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TEMA:

“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE QUITOSANO DE BAJO PESO
MOLECULAR A PARTIR DEL EXOESQUELETO DE CAMARON
(Litopenaeus vannamei) Y SU APLICACION EN LAS AGUAS
RESIDUALES PROVENIENTES DE LA TRAMPA DE GRASA DE LA
ESTACION DE SERVICIO UNISER S.A.”

1. Objetivos

1.1. Objetivo general

o

¢ Obtener y caracterizar quitosano de bajo peso molecular a partir del
exoesqueleto de camaron de la especie Litopenaeus vannamei para ser
aplicado en aguas provenientes de la trampa de grasa de la estacion de

servicio UNISER S.A.

1.2. Objetivos Especificos

~€cC

Definir un método quimico en base a informacién secundaria para obtener

quitosano de bajo peso molecular.

~€cC

Caracterizar el quitosano obtenido mediante analisis fisicos y quimicos con

el objeto de determinar la calidad del mismo.

~€cC

Comparar las propiedades del quitosano obtenido con un tipo de quitosano

de estandar comercial.

~€cC

Aplicar el quitosano obtenido en una muestra de agua contaminada por

derivados de petrdleo para determinar sus propiedades clarificantes.



RESUMEN

En este estudio, el residuo del procesamiento de camardn (Litopenaeus vannamei),
llevado a cabo en la empacadora Dufer, fue utilizado para obtener quitina y quitosano
mediante un proceso quimico por etapas sucesivas; el procedimiento arrojo
rendimientos de 19-23% para la quitina y 16% para el quitosano. En una siguiente
etapa, el quitosano producido (Q1, Q2 y QBPM), se aplico a diferentes muestras de
agua residual (Mcl, Mc2, Mc3 y Mc4), tomadas de las trampas de grasa de la
estacion de servicio UNISER S.A. para determinar los factores mas influyentes en el
proceso de clarificacion y al mismo tiempo establecer el efecto que tiene el peso
molecular promedio del quitosano en el porcentaje de remocion de turbidez de estas

muestras.

Adicionalmente, el quitosano producido fue caracterizado por titulacion
potenciométrica, resultando en un grado de desacetilacion de 87.18% (Q1), 93.72%
(Q2) y 86.78% (QBPM) y por viscosimetria intrinseca, logrando un peso molecular
promedio de 5.2x10° (Q1), 5.4x10° (Q2) y 1.7x10° (QBPM). Por otro lado, el
quitosano QBPM se obtuvo luego de modificar su peso molecular promedio con

acido sulfurico 96 mM por 4 horas a 120 °C.

En el proceso de aplicacion del quitosano, se plante6 un disefio factorial
completamente aleatorio 2% resultando en un evidente efecto estadisticamente
significativo para todos los factores estudiados, esto es, el pH (5.5-7.5), tipo de
quitosano (Q1-Q2) y método de agitacion (M1-M2), en el porcentaje de remocion
de turbidez y de demanda quimica de oxigeno de la muestra Mc2 mediante una
prueba de jarras. En esta misma linea, un pH de 5.5, una dosis de 2 mg/l de quitosano
Q1 y método de agitacion M1, fue aplicado a la muestra Mc3 disminuyendo la

turbidez en 98.19%, DQO en 78.17%, color en un 91.45% y TPH en 99.09%.

Finalmente, el quitosano con diferentes pesos moleculares promedio (Q1, Q2 y

QBPM) fue aplicado a la muestra Mc4 con una dosis de 1.4144 mg/l obteniendo



porcentajes de remocion de turbidez de 70.74% (QBPM), 78.67% (Q1) y 81.26%
(Q2).



2. Diseiio Metodoldgico
2.1. Método de investigacion

La metodologia de investigacion que se aplicd tiene un enfoque de tipo cuantitativo,
el cual usa la recoleccion de datos para probar hipotesis, con base a medicion
numérica y el andlisis estadistico, para establecer patrones de comportamiento y
probar teorias (Hernandez, Fernandez, & Baptista, 2010). Concepto que se ajusta a
esta investigacion ya que se realizaron diversos tipos de andlisis estadisticos y
procesos de obtencion de quitosano, ademds de la caracterizacion de las aguas
contaminadas con derivados del petrdleo presentes en las trampas de grasa de la

estacion de servicio UNISER S.A. asi como su debido tratamiento.

2.2. Técnica

Las diferentes técnicas de ensayo de laboratorio utilizadas han sido estandarizadas,
es decir, existe un método desarrollado que se aplica como norma para la mayoria de
ellas; por ejