t
de agente

se  pueds utilizar como

alimentos
homogéneo. Debido a sus caracterist 10as
Y cCcompuestios organicos

idnes metdlicos
quelante en procesos de manufactura de aliment o
La quitina microcristalina producida por hidré:lasis acida
apropiada para ser utilizada como un espesante  y

controlada, es
(10 8 20 veces mas eficionte) a

estabilizador que supera en muchc
otros polimeros empleados comanmente comae la celulosa
elaboracidn de mayonesas, manteca de

microcristalina, para la
(Knorr, D.: 1984).

cacahuate y otros alimentos tipo emulsién
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capaz de absorboer enzimas, polisacaridos

iénicos, también se asocia con sé61idos
aves de

El quitosan es3
aniébnicos Yy metales
suspendidos en aguvas de desperdicio del procesamiento de
productos marinos, frutas y vegetales
s30lidos totales, la recuperacidn de

grasas y carbohidratos de buena

corral., huevo, queso, carne,
permitiendo la reducciéon de
materiales tales como: proteinas,
calidad que pueden ser reciclados como alimentos o farraje para
animales (Knorr, D.; 1991).

La naturaleza policatiénica tanto en quitina como en
alimentos para remover

guirtosan

puede ser aplicada en la industria de
sustancias no deseadas en algunheos productos como jugos,
La quitina en forma de gel también puede ser

cervezas y

bebidas en general.

usada como soporte o excipiente para algunos medicamentos (Knorr,
D.; 1991).
La quitina y el guitosan son buenos polimeros quelantes y

absorbentes para iones metalicos 1ncluyendo tones de metales

téxicos (cobre, niquel, cadmio, zinc, cobalto, fierrco, manganeso,
plomo, mercurio, ctc.) Y clertos radioisdtopos, productos de
£isién nuclear, por ejemplo Ra% . cut't, Dichas

caracteristicas pueden hacer de la quitina una parte importante

para moderar el agua en eestaciones nucleares y sus afluentes (SEA
FISHERIES INSTITUTE GYDNA POLAND.:; 1976).

Los filamentos producidos por la solubilizacién de gquitina en
un sistema de clorure de 1litio dimetilacetamida, acelera  los
procesos de cicatrizacidn en heridas siendo un material ideal para
la fabricaciédn de suturas quirurgicas, ya que esos filamentos son
absorbibles y no alergénicos.

Se han realizado varios estudios en animales para valorar la
toxicidad de quitina y quitosan, un grupo de investigadores (Arai,
K. ¥y cols.; 1968) encontré gue se presentaba un dafio evidente en
los oOrganos de ratones alimentados con una dieta gque contenia
arriba de 18 g de quitosan libre por Kg. de peso de su cuerpo por

dia.
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En otro estudio (Landes, D. y BHBough, W.:; 1976) se concluyd
que el quitosan usado como un agente coagulante, no tuvo efectos
adversos sobre la Relacién de Eficiencia Protetica {PER) de
proteina recuperada de efluentes de procesos de alimentos. Ademas,
no hubo diferencias en el indice de crecimtiento, Oérganos i1nterncs
v en la composiciétn del suerc de sangre cuando se les dio de comer
en forma libre a las ratas a concentraciones arriba de 5% por 8
sSemanas. Gordon y Williford concluyeron que ambos, quitina Y
quitosan no tienen efectos de crecimiento sobre ratas joévenes
cuando se les da a comer a una concentraciéon de 5% durante 3
semanas; sin embargo, a un nivel de 203, tuviceron una disminucidéon
en la concentracién de hierro.

Segun un estir?. 0, sSe observd gque el quitosan tiene un efecto
hipocolesterclémico en ratas (Nagyvary, J. ¥y cols.; 1979), también

se reportdé que un alto porcentaje de colesterol presente en el
suero sanguineo redujo su nivel un 35% con dietas altas on grasa
suplementadas con 4% de gquitosan durante 4 semanas, cuando se
compararon con el grupo de control. Por otro lado, Sugano, M. y
cols. observaron un 25 a 30% de reduccidn drl coloestarcl en el
Plasma cuandeo 2 a 5¢ de gquitosan fue suplementads en la dieta con
alto contenido de colesterol sanguineo.

EX gquitosan ha sido sugerido coemo unea fuvnte de fibra
dietética, Watkins Yy Knorr observaron una ailita «<ficlencia del
alimento, incremento en peso Y reducciébn @an los tiempos de
transmision fecal en hamsters alimentados con una dieta de guitina
arriba de 8.5%, cuando se les comparéd con el grupo control que se
alimentd con celulosa a las mismas concentraciones. Ademas, la
quitina favorecié el crecimiento de la microflora productora de
lactasa en el intestino de gallinas, es decir tuvo un efecto
probidtico (Austin, P. y ceols.; 1981), la guitina puede entonces
ser afadida como un suplemento a férmulas tanto para infantes o a
mayores de edad.

Estos estudios sugieren que el consumo y el potencial de uso
de materiales quitinosos como suplementos para reducir los niveles
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de colesterol en el suero sanguineo Y una fuente de fibra
dietética en dietas humanas es seguro. Sin embargo, los ecfectos
secundarios y la influencia sobre 1la biodegradabilidad de los
nutrimentos tiene que ser evaluado antes de ser usado en alimentos
para humanos.

1.3 QUESO

1.3.1 DEFINICIOGN DE LECHKE.

L.a humanidad conoce la leche desde los tiempos mas remotos,
pero su conocimiento de las caracteristicas fisicas y composicion
quimica de 1la misma es aun en algunos aspectos deficiente
(Dilanjan, S.; 1984).

La importancia de la leche radica en que es el alimento unico
y esencial durante las primeras fases de la vida del hombre, ya
que es una fuente rica en nutrimentos, sobre todo para los nifos,
Yy representa un alimento basico a lo largo de su existencia. La
leche es importante por si misma y por los productos que de ella
se derivan (Bath, D. y cols.: 1982}.

Segun la FAO el vocablo leche esta exclusivamente referido a
"la normal secrecié4n mamaria obtenida por uno © mAs ordenos sin

ninguna adiciédn o sustraccién™ (Goded, A.; 1966) .

La leche puede definirse comoc "un liquido segregado por las
glandulas mamarias de las hembras de los mamiferos, tras el
nacimiento de su cria”™ (Alais, Ch.; 1%84).

Se entiende por leche para consumo humano, "la secrecidn

natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas y bien
alimentadas. Cuando la leche proceda de otra especie animal, se
designard, con el nombre de ésta. Se excluye el producto obtenido
quince dias antes del parto y cinco dias posteriores al mismo o
cuando tenga calostro™ (DIARIC OFICIAL DE LA FEDERACION.; 1988).
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encuentran en 3 estados

Los componentes de la leche se
fisicos:
SOLUCION VERDADERA . Sustancias solubles an agua (lactosa,

vitaminas hidrosolubles, ¢lementes y Sustancias inorganican) .

DISPERS1ON COLOIDAL. Caseina ligada a
EMULSION. Materias grasas en forma globular

El componente
el a3 Y 89% . Las sales Y los

sales minerales.
(Revilla, R. 1983).

mas abundante es ol agua, oscllando su
contenido entre azucares se
disclucion acuosa; lay proteinas, en su

encuentran formando una
emulsion

colaidal, Y las grasas ~n

mayor parcte, en estado
acuosa de sales,

fase dispersante una sclucidn

constituyendo la
contenido en extracto sceco f(alrededor

azucares y protelinas. El

del 12.6%) es uno de los factores que mas influye en la calidad de

la leche:; por lo general para fabricar quesao se recurre a la leche

de vaca o de cabra principalmente.

l.a leche utilizada en el proceso de la
validez de la leche como materia

exlaboraci4n de quesos

debe ser de buena calidad. La

la elaboracién de quesos viene determinada por  su

prima para
tratamiento en la granja. Adcmas
la leche debe estar libre de antibidticos, que
de los

de  los  nivelss normales  de

higiene requeridos,
los cultivos utilizados en la madurac:ién

destruirian
enfermos no debe

quesos. La leche calostral ¥y la leche de animales
ser utilizada para la elaboracidn de queso.

importante de la leche util:zada en este
con cuajo

La propiedad mas
proceso es la velocidad de coagulacidon cuando se mezcla
y la capacidad del co&gulo formade para eliminar suero. Estas

caracteristicas varian de forma considerable
distintas e incluso varia también

de leche procedente

de vacas sometidas a crianzas
para un mismo numero. Dichas diferencias pueden sar
mezclando la leche de distintos productores, pero aun asi se
Las propiedades de

compensadas

seguiridn presentando variaciones estacionales.
la leche para elaborar gueso puede ser mejorada por la adicién de
cloruro calcico o por maduracién previa de la leche.
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La definicién internacionalmente aceptada para el queso ha
sido hecha por 1la FAO/OMS. El queso es el producto fresco o
madurado obtenido por la coagulacidn y separaciédn del suero de 1la
leche, nata. leche parcialmente desnatada, mazada ¢ por una mezcla
de estos productos.

1.3.2 ELABORBACION DR QUESOS.

Una explicaciérn general de las etapas necesarias para 1la
elaboracién del queso, aunque existen variantes especificas para
cada tipo, es la siguiente:

1. RECEFCION Y TRATAMIENTOS PREVIOS DE LA LRECHR
a) Refrigeracion {(de 3 a 6°C)
b) Higienizaciétn (eliminacién de impurezas y bacterias)
€) Pasteurizacién (calentamiento a 70-B0°C durante 15-40 segundos)
2. EIAPORACIONM DEL QURSO
d) Adicidén de fermentos lActicos para acidificar la leche con 1o
que se coagularid mas facilmente.
e) Si es necesario, y esta permitido, se anade a la leche:
® Cloruro célcico (favorece la coagulacidn)

B Nitrato potasico o sodico (inhibe el crecimiento Yy bacterias

perjudiciales)
® Colorantes naturales (para mantener uniforme el color del
queso)

Hongos y bacterias lacticas que ayudan a desarrollar aromas Yy
sabores durante la maduracién, en algunos tipos de quesos.
£) Adicién del cuajo a una temperatura de 28-35°C generalmente.
g) Coagulacién de la leche y separacién parcial del suero.

h) Llenado de moldes y prensado previo.

1) Moldeado y prensado (con eliminacién de més suero)

4) Salado de los quesos en salmuera o por sal seca.
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k) Maduracién de los quesos en camaras con control de humedad,
temperatura y aereacién. En los quesos frescos no €s necesaria
la maduracién.

1) Control de calidad, envasado y salida del producto elaborado.

(Cenzano, I. Los quesos. Espafa. 1991. pp 11~18)

1.3.3 CLASIFICACION DE LOS QURSOS.

Los quesos se pueden clasificar atendiendo a diversas
circunstancias {(contenido en grasa, dureza, origen, tipo de leche
empleada en su elaboracién, etc) . De acuerdo al sistema
selecciocnado para la coagulacién de la leche se tiene:

- Quesos al cuajo

- Quesos Acidos
en los primeros se consigue la coagulacién por la adicidn del
cuajo a la leche, el principio activo del cuajo es la gquimosina
(renina), que es una enzima proteclitica que tiene la propiedad de
hidrolizar los enlaces pépticos de las proteinas, la coagulacioén
se realiza de la siguiente forma: el caseinato de calcio al ser
atacado por el cuajo se transforma en paracaseinato de calcio, vy
en seguida, este paracaseinato se combina con los iones libres del
calcio {sales solubles), se vuelve insoluble y se precipita
formando gel © cuajada. En los quesos Aacidos se consigue por

acidificacidén, a traveés del acido lactico que transforma
progresivamente el fosfato dicalcico de la caseina en fosfato
monoc&lcico gque, a su vez, es desmineralizado poco a poco,

perdiendo el resto del calcio hasta que es precipitado, llegando
al estado de caseina pura con formacién secundaria de lactato de
calcioc socluble. En sSu punto isoceléctrico la caseina (pH 4.5-4.7 a
21°C) se encuentra en su estado mas puro ¥ en el punto mas bajo de
su solubilidad. Otros quesos combinan los dos sistemas
acidificacién y adicién del cuajo., por ejemplo requesén.
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Segtin 1a textura del queso estos se clasifican en:
-~ Quesos compactos.

- Quesos con ojos redondeados.

- Quesos granulares de formas irregulares.

SegGn el tipo de microorganismos utilizados en la maduracién
tendremos la siguiente clasificacion:
- Quenos veteados donde se produce el crecimiento de mohos como el

Fastetlltes durante la maduracién, dando estas vetas de color azul.

-~ Quesos del moho blanco.

- Quesos con desarrollo bacteriano en la corteza, en los gque se
unta la superficie con un cultivo de bacterias que se desarrollan
dando caracteristicas especiales a los quesos.

De acuerdo con su contenido de grasa se clasifican en:
- Doble graso: el que contiene un minimo de 60%.
- Extragraso: el que contiene un minimo de 45%.
- Semigraso: el que contenga un mimimo de 20%.
-~ Magro: el que contenga menos del 20%.
Por uWltimo la mAs conocida que se basa en el contenido de
agua:
- Quesos frescos.
- Quesos blandos.
- Quesos semiblandos.
- Quesos duros.
- Quesos semiduros.
(Cenzano, I.; 1991).

1.3.4 BRAROMCION DE QURSO PAMELA.

Queso tipo panela: este es el queso fresco por excelencia, su
sabor & leche, el aroma delicado, su consistencia blanda y cremosa



¥y su textura suave y elastica, lo hacen ser uno de los quesos mas

consumidos en el territorio nacional, en especial en la  zona
centro, donde se consumen principalmente quesos de sabor suave. EL
queso panela es de conservaciédn corta, descomponiéndose
rapidamente si no se contempla una rigurosa higiene; absorbe los
olores del medio. Para su elaboraciédn se emplea leche de vaca,
fresca entera o semidescremada.

La reaccién mas especifica de la leche @s la de su

coagulaciédn por accidn del cuajo al
actividad enzimAtica es lo que permite: la coagulacion
(Temperatura: 28-33°C) Estsa reaccioédon
practicamente de la coagulaciébn acida,
su punto isoceléctrico (pH=4.6.),

PH natural de la misma, cuya

difiere tedrica, formal vy
es decir, la gue ocurre en
Y tiene implicaciones de extsema
importancia técnica a través de su condicién de e¢je fundamental en
la fabricacién del Qqueso. Después de la coagulacién la leche es
cortada en la propia cuba con dispositivos de corte o manualmente.
Gracias a estos tratamientos de corte junto con
calentamiento se produce la separacién de
esta etapa es cuando realmente
adn sin su forma final,

agitacion y
gran parte de suero, en
la leche s transtorma en gqueso,
sSin salar y sin moldear.

Se procede a salar el queso,

bien por inmersiédn directa en
bafios de salmuera o© por sal

sé6lida aplicada a la
mezclada con la masa (Hernandez, J. , Tapia, R.; 1991).

Después de la eliminacién de gran parte

corteza o

del suero, los cortes
de la cuajada se colocan en moldes de diferentes tamafios y formas,
que son los que le dan la apariencia final al queso. Se procede al
prensadao de su propio peso o por
(=3 neumiticos. Las etapas para la
elaboracién de queso panela Se encuentran referidos en la Fig. S.

la masa en sus moldes, bien por
dispositivos mecanicos
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WIQURA 5 : DIAGRAMA DE BLOQUES DE LA ELABORACICN DE QUESO FPAMELA

[teCHE PASTEURZADA ]

1507100 1t o cAu, [APecion DE Coctay kNS ]

[ ADICION DE CULTIVO

OSX G0 5 taetie ¥ 5 oremmets LAGTICO
arc. [ ensen ]
15 mi cuaio/ 100 mi. [ CUAIADO ]
cubos de 1.5-2.0 cm. [ CORIADO ]
ratircr un SO-60% l RETIRO PARCIAL DEL ]

SUERO

[ SAiADo ]
[ MOLDEADO ]

{ DESUERADO ¥ PRENSADO |

a jemperchaa < a 6°C l REFRIGERACION ]

{(Hernadndez, J. y Tapia, R. Elabaracién de queso panela y manchego
en el Taller de Lacteos de FESC.; 1991. p. 60)
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1.3.5 CARACTERISTICAS DEL SUKRO GENERADO XM EIL PROCESO DE
ELABORACION DE QUESO .

El suero de leche o lactosuero es el producto de la
transformacian de leche en queso o caseina (Casalis, J.: 1974).

Durante la fabricacién de estos productos se generan
aproximadamente 9 kg. de suero liquido por Kqg. de producto final.
Su composicién es variable dependiendo del proceso tecnolégico
seguido durante la fabricacién de quesos de los cuales procede
{(Jelen, P.:; 1979).

Cuando se trata de quesos de coagulacién rapida (tipc panela)
se produce el suero "dulce” con pH de 6.5, que contiene la lactosa
de la leche (4.0-4.5%) ¥y las proteinas del suero (0.55-0.60%),
ademas tienen un mayor contenido de aminoacidos libres Y
fragmentos de caselna resultado del rompilmiento o hidrélisis
enzimatica.

De los quesos de coagulacién lenta (tipa cottage) Qque se
obtienen por la acidificaciétn del medio al ser transformada parte
de la lactosa en Aacido lactico por accidn de un micronrganismo
lactico, resulta el suero "acido”, con pH menor y por 1o tanto una
vida de anaquel mayor que el suero dulce: parte de las proteinas
del suero se han incorporado a la caseina, debido a que su pH
isceléctrico se encuentra entre 4.2-5.3, este 1ipo de suero no
contiene residuos de caseina aunque si mas calcio gue el suerxo
dulce. En los dos tipos de suero el contenido de agua es alto pero
adn asi quedan la mitad de los sélidos de la leche original,
esencialmente las vitaminas hidrosolubles, los minerales, las
proteinas solubles y la lactosa (Tabla No. 2) (Jelen, P.; 1979
Racotta, V.:; 1976 , Whitaker, J.; 1977).

Dentro de estos s6lidos la fraccién protéica es el componente
mas importante nutricionalmente hablando. Las proteinas del suero
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aproximadamente el 20t del total de 1las protetinas

representan
lacteas.
TARLA 2. COMPOSICION QUIMICA DE LOS DOS TIPOS DE SUERO.

l BUKRO DULCKE ( SURRO A= IDO
SOLIDOS TOTALES 6.7 G.o4 -
PROTEINA (Nx€.3H) 0.9 % 0.9 =
LACTOSA §.9 & 4.3 =
CENIZAZ 0.5 = L 0.8
GRASA 0.1-G.3 » I P
PH $.8-6.6 3.6

Froccesing Technology: af overview. J.AGric

(JELEN, P. Indcstrial Whey
Chem.: 1979. pp 660).

en ¢l suero, tiene un

36,000 Daltons, es leucina,
Contiene cistelina, que por

desarrollo del

La B-lactoglobulina es la mas abundante
peso molecular de rica en lisina,
dcido glutamico y Acido aspArtico.
tener grupos sulfihidrilo libres intervienen crn cl
sabor a cocido en la leche hervida.

La a-lactoalbumina es la otra proteina

tiene un peso molecular de 16,000 Daltons,
su contenido en cisteina

importante del suero
de leche, no contiene
grupocs sulfihidrilos libres aunque es

alto, es rica en triptdfano.

Ambas proteinas forman del 70-80% del contenido protéico del
suero, cantidades facilmente inmunoglobulinas,
serocalbumina sanguinea y proteasas—peptohnas forman el remanente de
del suero (Whataker, J.; 1977 , Webb,

identificables de

las principales proteinas
J.; 1974 , Manson, W.; 1978).
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Las proteinas del sucro son de las mas nutritivas que existen
en la naturaleza, SU aminodgrama con respecto al patrén de la

FAO
para los aminodcidos indispensables es mayor en una relacion de
1.35:1.00. La Relacién de Eficiencia Protéica (REP) de estas
proteinas con respecto a la caselna ¢s mayor. 5S5on ricas en lisina
¥y triptéfano, bien equilibradas

en aminodcidos azufrados gracias a
su elevado contenido en cisteina y por lo tanto son valinsas para
enriquecer proteinas vegntales, donde estos aminoac:dos son de lo
maAs limitantes (Casalis, J.:; 1974 , Racotta, V.: 1976

El otro componentse importante del

lactosuera es la
Es un carbohidrato que

lactosa.
solo se oncuentra on la leche, o5
reductor formado por glucosa y galactosa

efectos tisioldgicos

un azucar
en unibdbn 2 (1-»4), tiene
no caracteristicos de
otros disaciridos. Su

todo en bebés,

otros azacares o aun de

valor nutritivo es muy importante, sobre

Ya que la leche humana tiene

lactosa en comparacién
soluble y mas estable

un contenido doble de
con la leche de vaca, es menos dulce,
que la sacarosa (Racotta, V.:
Se atribuyen a 1la

de éstas

menos
1976y .
lactosa vartias

funcaionses regaladoras,
es la aceleracién

una
del crecimiento de bacterias deseables
en el intestino delgado. Alqunas de

la sintesis de vitaminas de)
calcio y fdsforo.

El contenido de

<
estas bacterias son utiles en
B.

complejo Faciiita la absorcibn de

lactosa en el suero de la

leche es
que e}l de la leche

aproximadamente el mismo descremada (50g/1t)

Y
70% del extracto seco del

suero (Casalis,

representa alrededor del
-3 1974).
Todavia hace algunos afos este

subproducto en la
lactea era eliminado,

industria
provocando la muerte por asfixia de la fauna
piscicola en lagos y rios, debido a su elevada Demanda Bioguimica
de Oxigeno (DBO) del oérden de 40,000-50,000 mg/lt
1975) .

que es (Jelen,
P.; 1979 , HNieto, F.; El uso del suero liquido para la
elaboracién de bebidas alcohélicas y no alcohélicas atn no es muy
generalizado en muchos paises, asi como la fermentacidn para
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producir aAcido lactico, antibiséticos, vitaminas o para la

obtencion de proteina unicelular para consumo animal.
totales del suerc como

y animal ha sido 1la

La recuperacién de los s6lidos
ingredientes para la alimentaciédn humana
técnica mas usada por los grandes procesadores de suero. Los

métodos tradicionales incluyen : secado por aspersién o secado por

rodillos, concentracién del sueroc para consumc animal © produccidn

de suero concentrado dulce, otros métodoes incluyen cristalizacién

de la lactosa de sueros no tratados, por medio de la
desnaturalizacién por calentamiento o recuperaciédn de la grasa que

contiene el suero.

El elevado costo que
la necesidad de reducir la contaminacion ambiental vy
suero

representa <1 tratamiento de las aguas

de desecho,
la posibilidad de aprovechar la calidad de la proteina del

han dado lugar a numerosos estudios para industrializar este

subproducto, tal es el caso del presente trabajo =-n el cual se
utiliza polimero de guitosan obtenido de caparazédn de jaiba
mediante un método quimico para coaqular los s6lidos que

permanecen suspendidos en el Suero lacteo después de elaborar

queso panela (suero dulce) .
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Optimizar el método quimico
Caparazon

quitina a nivel

dr extraccién de
para obtener

der Jaiba,

partiendo del
sélidos

laboratorio
quitosan y su aplicacidn suspendidos en

suero proveniente del! proceso de queso panela.

para «oaqgular

OBJETIVOS PARTICULARES

OBJETIVO PARTICULAR 1
Determinar las
desmineralizacién y desproteinizacién

obtencién de quitina.

para las etapas de

condiciones adecuadas
para la

del polvo de jaiba,

OBJETIVO PARTICULAR 2

Establecer experimentalmente la desacetilacién de la quitina
para la obtencién de quitosan de jaiba.

OBJETIVO PARTICULAR 3
Establecer la concentracidén de guitoséan a utilizar para 1la

mejor recuperacion de sdélidos suspendidos en el suero de queso

panela.

La metodologia para el desarrcllo experimental realizado en
este trabajo se resume en el cuadro metodoldgico mostrado en la

figura 6.
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CALPITULO I

METODOLOGIA




2.1 IMPLEMENTACION DEL METODO QUIMICO Y OBTENCION
DEL POLVO DE CAPARAZON DE JAIBA

Para la obtencidn de guitina del caparazén da  jaiba, las
operaciones principales del método se adecuaron <de manera tal que
primero se removieron las sales minerales y posteriormente las
proteinas, estou difiere  de los métodos gquimicas establecidos
(Foster, A. y Hackman, R.; 1957) porque se observd de manera
experimental con el camardn, que las sales minerales
interfirieron en la determinaciédn de protaetnas 51 se realiza de
la forma convencional (Sixto, A. y Soto A.; 19%&6; .

Después de obtener la quitina del caparazdén de jaiba, la
desacetilacidn se llevd a cabo bajo hidrdlisis alcalina con NaGH

al 50% para obtener guitosan.

Durante la experimentacidn gue soe roealizo on es5te proyecto,
la molicnda de 1os caparazones se volvid una operacidn necesaria
debido a que las interacoiones guimicas de las nidrAlisis se ven

favorecidas cuando se utilizan polves <on un tamaio de particula

uniforme.
PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE POLVQ DE CAPARAZON DE JAIBA.

- Se lavéd y secd el caparazédbn de: jalba para reslizar una primer
molienda gruesa con ayuda de un molino para granos manual.

- Posteriormente se secd en una estuta con aire forzado MAPSA
Mod. HDP-334 con ¢l fin de eliminar la humedad de la materia
prima.

~ Por 4ltimo se realizé una molienda fina, con ayuda de un molino
de cuchillas MILLER Mod., utilizando la malla MNo. 20 de la serie
normalizada de Tyler y se determind el Diametro promedio de
particula del polvo obtenido.
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2.2 COMPOSICION QUIMICA DEL POLVO DE CAPARARGN DE
JAIRA .

Para establecer los criterios de control en las dos etapas
fundamentales en el método de extraccién de quitina
(desmineralizacién y desproteinizacién) se hizo necesario
determinar la composicién quimica inicial del caparazén de jaiba,
ya que los porcentajes de cenizas y proteinas se redujeron al
minimo posible.

TEACNICAS DE ANALISIS EMPLEADAS.

— DETERMINACION DE HUMEDAD A.0.A.C.; 1984 {(Anexo 1).

— DETERMINACION DE CENIZAS A.O0.A.C.; 1984 (Anexo 2).

-~ DETERMINACION DE PROTEINAS. METODO DESARROLLADO POR Takiguchi,
Y. y cols. 1987 (Anexo 3).

= DETERMINACION DE GRASA. METODO SOXHLET A.O.A.C.; 1984 {Anexo
4).

2.3 DESMINERALIZACION Y DESPROTEINISACION DEL
POLVO DE CAPARASCON DE JAIBA.

La optimizacién de la desmineralizaciéon y desproteinizacién
consistié en encontrar las mejores condiciones de acuerdo al
menor Costo y menor tiempo para oSbtener una quitina con la menor
cantidad posible de minerales y proteinas. Para evaluar el
efecto de las variables Y sus interacciones se utilizé 1la
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fraccién principal de un arreglo ortogonal factorial fraccionario
2%! de resolucién V (Ver Tabla 3).

Tabla 3. ARREGLO ORTOGONAL FACTORIAL FRACCIONARIO 2°' DE
ARRSOLUCION Vv

TRATAMIENTO 1 A 3 a B
T — — = = rY
F3 + - = = =
3 = + - -~ =
4 + + — - -+
5 = = e = =
r3 ry = + = -
7 = ES Py p s
8 ¥ - Y = =
E) - - - * -
10 * - + +
11 - + = - +
12 + + -~ + -
13 - - v + +
14 + — - .

15 - . - < p
16 + + . +

Los efectos calculados y sus alias se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. REFECTOS PRINCIPALES E INTERACCIONES Y SUS ALIAS DEL
DISENO 2°' DE RESOLUCION V

FACTOR 12245
1 2345
2 1345
3 124¢%
a 1235
S 1234
12 345
13 245
23 145
14 235
24 T35
34 12
15 234
25 1324
35 124
35 103




AMALISIS DR RESULTADOS PARA DESMINERALIZACION Y DESPROTEINIZACION

Cuando se analizan datos de disefos factoriales no

replicados, en ocasiones se observan interacciones de orden

superior. El1 uso de un cuadrado medio de error obtenido por
combinacién © agrupamiento de interacciones de orden superior es
casos. Un métocdo de analisis atribuido a

inapropiado en estos
Daniel {1959) constituye un método sencillo de supaerar  este

problema. Daniel sugiere graficar las estimaciones de los efectos
en papel probabilidad normal. Los efectos que son despreciables

se distribuyen normalmente, con media cero  y varianza o’, Y

tienden a ubicarse a 1o largo de una linea recta on esta grafica,
mientras gue los efectos

de cero y no se ubicaran en la linea recta (Montgomery,

significativos tendran medias distintas
D. 1991} .

VARIABLES (DESMINERALIZACION)

V.I.: Concentracién de 4acido c<lorhidrico, Tiempo, Temperatura,
Volumen de reaccibdn, Agitacidn.

V.D.: * de cenizas.

V.KR.: Interaccién de los efectos.

La experimentacién realizada en esta etapa se llevé a cabo

de acuerdo a los niveles establecidos en la siguiente tabla.

Tabla 5. WIVELRS DE VARIACION UTILIZADOS EN LA DESNIMERALIZACION

VARIABLE NIVEL 1 NIVEL 2
(bajo) |  (ato) |
Concentracidén de HC1l (%) 3 S
Temperatura (°C) 20 30
Tiempo (Hr) 1 3
Volumen de reacciédn 1:10 1:20
Agitacidén no 51
45
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PROCEDIMIENTO PARA DESMINERALIZACION

- Se pesaron ~ gramos de la muestra molida y seca en un vaso de

precipitados.

- Se agregd el volumen de 4&cido clorhidrico correspondiente a
cada evento de acucrdo al volumen de reacciédn y la concentraciédn.
— La hidrélisis de la muestra se realizé de acuerdo a  las
condiciones establecidas para cada evento.

realizaron lavados de la muestra hidrolizada

~ Posteriormente se

con agua destilada para eliminar el 4acido
secd a 60°C durante 24 horas

residual y alcanzar un
PH préoximo a 7.0: se eon una estufa
con aire forzado MAPSA Mod., HDP-334.

comportamienta de las hidroélisis se determinéd

— Para evaluar el
el porcentaje de cenizas de: cada uno de los eventos Yy se
establecidé como criterio de control
condiciones

(Anexa 2) .
= Una vez encontradas las Oplimas, se procedid a

toda la muestra, para proseguir con la etapa

desmineralizar
siguiente.

VARIARBRLES (DRSFROTEINIZACION)
Concentracién del hidrédxido de
Agqitacidédn.

V.I.: sodio, Tiempo, Temperatura,
Volumen de reaccién,
V.D.: % de proteinas.

V.R.: Interaccidn de los efectos.

Los niveles de variacién utilizados para la etapa de

desprotcinizacidn se muestran en la siguiente tabla.




Tabla 6. NIVRLRS DE VARIACION UTILIZADOS EN LA DESPROTEINIZACION

VARIABLE NIVEL 1 NIVEL 2
(bajo) (atto)
Concentracion de NaOH (%) 1 3
Temperatura (°C) amblente ebullicidbn
Tiempo (Hr) 1 3
Volumen de reaccién 1:10 1:20
Agitacidn no 33

PROCEDMIENTO DE DESPROTEINIZACION

- Se pesaron 7 gramos de la muestra desmineralizada y seca en un
vaso de precipitados.

- Se agregd el volumen de hidrédxido de sodio correspondiente a
cada evento de acuerdo al volumen de reaccién y la concentracién.
-~ La hidrélisis de 1la muestra se realizé de acuerdo a las
condiciones establecidas para cada evento.

- Posteriormente se realizaron lavados de 1a muestra hidrolizada
con agua destilada para eliminar el Acido residual y alcanzar un
PH proximo a 7.0:; se secd a 60°C durante 24 horas en una estufa
con aire forzado MAPSA Mod. HDP-334.

- Para evaluar el comportamiento de las hidrélisis se determinéd
el porcentaje de proteina de cada uno de los eventos y se
establecid como criterio de control (Anexo 3).

- Una vez encontradas las condiciones o&ptimas, se
desproteinizar toda 11a muestra, para
siguiente.

procedid a
preseguir con la etapa
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2.4 DESACETILACION DE LA QUITINA COBTENIDA

VARIABLRS :
V.XI.: Concentracién del hidréxido de sodio, Tiempo, Temperatura,
Volumen de reacciédn, Agitacion.
V.D.: Solubilidad en acido acético, viscosidad.
V.R.: Grado de desacetilacion.

La quitina obtenida en las etapas anteriores se¢ desacetild
para obtener quitosadn bajo 1os niveles de variacién mostrados en

la tabla siguiente

‘FTabia 7. WIVELES DE VARIACION UTILIZADOS KN LA DESACETILACION.

VARIABLE NIVEL 1 NIVEL 2
(bajo) (alto)
Concentracién de NaOH (%) 50(p/v) L0 (p/p)
Temperatura (°C) 100 ebullicién
Tiempo (Min.) 30 60
Volumen de reaccién 1:10 1:20
Agirtacidén - no 51

PROCEDIMIENTO DE DESACETILACION DE LA QUITINA

- Se pesaron S gramos de la muestra seca desmineralizada y
desproteinizada en un vaso de precipitados.

- Se agregd el volumen de hidréxido de sodio correspondiente a
cada tratamiento de acuerdo al volumen de reaccién b’ la
concentracién.
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- La hidrélisis de la muestra se realizé de acuerdo a 1las
condiciones establecidas para cada tratamiento.
realizaron lavados de la muestra hidrolizada

- Posteriormente se
Y alcanzar un

con agua destilada para eliminar el Acido residual
pPH préximo a 7.0:; se secd a 60°C durante 24 horas en una estufa
con aire forzado MAPSA Mod. HDP-334.

se obtuvieron los rendimientos

- Se pesd 1la muestra final y
totales de la extraccién de quitosan del polvo molido de jaiba.

2.5 PRURKBAS CUALITATIVAS A LOS QUITOSANES

QBTENIDOS

los 16 quitosanes bajo las diferentes

Cuando se obtuvierocon
s¢e realizaron pruebas

condiciones establecidas para cada evento,
sirvieron para tener registro

cualitativas de solubilidad que nos
para la

de las caracteristicas de los que se utilizaron

coagulacién de los sélidos del suero de queso panela.

PROCEDIIENTO PARA SOLUBILIDAD.

— Se pesaron 0.25 g de cada uno de los 16 guitosanes obtenidos

después de la etapa de desacetilacién, y se depositaron dentro de
tubos de ensayo de S0 ml.

-~ Se agregaron 10 ml. de Acido acético al 0.5% (v/v).

Cada uno de los tubos de ensaye se mezclaron por agitacién a
para obtener una solubilizacién en frio.

temperatura ambiente,
— A las muestras que no presentaron solubilizaéibn en frio,
mediante un bafic maria GRANT

sSe

les aplicé un tratamiento con calor,
¥ad. 18 a ebulliciédn para intentar solubilizar el quitosan.
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- Se registraron los resultados obtenidos para los 16 quitosanes.
- Los pasos anteriores se repitieron, pero esta vez se utilizd
una soluciédn de Acido acético a 1.0% (v/v) de concentracidn.

Una prueba que se realizdé a los gquitoesanes Jue solubilizaron
fue la medicién de la viscosidad a temperatura amba:aonte, la cual
fue un pardmetro de referencia de las propiedades funcionales

obtenidas.

PROCEDIMIENTO PARA MEDIR VISCOSIDAD

- Se prepararon S0 ml. de solucidén de cada quitosan que
solubilizé en una concentracién de 0.5%, utilizando acido acético
al 1%. (HONG y MEYERS: 1989).

- Se homogenizé cada muestra con agitaciédn vigorosa y constante,
evitando que se formaran grumos.

~ Se dejd reposar cada una de las muestras hasta que desaparecis
el aire ocluido.

— Se tomarcon 30 ml. ¥y se midid la viscosidad directamente en un
viscosimetro Brookfield digital METTLER TOLEDO Mod. kM 180
utilizando el huso No. 1.

— La viscosidad de las muestras se midié a temperatura ambiente

{aprox. a 21°C).

2.6 ELABORACION DE CURVA PATRON DE ABSORBANCIA.

Para poder tener un criterio cuantitative en la seleccién
del guitosan que mejor funciona al coagular los s6lidos de suero
de queso panela, se tomé como base la absorbancia del 1liquido
sobrenadante, ya que debido a la falta de un turbidimetro se
buscé otra alternativas.



PROCEDIMIENTO PARA ELABORACION DE UNA CURVA PATRON DE
ABSORBANCIA.

- Se tomdé una alicuota del suero de queso panela recolectado vy
se realizé6 una serie de diluciones, deusde 0.00 hasta 22.0% de

concentraciédn, a intervalos de 2%,

- Se homogenizaron todas las muestras mediante agitacidn vigorosa
y constante.

— Para medir la absorbancia de cada concentr-cidn se

espectofotémetro SHIMADZU Mod. UV-150-02, utilizando una longitud

utilizé un

de onda de 610 nm. y una celda de 1 cm. de longitud.
— Se registro cada una de las lecturas que se realizaron por
triplicado, se realizdé un analisis de varianza simple Yy Sse
construyd una curva patrén de la concentracidén de sdlidos de

suero de queso panela vs. Absorbancia.

2.7 COMPOSICION QUIMICA DEL SUERO DE QUESCO PANKELA

Al suero recolectado se le efectud un analisis para
determinar su composicidn quimica para tener una referencia
inicial de 1los componentes que sSe recuperaron con el uso del

quitosan

TECNICAS DE ANALISIS EMPLEADAS.

— DETERMINACION DE CENIZAS A.O.A.C.; 1984 (Anexo 2).

— DETERMINACION DE HUMEDAD A.O.A.C.; 1984 (Anexo 5).

— DETERMINACION DE PROTEINA. METODO MICROKJIELDAHL A.0.A.C. ;1984
(Anexo 6).

~ DETERMINACION DE GRASA. METODO GERBER A.O.A.C.: 1984 (Anexo 7)
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DETERMINACION DE LACTOSA. METODO DE LANE EYNON A.O0.A.C.:; 1984

(Anexoc 8).
2.8 PRUKBAS DE COAGULACION

VARIABLES
V.I.: Concentraciétn de quitosan.
V.D.: sobrenadante.

V.R.: % Sélidos coagulados.

Absorbancia del liquido

PROCEDIMIENTO PARA LAS PRUEBAS DE COAGULACION.

- Se recolectéd el suero de queso panela en contenedores limpios y
secos de 2 litros y sSe mantuvieron almacenados a una temperatura
de 3 dias.
suero a 6.0 en
usando NaOH 1N.

en acido acérico, se

de 3-5°C por un maximo
- Se ajustd el pH del
realizaron las pruebas de coagulacién

— De los B quitosanes que solubilizaron
de la siguiente manera:

el momento en Qque se

prepararon soluciones l1g de quitosan/100
ml de Acido acético al 2% a temperatura ambiente,

Se dejarcon reposar las soluciones de quitosan con
manteniendo tapados los vasos de

- el fin de que

se disipara el
precipitados utilizando una pelicula de polietileno.
- Para cada uno de los 8 guitosanes gque sSolubilizaron se prepard

una serie de 6 vasos de precipitados de 250 ml conteniendo 100 ml

aire ocluido.

de suero de queso panela bien homogenizado.
— Cada serie de vasos se identificéd adecuadamente y se procedid a
agregar el quitosan de acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla 8. PRUKBAS DE COAGULACIGON

Vaso No. ml de quitosan Concentracidn de
quitesan (mg/lt)
1 3.5 3450
2 4.5 450
3 5.5 S9%0
q 6.5 €50 ]
5 7.5 750
[ 8.5 850
esto se repitio para cada uno de los B8 quitosanes que

solubilizaron.

- Cada vaso de precipitados se homogenizd usando un  agitador
magnético y una parrilla CORNING Mod PC-320. & una vaelocidad de
120 rpm durante 3 minutos y posterzormente a 30 rpm dJdurante 2
minutos.

- Posteriormente se deljaron reposar cada una de las muestras
durante una hora y se tomdé una alicuota del sobrenadante para
medir la absorbancia en un espectofotémetro SHIMADEU Mod. UV-150-
02, utilizando una longitud de onda de 610 nm. y una celda de 1
cm. de longitud.

— Se registr6 cada lectura de absorbancia obtenida por triplicado
Y Se compard con la curva patrédn de la concentracién de sé&lidos
de suero de queso panela vs. absorbancia para obtencr el % de
s6lidos suspendidos en el 1liquido sobrenadante después de 1la
coagulacién de los mismos con el quitosan.

— Con base a los resultados de absorbancia obtenidos, se eligidé
el quitosan gque coaguld mas sdalidos suspendidos en el sueroc de
queso panela.

- Con el quitosan que se eligié se realizd una prueba mas de
coagulacién de acuerdo con la siguiente tabla:
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Tabla 9. SEGONDA SERIE DE PRUEAAS DE COAGULACION

No. de vaso ml. de gquitosan Concentraciédn (mg/lt)
1 Q 300

3%0

400

450

500

SS0

3.
3.
4.
4

S.
S.

o v Al W N
¢ O w o] W

Se eligié la concentiraciédn de quitosan que mejor funciond en la

coagulacidén de sbdlidos suspendidos de suero en base a los

resultados de absorbancia obtenidos del liquido sobrenadante, los

cuales fueron interpolados en la curva patrédn y de esta manera se

obtuvieron los porcentajes de sélidos recuperados.

- Con la concentracidn elegida se realzé ura prueba de

coagulaciédn utilizande un litro de suero de queso panela para
obtener la cantidad de s&lidos suficientes para realizar un

ana&lisis de la composic:ién quimica de 1os mismos.

2.9 COMPOSICION QUINMICA D ros SOLIDOS
RECUPERADOS

Se planted la realizacidén de técnicas de analisis a los
sélidos recuperados para tener una base de la
Y punto de comparacién de lo que fue posible

del quitosan.

camposicidén quimica
recuperar por medio




TECMICAS DE ANALISIS UTILIZADAS.

«~ DETERMINACION
-~ DETERMINACION
- DETERMINACION
(Anexo 6) .

- DETERMINACION
- DETERMINACION
(Anexo 8).

DE CENIZAS A.O0.A.C.; 1984 (Anexo 2).
DE HUMEDAD A.O0.A.C.; 1984 (Anexo 5).
DE PROTEINA. METODO MICROKJIELDAHL A.O.A.C. 71984

DE GRASA. METODO GERBER A.0.A.C.; 1984 (Anexo 7)
DE LACTOSA. METODO DE LANE EYNON A.O.A.C.; 1984
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3.1 METODO QUIMICO Y OBTENCION DE LA MATERIA
PRIMA

Se analizaron las ventajas de diferentes métodos, y de
acuerdo con la naturaleza de la materia prima se establecis el
reportado en la figura 7, en la cual se

muestra que la hidrolisis Acida se realiza primero porque los
minerales interfieren para la ectapa de desproteinizacidén, y de

la remociétn de proteinas ; en relacién con
la literatura el método de la Figura
se basa en hidrélisis acidas y
tales como el

método de extracciodn

esta forma se mejora
otros métodos reportadaos en
7 es mas sencillo debido a

alcalinas sin involucrar otros
formaldehido, etc.

el caparazdén

que
compuestos quimicos

EDTA, alcohol etilicao,

En base a dicho método,
después se procedid a
para obtener en primera

de jaiba se lavd y secd
al sol por 2 dias, realizar una meolienda
gruesa con un molino manual para granos,

producto no homogéneo de particulas grandes.

instancia un
Posteriormente se secd el producto de
hora a

la primer molienda en una
100°C para eliminar el

estufa con aire forzadeo durante 1
molino de

excesc de humedad y se realizd una molienda fina con un
No.20.

cuchillas con ayuda de un tamiz de malla
procedid a realizar la

Al finalizar la molienda, se

determinacién del diametro de particula promedio que
reportan que el tamano de

de 0.4C mm , algunos investigadores
encuentra

particula del polvo de caparazén de camardn gque se
entre 0.85-0.25 mm. influye en la etapa de desproteinizacién,
mientras que no sucede lo mismo con la desmineralizacién (Cosio,

I. ¥ cols.; 1982).

resultd ser *



FIGURA 7. METODO QUINICO DR ERTRACCION DE QUITOSAN A PARTIR DE
IJAIBA

MATERIA PRIMA

(CAP. 74N DE JAIRA)
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3.2 COMPOSICION QUIMICA D& LA MATERIA PRIMA

Los resultados de los andlisis de la composiacidan quimica
general de la materia prima que sSe oebtuvieron se encuentran

reportados en la tabla 10.

CMIPOSICION QUDHOCA DEXL POLVO DE CAPARAZON DE JAIBA.

Tabla 10.
ARALISIS QUIMICO PORCENTAIE
Cenizas €3.45
Kjeldahl (N _Total) . 16.11
Grasa 0.1
Humedad 8.7
CHOS (Diforencial 11.64

Se encontré referencia sobre un método desarrollado en

Japén, en donde se reporta una técnica para determinar el % de
proteina en productos quitinosos {mezcla proteilna-quitina en

crusticeos), la cual se utilizd para la determinac:adn de proteina
del caparazon de jaiba y se utilizé come técnica de control en la

etapa de desproteinizacion (Takiguchi, Y. y cols.: 1987)

3.3 DESMINERALIZACION DEL FPOLVO DE CAPARAEZON DE
JAIBA.

En la tabla 11 sSe muestran los datos correspondientes a las

determinaciones del porcentaje de cenizas (Anexo 2) obtenidos en

cada uno de los 16 eventos realizados con el fin de remover los

minerales presentes en el caparazédn de jaiba.



ANALISIS DE REMOCION DE CEMIZAS (PRIMER DISKHO)

Tabla 11.
TRATANIENTO % DE CENIZAS RESIDUAL 3 CERIZAS REMOVIDAS DEL

‘TOTAL

1 60.6 4.4

2 58.0 8.5

3 63.4 0.0

4q 8.0 8.5

5 62.4 1.6

[3 54.6 13.9

7 63.4 0.0

8 57.4 9.9

9 57.8 8.9

10 41.0 35.3

11 59.2 6.6

12 40.0 36.9

13 59.4 6. 2

14 41.6 34.4

15 57.0 10.1

16 38.0 40.1

Contreol de % Cenizas= 6€3.45
El criterio de optimizacibdn para esta eltapa fue el

porcentaje de cenizas removidas en el caparazédn de jaiba, como se

los resultados no alcanzaron el ¥ de
niveles de las variables no
La

observa en la tabla No. 11
lo tanto los
alcanzar el objetivo planteado.
de los efectos indicd que las

cenizas buscado, por
fueron los adecuados para
grafica de probabilidad normal
influyeron en dicha etapa fueron concentracian

variables que mas
{grafica No. 2), eso

de Aacido clorhidrico y volumen de reaccidn

andlisis de varianza gue sSe muestra en la

se comprobd con el
tabla 12.
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Tablae 12. ANOVA D8 LOS EBFECTOS DE LA CONCENTRACION DR

ACYDO
CLORSIDRICO ¥ VOLUMEN DE REACCIGN.
EFECTO GRADO DE | CUADRADOS | GRADOS DE | CUADRADOS NIVEL p
LIBERTAD MEDIOS LIBERTAD MEDIOS
DEL ERROR | del error
Conc. De HC1 1 583.22 12 2.55 .000000
Volumen de 1 464.40 12 2.55 .000000
reaccién
nteracciéon de 1 147.62 12 2.55 .000006
ambos
Nota:

generalmente si p es menor a 0.05,

se considera un efecto
significativo.

Se construyé la grafica No. 3, donde sSe muestran las medias

de la interaccién de la Concentracién de HCl y el Volumen de
reaccién.
En base a lo anterior se replantedé un nuevo experimento con

arreqgqlo de superficie de respuesta del tipo 2 aumentado en un

punto central con 5 repeticiones gue se muestra en la tabla 13
con las variables significativas.

Tabla 13. SEGUMDO DISERC PARA LA DESMINERALIEACION

VARIABLE NIVEL -1 ] NIVEL 0 | NIVEL 1
Concentracioén del acido clorhidrico (%) S 15 1§ 25
Volumen de reaccion 1:20 1:30 1:40

Mota: la Temperatura se mantuvo a 30°C,

el Tiempo a 1 hora vy
todos 1los eventos se

realizaron sin Agitacién; lo
corresponde al nivel mas

condiciones y se manejaron
significativo.

anterior

practico para trabajar con estas

asi porque no tuvieron un efecto



Grafica No. 2

Gréfica de probabilidad normal de jos efectos de ias
variables independientes sobre el % de minerales
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% DE CENIZAS

Grafica No. 3.

Grafica de medias
Interaccion [HCI] - Volumen de reaccidn
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Al término de la experimentacidn bajo las
se obtuvieron los
de los 9 eventos

Tabla 14.

nuevas condicliones
de remocidén de cenizas de cada uno

la tabla 14.

resultados
presentados en

ANALISIS DE REMOCION DE CENIZAS (SEGUNDO DISENO)

TRATAMIENTO 8 CENIZAS RESIDUAL % CENYZAS REMOVIDAS
DEIX. TOTAL
1 39.8 37,2
2 o.8 9d .7
3 1.0 98.4
4 1.0 98 .4
5 1.0 98 . 4
[3 1.0 98 .4
7 o.8 98 .7
8 1.0 94. 4
9 1.0 48 .4

El analisis
el efecto significativo de las
volumen de reaccion,

Tabla 15.

del e con?irméd

de HTL vy

diseno de superficie respuesta
Coencentracion

15.

variables

mostrado en la Tubla

ANALISIS DE VARIANZA DEL DISENO DE SUPERFICIE DE

RESPUESTA.
EFECTO SUMA DE GRADOS DE | CUADRADOS F P
CUADRADOS | LIBERTAD MEDIOS
CURVATURA 126.75 1 126.75 6337 .50 -007996
CONCENTRACION 380.25 1 380 .25 19012.%0 -.004617
HC1
VOLUMEN DE 372.49 1 372.49 18624 .50 . 004665
RERCCION
INTERACCION 380.25 1 380.25 19012.50 -004617
DE AMBOS
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Los parAmetros estimados para el modelo de primer orden, su

error est4dndar y la prueba t respectiva se muestra en la tabla

16.

Tabla 16.PARAMETROS ESTIMADOS

EFECTO COEFICIENTE ERROR t(l) NIVEL p
DE REGRESION ESTANDAR
Concentraciodn -9.7500 -0707 -137.88 .004617
de HC1
Volumen de -9.6500 -0G707 -136.42 .004665
reacciéon
Interaccién $.7500 .0707 137.88 .004617
de ambos

Sin embargo, ya Que e¢n las condiciones dol oexperimento se
obtuvo el valor deseado de menos del 1% de <cenizas, ya no se
utili=zé la superficie de respuesta para buscar este 4ptimo, solo
se selecciond el tratamiento de menor costo.

En base a lo anterior las condiciones Optimas para la

desmineralizacién serian:

- Concentracién de acido clorhidrico = 5%
- Temperatura = 30°C.

~ Tiempo = 1 hora.

- Volumen de reaccidén = 1:40.

-~ Agitacidén = no.

Bajo las condiciones establecidas como Sptimas para la
desmineralizacién del polvo de caparazén de jaiba, se procedid a
hidrolizar el total del polvo obtenido de la molienda.




3.4 DESPROTEINIZACION DEL POLVO DE CAPARAZON DE
JAIRA.

En la tabla 17 se muesntran lus datas correspondientes a las
determinaciones del porcentaje de proteinas (Anexo 3) obtenidos
en cada uno de los 16 evaentos realizados con el fin de remover
las protelinas presentes en el caparazén de jaiba previamente

desmineralizada.

Tabla 17. ANALISIS DE REMOCIGN DE PROTEINA (PRIMER DISERO) .

EVENTO % PROTEINMA RESIDUAL % PROTRINA REMOVIDA
DEIL TOTAL
1 8.05 50.0
2 6€.95 56.8
3 1.5%8 90.1
4 0.47 97.0
S 8.05 50.0
6 6.47 9.8
7 0.86 94.6
8 0.1% 99.0
9 7.90 50.9
10 7.58 2.9
11 1.26 92.1
12 0.47 97.0
13 5.21 57.6
14 6.45 59.9
15 0.00 100.0
16 0.00Q 100.0
Control de % proteina = 16.11

El criterio de optimizacién para esta etapa fue disminuir el
¥ de proteina hasta el menor nivel posible presente en la materia
prima desmineralizada previamente, lo cual fue obtenido

directamente en 2 de los 16 eventos realizados, por lo tanto se
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obtuvieron muestras de quitina libre de proteinas
necesario elaborar un segundo diseno.

y no fue

La grdfica No.4 muestra la probabilidad normal de los
efectos en la que se puede observar gue la temperatura fue el
factor que mas influydé en la desproteintzacidédn del

caparazé4n de jaiba.

polvo de

Se establecieron como condiciones Gptimas para la
desproteinizacidn, las siguientes:

Concentracién de hidréxido de sodio = 1%

- Temperatura = Ebullicién (121°C aprox.)

- Tiempo = 3 horas

— Volumen de reaccién = 1:20

- Agitacién = si. )

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas se procedid a
la completa desproteinizacion de la muestra ya desmineralizada,
con lo cual se obtuvo finalmente la quitina gue

Posteriormente se
desacetildé para obtener quitosan.

3.5 DESACETILACION DE LA QUITINA.

Se llevaron a cabo los eventos establecidos bajo las

condiciones reportadas, obteniendo finalmente el polimero de
quitosan con diferentes propiedades
wviscosidad Y solubilidad en acido

evaluaron de forma cualitativa

fisicas como color,
acético, las cuales se
Y se reportan en la tabla 18.



Grafica No. 4

Grifica do probabilidad normal de los efectos de las
vanables independientes sobre el % de proleina
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Grafica No. 5. Comportamiento reolébgico deol
Quitos&n No. 2
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Tabla 18. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CUALITATIVAS DE LOS 16

QUITOSANES
EVENTO COLOR CH;OO0H al CH,COOH al VIscC.
0.5% 1.0% APARENTE
(Cps)
1 Rosa No soluble No soluble -
2 Bianco Soluble Solubla 40
3 Rosa No soluble NO soluble -
4 Blanco Soluble Soluble 300
E) Rosa No soluble No soluble -
© Blanco Socluble Soluble 320
7 Rosa No soluble No soluble -
8 Blanco Scluble Soluble 230
9 Rosa No soluble No soluble -
10 Blanco Soluble Soluble 300
11 Rosa No soluble No soluble -
12 Blanco Soluble Soluble 360
13 Rosa No solublic No soluble -
14 Blanco Soluble Soluble 460
15 Rosa No soluble No scoluble -
16 Blanco Solubie Soluble 210

Se observd que la obtencidn de quitosan s5cluble Se vio
influenciada por la utilizacién de NaOH preparado al 0% (p/p) ¥y
Se tuvo un tiempo corto en comparacidn con los tiempos reportados
por Hong y Meyers, que son del orden de dias utilizando también
NaOH al 50% (Hong, K. y Meyers, S.; 1995).

Los 8 quitosanes gque no solubilizaron presentaron coloracién
final en la muestra debido a que algunos pigmentos propios del
caparazén de jaiba no se removieron después de la hidrélisis.

Como dato complementario so realizé una caracterizacién
reoldgica al quitosan que presentd la mayor viscosidad,

presentando el comportamiento mostrado en la grafica No. & Dicho
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quitosan resultd ser un fluido de la potencia con un valor de n=
0.78, por lo que corresponde a un flutdo pseudoplidstico, «<on un
(K} de 0.16 pPa.s"

indice de consistencia
L. maneyaron los

de coagulacidon e

prueba

Para realtzar 1las
quitosanes que solubilizaron tdentificandolos Ten ] namero
correspondiente a cada uno (Q., Quo-.-» Qi)

el rendimiento total para

Por nltimo se¢ puede mencionar qus:

de extracciédn del quitosan,

obtenido de acuerdo a la

el proceso
figura 7 fue de 11.0%, es5 dec:ir que K3. de polvo de
obtendran 110 3 de quitosdn soluble

caparazén de jaiba molido,
en acido aceético.

por cada

5e

3.6 COMPOSICION DEL SUKRC DE QUESO PANELA Y
PRUKBAS DE COAGULACION

utilizd para realizar las
solubilizado en 4acido
la FESC Campo 4 y

se

El suero de queso pancla gue
pruebas de coagulacidn con el quitosan

acético se recolectd del Taller de LActeos de
se mantuvo en refrigeracién de 3-5 °C por un periodo no mayor a 3
dias para evitar un excesc de acidez en el
general del suero

suaero.
La composicidén quimica utilizado se

reporta en la tabla 19.

Tabla 19.COMPOSICION QUINICA GEMERAL DEL SUKRO DE QUESO PANKLA .

AMALISIS QUIMICO PORCENTAJIE
Humedad 93.53
Proteina 0.81
Cenizas 0.51

Grasa 0.65
Lactosa 4.5




Los datos de la tabla 20 muestran que el suero de queso

panela conserva aun ciertos componentes factible:. de ser
recuperados para aprovechar este subproducto de 1la industria
lactea.

Las soluciones de quitosan para la coaguliacidn de los
s&lidos se prepararon en el momento de realizar 1las pruebas
debido a que el quitosan sufre un proceso de degradacion conforme
transcurre el tiempos en 1978 Moorijana demostréd que la
viscosidad Yy la capacidad de las soluciones de quitosan para
coagular se ven afectadas por «1 tiempo de almacenhiamiaento debido
probablemente a la agregacién de macromoléculas de qgulitosan y
degradacién parcial del quitosan por el acido acético de las
soluciones.

Se midieron absorbancias a A= 610 nm del liquido
sobrenadante del suero y se extrapolaron en la curva patrén
(Grafica Ho. (=} para obtener los porcentajaes de sélidos
recuperados en la primera serie de eventos de coaqulacién con las
diferentes concentraciones de quitosan, los cuales se presentan
en la tabla No. 20.

Tabla No. 20. PORCENTAJIR DE SOLIDOS RECUPERADOS DE LA FPRIMERA
SERIE DE EVENTOS DE COAGULACION A DIFERENTRS CONCENTRACIONES DE

QUITOSAN.

Mo. de Q. 350 mg 450 mg 550 mg 650 mg 750 mg 650 mg
2 92.0 94 .6 94 .13 85.0 85.0
4 90.0 94.3 93.2 88.2 79.5 --
6 66.2 91.9 94.1 88.8 84.0 -
8 89.0 B9_S 94.7 94.0 30.0 -
10 -— 77.0 B8Y .0 92.0 93.1 88.2
12 - 76.8 86.0 91.0 92.3 83.8
14 76.2 B84.6 9i.8 90.6 94.3
16 -— 79.6 88.1 93.9 96.5 88.2




Grafica No. 8 Absorbancia vs Concentracion de susp de
SUSro de quUeso panela
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£n base & los resultados anteriores se eligié 1 quitosan

coagulacién de sbdlidos
de suero de queso panela, asto  se realizd

No. 2 como el que funciond mejor para la

con la base de la

obtencién de la menor absorbancia del liquido snobroanadante  del

suerc a una A- 610 nm cuando sc uti1li1z6 la menor <antidad de ml.

de la solucidn de quitosan y se compard con la gratfica No.6& que
muestra la curva patrén construida con el suero de queso panela
en donde el contenido total de sé6l:dos

suspendidos se toma como
100%.

La tendencia general de la tabla 20 es gue a medida gque el
a 8.5 ml (850 mg? el
espectofotémetro no registra lectura y comienza a presentarse el
fenétmeno de resuspension de sélidos.

volumen de quitosAdn agregado se acerca

Posteriormente se utilizéd el quitosan No.2 para realizar
una segunda seri1c¢c de pruebas de coagulacién cerrando el intervalo

de volumen aplicado a 0.5 ml (Tabla 21}.
Tabla 21. PORCENTAJE DE SOLIDOS RECUPERADOS DE LA SEGUNDA SERIE
DE EVENTOS DE COAGULACION A DIFERKNTES CONCENTRACIONES DE
QUITOSAN No. 2.

350 =g 400 mg 450 mgy

500 mg 550 mxg
92.0 98.0 94.6

94.5 94.3

La grafica No. 7 muestra de forma clara que

la concentracién
ideal a utilizarse para

la coagulaciédn de sdlidos

de suero de
queso panela a pH=6.0 es 400 mg/lt de sueroc de gquesc

pancla.
Los resultados obtenidos de la concentracién de

quitosan por
litro de suero de gqueso panela no

Se encuentran muy alejados de
los reportados por otros autores utilizando guitosan de diferente
fuente tal como lo demuestra el

estudio realizado en 1989 por
Hong, K. y Meyers, S.

en donde recuperan sélideos de efluentes de

desecho del procesamiento de camarédn utilizando 150 mg/1lt de
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quitosan (proveniente de cangrejo) bajo un pH= 6.0, con lo que se

redujo la turbidez de los efluentes en un 97% y recuperando hasta

un 27% de proteina cruda.

3.7 COMPOSICICON QUIMICA Fo ] ZOS SOLIDOS
RECUPERADOS
En la tabla 22 se presentan los resultados de la composicidén

quimica general de los sd4lidos recuperados después de separar el

liquido en la prueba de coagulacidn.

Tabla 22. COMPOSICION QUIMICA GRWERAL DR LOS SOLIDOS RECUPRRADOS

ANALISIS PORCENTATE
Humedad 89.0
Proteina 2.3
Grasa 3.4
Lactosa 5.7
Cenizas 0.6

El rendimiento obtenido de los sélidos recuperados con quitosan
2 usado en una concentracién de 400 mg/lt de suero es de 4.9

No.
gr. de sélidos suspendides por cada 100 gr. de suero de gqueso
panela.

Los datos obtenidos de la composicién de los sélidos de
suero de gueso panela muestran gque este subproducto de 1la
industria 1l&ctea todavia conserva un valor potencial para el
aprovechamiento de componentes de importancia nutricional.

La composicidén de los sélidos recuperados nos indica que los
caomponentes en mayor porcentaje a excepcién de la humedad son
grasa, lactosa y el porcentaje proteina gque se obtuvo, lo que nos
da pie a proponer que los s6lidos pueden ser utilizados como
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complemento alimenticio para animales siempre y cuando se realice

una evaluacién nutricional:; por otro lado las pequenas cantidades
de quitosan presentes on dichos s56lidos no tienen efectos
adversos en los valores nutricicnales dex los componentes
recuperados de efluentes de
autares (Bough, D. y Landes,

desecho de procesos alimenticios, tal
como lo sostienen algunos W.:; 1976) .

En general estos resultados decmuestran que £l quitosan es5 un
coagulante efectivo para la reduccién y recuperaciéon de sbdélidos
provenientes de los efluentes de varios proceso de alimentes, lo
que concuerda con estudios como el realizado por Hye, K.; Ji, S.5
s. en 1994 donde se utilizd gquitosan de

Hong, K. y Meyers,
un pH= 5.8

cangrejo en una cantidad de 300 mg/lt de efluentes a
Yy recuperar sdlidos de origen protéico de
un tipo de sSoya que se
En dicho estudio

para coagular
efluentes del procesamiento de Tofu,
consume tradicionalmente como alimento en Corea.

disminuciédn de la turbidez del 97% después de

reportan una
cocagular con el quitoesaAn.

76



CONCLUSIONES

Los rendimientos de las hidré6lisis a nivel experimental
pueden mejorarse mediante el emplec de centrifugacion de las
muestras en la etapa de lavados, vya que el tiempo para la
sedimentacién es muy largo, Yy esto atrasa la dinamica del
proceso.

Cuando se agrega al polvo de caparazén de jaiba el volumen
de reacciédn de aAcido clorhidrico en la etapa de desmineralizacién
se observ®d un abundante espumado, por 10 gue el mejor orden de
adiciédn fue:

- Colocar la mitad del total de volumen de reaccién en el vaso de
precipitados.

- Agregar el total de la muestra a desmineralizar, dejar
reacclionar hasta observar una disminucién de la espuma.

- Terminar de adicionar el volumen de acido escurriéndolo por las
paredes para que reaccione el total de la muestra, el tiempo de
reaccién se toma a partir de ese momento.

Durante las hidrélisis de la etapa de desproteinizacién fue
necesaria la ayuda de un equipo de condensacidn a nivel
laboratorio, para evitar la pérdida por evaporacién del volumen
de reaccién, el cual debe mantenerse constante durante el tiempo
de hidrélisis, esta condicién fue valida para la etapa de
desacetilacién.

DESMINERALY ZACION

Los efectos significativos que influyeron en la
desmineralizaciétn fueron la cconcentracidn de &cido clorxhidrico,
el wvol de idn y 1a interaccidén entre ambos. Las

condiciones encontradas para obtener menos de 1% de cenizas en la
quitina fueron: concentracién de dcido clorhidrico - S8,
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tesperatura = 30°C, tiempo = 1 hora, volumen de reaccidén =~ 1:40 y

oin agitacidn.

DESPROTEINIZACION

En la etapa correspondiente a
determinar que la temperatura fue la variable que mas influyd.
Las condiciones encontradas para obtener menos del 1% de proteina
fueron: concentracién de hidréxido de sodio = 18, temperatura =
abullicidn (121°C), tiempo = 3 horas, volumen de reaccidén = 1:20

¥y ocon agitacidn.

la desproteinizacidén se pudo

DRESACETILACICN
En cuanto a la etapa de desacetilacidén se observé que en la

obtenciotn de quitosan soluble influye la utilizacién de NaOH al
50%, ya que de los 16 quitosanes, 8 resultaron solubles y 8 no
fueron solubles.

Como dato complementario
reoldgica al gquitosan que presentd la mayor viscosidad entre los
solubles, presentado un comportamiento de fluido de la potencia
(n=0.78, por lo tanto es pseudoplastico) con un indice de

se realizé una caracterizacién

consistencia K= 0.16 Pa.s".

COAGULACION DR SOLIDOS DE SUERO

En cuanto a las pruebas de coagulacidén gque se realizaron con
los - quitosanes solubles, se utilizaron [ diferentes
concentraciones desde 3.5 mg/lt hasta 8.5 mg/lt, midiéndose las
absorbancias del liquido sobrenadante y comparandose con la curva
patrén elaborada, con lo anterior el quitosan No. 2 resultéd ser
@l mA&s adecuado presentando la menor absorbancia del liquido
sobrenadante después de la prueba de coagulacién.

Posteriormente se realizd una segunda prueba de coagulacién
exclusivamente para el quitosan No. 2 manejandose concentraciones
desde 3.5 mg/lt hasta 5.5 mg/lt, con lo que se oObservé que
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concentracién de 400 mg/lt es la ideal para coagular sélidos de
suero.

Por ultimo sSe realirzaron analisis de composiciédn quimica a
los sbélidos de suern de queso rocuperados con quitosan de jaiba
dando como resultado un rendimiento de 4.9 gr de sédlidos
suspendidos por cada 100 gr de suero con la siguiente composicién
quimica:

Humedad=89.0%; Proteina=2,3%; Grasa=3.4%; Lactosa=4.7%;
Cenizas=0.6%,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo pueden
Servir como punto de partida para la realizacién de otras
experimentaciones cuya finalidad sea la evaluacidén nutricional y

funcional de los s6lidos recuperados con guitosan del caparazén
de jaiba.



SUGERENCLAS

Realizar un analisis
desacetilacidn,
determinacion.

infrarrojo para conocer el grado de
ya que en el presente trabajo no fue posible su

Realizar un aminograma de los sblidos recuperados del

suero
de queso panela para conocer su calidad

nutricional y 3justificar
81 es posible usarlos como forraje alimenticio para el ganado.

Llevar a <cabo pruebas de cocagulacidén con
sueros de diferentes tipos de queso para saber si es posible su
aplicacién en la industria de quesos en general.

Utilizar el quitosan

una mezcla de

obtenido de polvo de caparazdn de jaiba
para la cocagulacidbn de sblidos de

efluentes de diferentes
procesos de alimentos.

Evaluar la posible aplicacion del quitosan obtenido del

polvo de caparazén de jaiba como agente espesante y emulsificante
para la elaboraciédn de productos alimenticios o como fungicida y

antimicrobiano en el recubrimiento de frutas

Yy hortalizas para
alargar su vida de anaguel.
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ANEXOS

AMEXO 1. DETERMINACION DE HUMEDAD. METODO

POR ESTUFA.
PUMDAMENTO
Esta determinacidn

se basa en la

evaporacién del agua libre
que se encuentra presente en

la muestra.

MATERIAL Y EQUIPO

- Estufa. - Capsulas de porcelana
- Desecador. o aluminio.

Balanza analitica. - Pinrzas para crisol.

~ Espatula.
PROCEDIMIENTO
Llevar una

capsula a peso
600°C. Pesar

constante, en una mufla a 500-
peso constante de
colocarla en la
peso de la capsula no vartite.

en la capsula a 3-5 gramos de
muesta homogenizada, estufa a 100°C hasta que el
Sacar la capsula de la estufa

¥ enfriarla en un desecador.
Pesar tan pronto como

haya alcantado la temperatura ambiente.
CALCULOS

% DE HUMEDAD= ( (A-B;X 100)/M
Donde:

A= Peso de la capsula + muestra humeda I[g}
B= Peso de la capsula +

muestra seca {(g]
M= Peso de la

muestra humeda (gl}.

Ref.: A.O.A.C. ,1984
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ANEXO 2. DETERMINACION DE CENIZAS.
FUNDAMENTO

Se basa en la ineineracién para destruir toda la materia
inorganica, cambiando 5u naturalezas; las sales metalicas de los
Acidos organicos se convierten en Oxidos o carbonatos, o bien
reaccionan durante la incineracién para formar fostfatos, sulfatos

© haluros.

MATERIAL Y EQUIPO

— Mufla. - Criscles de porcelana.
— Desecador. - Pinzas para crisol.
— Balanza analitica. - Mechero.

~ Triadngulo de porcelana.
- Tripie.
- Espatula.

PROCEDIMIENTO

Pesar entre 1-2 gramos de muestra en un crisol puesto
previamente a peso constante. Carbonizar la muestra lentamente en
el mechero, para evitar pérdidas por arrastre de humo Y
proyecciones de la muestra fuera del crisol.

Cuando el desprendimientn de humo haya cesado, llevar el
crisocl a la mufla a una temperatura entre 500-600°C, hasta gque
las cenizas estén libres de carbhdn (cenizas grises o blancas). Si
esto no se logra, dejar enfriar el crisol, agregar unas qotas de
agua destilada, secar nuevamente en el mechero Vi continuar
calentando nuevamente la mufla hkasta peso constante . Algunas
cenizas pueden presentar colcracidn diferente s51 la muestra
contiene metales coloraidos.

Transferir el crisol a la estufa, enfriar paulatinamente y
llevar al desecador. Una vez que ha alcanzado 1la temperatura
ambiente, pesar.
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CALCULOS
8 DE CENIXIZAS= ((A-B) X 100)}/M

Donde:

A= Peso del crisol + cenizas.(g]

B= Peso del crisol vacio a peso constante.[g]

M= Peso de la muestra [g].

Nota: Cuando se realicen las determinaciones al suero y sélidos

recuperados,

ebullicié4n para no perder muestra en la

es necesario colocar el crisol en un bafio maria en
calcinaciédn debido a

proyecciones.

Ref.: A.O.A.C.,; 1986¢.



ANEXO 3. DETERMINACION DE PROTEINAS. METODO DE TAKIGUCHI.

FUNDAMENTO

La proteina asociada con quitina es hidrolizacda con  una

solucién acuosa de hidréoxido de sodio callente y la concentracion
de sustancias ninhidrin-positivas en a1 hidrolizado es

determinada colorimétricamente.

REACTIVOS
- Hidréxido de sodio 10 N.
- Solucidtn buffer de acetatos 0.5 M, pH = 5.1
-~ Acido clorhidrico 12 N.
- Solucidén colorante:
Ninhidrina (0.5 g} e hidrindantin (0.15 ) aforados a 100 ml
con Metil Cellosolve., E1 colorante anterior se debe preparar

minutos antes de llevarse a cabo la reacci1édn.

MATERIAL Y EQUIPO

- Potencidmetrao. - Espatula.

- Matraz aferado de 100 mi.

- Balanza analitica.

- Autoclave. - Matraces de polipropilieno.

— Bano maria. - Pipetas doe 1 v £ ml.
~ Espectofotdmetro — Tubos de ansaye.
PROCEDIMIENTO

Pesar 0.3 gramos de muestra seca en polvo vy transferirla a
un matraz erlenmeyer de polipropileno, adicionar 506 ml de Na®OH 10
N. Cubrir con papel aluminioc la totalidad del matracz.

Introducir el matraz a una autoclave durante 60 minutos a
121°C. Una vez transcurrido el tiempo, enfriar rapidamente el
matraz en agua con hielo. :

Neutralizar con el acido clorhidrica 12 N en un bafio de

hielo, usando un potencidmetro para contreoler la neutralizacidn.
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(Diametro de poro 20-30 micrémetros) b

lavados con agua

Filtrar a wvacio

recolectar 150 ml con ayuda de
tubo de ensaye 0.5 m]l de la soluciodn anterior,

Fl blanco se prepara de la
destilada.

destilada.

Colocar ecen un
5 ml de buffer y 5 ml de
sustituyendo la solucién problema por agqua
totalidad del tubo, mezclar

colorante.

misma forma
Cubrir con papel aluminio la
agitacion.

Colocar 1los
Enfriar rapidamente en agua con

por

tubos en bano marta <¢on agua hirviendo durante
1¢ minutos. hielo, una vez
transcurrido el tiempo.

absorbancia a 564 nm en un espectofotdmetro,

Determinar
calibrado con la solucién blanco.

CALCULOS

% DE PROTEINA= 2 .37 (Abs./M)
Donde:
Abs. = Lectura de
M = Peso de la muestra [g].

la absorbancia a 564 nm.

Raf.: Takigachi. Y y cols: 1987.



ANEXO 4. DETERMIRACION DE GRASA. METODO SOXHLET.
FUNDAMENTO

El método sie basa en la
triavéas “der

extraccion de grasa por medio de un
disolvente organice a reflu;. € un ararato de
v 21 residuoc de

El solvente es eraporacion

soxhlet. removido por
la grasa es cuant:ficado.
MATERIAL Y EQUIPO

- Extractor Soxhlet.

- Cartucho poroso de celulosa.

- Pinzas para crisol.

- Balanza analitica.
- Matraz de fondc plano.

- Desecador.

-~ Estufa de secado. - Probeta de 100 ml.

~ Mantilla eléactrica.

REACTIVOS
- Eter de petrdleo.

PROCEDIMIENTO

Poner el matraz a peso constante, pesar de 5-8 g de muestra
e introducirlos en el cartucho. Transferir el cartucho al equipo
agregar 150 ml de é&ter de petrdleo.
de la grasa durante
la punta del

de extraccidn,

Realizar una extraccién
continuas © hasta que al colocar papel filtro en
extractor de soxhlet no de)e mancha de grasa al
exceso de éter, poner el
pasar al desecador y pesar.

S horas

evaporarse el
solvente. Eliminar el matraz en la
estufa durante 3 horas continuas,

CALCULOS
® DE GRASA= ((B-A})/W) X 100

Donde:
B~ Peso del matraz con grasa
A= Peso constante del matraz vacio {[(g].

a peso constante [g])

W= Peso de la muestra [g].
Ref.: A.0.A.C.; 1984
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ANEXO 5.

FUNDAMENTO

Esta determinacién se basa cn la evaporaciédn del

que sSe encuentra presecnte en

MATERIAL Y EQUIPO
Estufa.

Desecador.
Balanza analitica.

DETERMINACION DE HUMEDAD.

agua libre

la muestra.

Capsulas de porcelana
©o aluminio.
Pinzas para crisol.

Espatula.

= Arena.

PROCEDIMIENTO
Llevar una capsula con arena lavada con agqgua regia a peso
constante, en una mufla a 500-600°C. Pesar en la capsula con
arena a pesco constante de 3-5 gramcs de muesta homogenizada,
hasta que el peso doe la capsula no

colocarla en la estufa a 90°C

varie.
Sacar la capsula de la

Pesar tan pronto como se haya

acsecador.
ambiente .

Yy entraiarla e un

alcanzado la

estufla
temperatura

CALCULOS
& DE HUMEDAD= ((A-B)}X 100)/M
Donde:
A= Peso de la capsula con arena + muestra humeda (g)]
B= Peso de la capsula con arena + muestra seca [g]
M= Peso de la muestra humeda ([g].
s A.0.A.C. .1984
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ANEXO 6. DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL. METODO MICROKJELDAHL.

FUNDAMENTO
La digestiédn de la muestra se efectiea con un cxidante fuerte
la

sulfurico concentrado.
se tienen

como el acido Como  praoductos e
oxidacidn de compuestos organicos
reduce a SO, y este reduce 1 n:i:trégeno de
formindose asi NH, (En presencia de H, SO
(NH.) 50:. Para catalizar la
incremente el punto de

Co. y H O; el K50, se
Ccompuestos Organicos e
inorganicos 1 HNH. se
transforma en reaccién se utiliza una
me=cla de Na. SO, (que
sulfurico) y CuSC,*SH. O (que acelera la

ebullicidn dol azido

resjccroni .

Muestra (Contenido de sultan<ian AITrogenadasis A SO ~» TO. +30 ¢ (NH) 50, +H. O

El (NH,, :SO, se hace reaccionar con NaOH para formar NH,.

{NH,) .50 + 2NanH-» . NH +Na 30,+H.-0O.

El NH; se destila por arrastre de vapor Yy
una solucidén de HBO_ .
NH.+ HBO..—»NH, '+ HG ~,
Ya gque por cada atomoe de nitréagens  presentse se forma o un ién
borato
y asi de manera indirecta,
BO, +HCl1l—» HBO +C1°

(BO.7), este se neutraliza con una solucidédn valorada de HCL

se conoce el contenido de nitrogeno.

MATERIAL Y EQUIPO

- Destilador microkjeldahl. -~ Matraz microkjeldahl.

- Bureta de 50 ml.

— Digestor microkjeldahl.
- Matraz erlenmeyer.

REACTIVOS
= Acido sulfirico concentrado.
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- #Hidréxido de sodio al 40¢e.

~ Sulfato de sodio o de potasio.

- Sulfato de cobre pentahidratado.
~ Acido bérico al 4%,

= Acido clorhidrico 0.1 N.

- Indicador de Kjeldahl.

PROCEDIMIENTO

De acuerdo al contenido de nitrdgeno, pesar exactamente 0.1
g de muestra . adicionar 0.2 g de sulfato de cobre
pentahidratado, 1 6 1.5 g de sulfato de sodio envuelto en papel
libre de nitrégenoc y 2 ml de acido sulfurico concentrado.

Colocar el matraz en el digestor, calentar suavemente al

principio Y después ean forma enérqgica hasta completar la
oxidacién. El punto final de la digestidn ¢ reconoce cuando la
solucién es de color verde clara transparente. Si1 sS6 agota el
&cido y no se ha digerido totalmente la muestra {(cuands no se ha
alcanzado el punto final) deyar enfriar, anadir otra cantidad
conocida de acido Y continuar calentando. Algunas veces s

Presenta un precipitado gris corraespondiente a les catalizadores,
el cual no afecta al punto final.

Terminada la digestiédn enfriar 21 matraz en una <ampana para
la extracecioén de gases o en su defecto al arre libre hasta que no
haya emisiébn de vapores. Anadirs unos mil:litros de  agua para
disolver completamente la muestra.

Preparar el aparato de destilecidn, esto es en la salida del
refrigerante adaptar un tubo de vidrioc @l cual deberd permanecer
sumergido dentro del matraz erlenmeyer de 100 mil., receptor del
destilado. El matraz receptor caontendra 50 ml. de Acido bébrico al
4% y unas gotas de indicador de kjeldahl.

Abrir la valvula de agua del sistema de enfriamiento,
encender la parrilla y mezclar lentamente con movimientos
rotatorios el matraz de kjeldahl.
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Poner en el matraz de kjeldahl hidréxido de sodio al 40%.
Conectando inmediatamente el matraz al sistema de destilaciéon del
aparato e ir anadiendo lentamente el hidroxido de sodio.

Después de recuperar un poco de destilado el indicador
deberd virar de rosa o vVvioleta a amarillo verdoso. Destilar
aproximadamente 100 ml para garantizar la recuperacion de todo el
amoniaco.

Para evitar que el matraz kijeldahl haga sucecidn Yy el
destilado se regrese, retirar primero el matraz recibidor Yy
después apagar la fuente de calor. A continuacién lavar con agua
destilada el tubo del refrigerante Qque esta sumergido en el
matraz con aAcido boérico.

Titular lenta y cuidadosamente el destilado con una solucién
de acido clorhidrico 0.1 N, hasta alcanzar el vire de amarillo
verdoso a rojo canela.

CALCULOS
& DE NITROGENO= (V x N x meq x 100)/M
Donde:
V= m)l de HCl usados en la titulacién.
N= Normalidad de la solucién valorada de HCl.
Meq = miliequivalentes de nitrégeno, 0.014 g.
M= Peso de la muestra [g]}.

Ref.: A.O.A.C.; 1984




ANEXO 7. DETERMINACION DE GRASA. METODO DE GEREBER.

FUNDAMENTO

Cuando se anade la leche al Aacido sulfurico en un tubo
graduadc especial {butirbmetrol, con lo que se disuelve la
caseina. La grasa por medio de la centrifugacidn se mide
directamente en la escala. La adicién de alcohol amilico facilita
la separacidon de la grasa. El acido sﬁlfurxco debe ser
suficientemente fuerte para carbonizrar

lo
la materia organica.

MATERIAL Y EQUIPO

- Centrifuga. - Termémetro.

— Baito maria. - Pipeta volumétrica de 11 ml.
- Butirémetro para leche.
- Bayoneta.

MEACTIVOS

- Acido sulfurico (Densidad = 1.812 (g/cm'])
- Alcohol isocamilico

PROCEDIMIENTO

Colocar cuidadosamente 10 ml de acido sulfidrico en el

Agregar 11 ml. de

evitandc que se mezcle con el
acido. Adicionar 1 ml de alcohol iscamilico,

fuertemente con ayuda de la bayoneta

buirdbmetro, procurando no mojar el cuello.
suero deslizandolo por las paredes,

tapar el butirémetro
4 envolverlo con una
franela, agitar con precaucién.

Llevar el butirbmetro a la centrifuga y hacerla funcionar a
1000-1200 tpm.'de 3-S5 minutos, sacar el butirémetro y llevarlo a

un bafo de agua a 60-70 °C durante S minutos con el tapén hacia
abajo.
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Hacer la lectura de la grasa separada aumentando =]
disminuyendo 1la presién del tapén, para lograr gue la parte
inferior de la columna de la grasa se encuentre en una de las
divisiones de la escala:; informar el contenido de grasa tomando
la lectura directamente de la escala del butirdmetro.

Ref.: A.O.A.C.; 1984
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ANEXO 8. DETERMINACION DE LACTOSA (LANE-EYNONW) .

FUNDAMENTO .

Lane-Eynon es un método volumétrico para la determinacidn de

azucares, consiste en usar disoluciones alcalinas de cobre que se
reducen a Sdxido oxidantes suaves, que
reacciona con las aldosas.
disolucién de azucar que se necesita para reducir 10 6 25 ml de
de azul de metileno como

la mezcla reaccionante

cuproso, (=] agentes
Consiste en determinar el volumen de

Fehling, en presencia

disolucion de
El aire se elimina de

indicador interno.
manteniendo el liquide hirviendo durante la valoracién.

MATERIAL Y EQUIPO.

—- Bureta de 50 ml.

-~ Matraz Erlenmeyer de 250 ml.
- Pipeta volumétrica.

- Espatula.

- Parrilla eléctrica.
- Balanza analitica.

REACTIVOS.
- Azul de Metilenoc al 1%.
- Solucién de Fehling A (69.27 g de sulfato de cobre por Lt. de
agua) .
~ Scluciédn de Fehling B (346 g de tartrato de sodio y potasio +
100 g de hidréxido de sodio por Lt de agua).
- Lactosa anhidra.
- Ferricianuro de potasio al 10s%.
~ Acetato de zinc al 20%.
PROCEDINIENTO .
de fehling A

Medir en un matraz erlenmeyer 5 ml de solucidén
Titular con una solucidn

¥y B, adicionando perlas de ebullicién.
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de lactosa al 1 * usando una bureta de 50 ml. hasta que el color

azul casi desaparezca, agregar 3 gotas de azul de metileno Yy
continuar titulando hasta que se observe

el precipitado rojo
ladrillo.

Con 1los ml gastados vy la ayuda de tablas

se obtiene el
factor para la lactosa.

Pasar 10 ml de muestra a un matraz aforado de 100 ml,
50 ml de agua destilada, 5 ml de acetato de
ferricianuro de potasio al 10%,
agua destilada y agitar.

afadir
zinc al 20+ y S ml de

mezclar y 1llevar al aforo con

Filtrar y colocar el filtrado en una
titular con esta solucion hasta
desaparezca, agregar 3 gotas de

bureta de 50 ml,
que el color azul casi

azul de metileno Yy continuar
titulando hasta que se observe el precipitado rojo ladrillo.
CALCULOS .

% de lactosa = F x V x 1000 / G x M
DONDE :
F = factor de lactosa.

= wvolumen {ml].

mililitros de la soluciédn empleados en la titulacién.
masa de la muestra [(gl.

T Q<
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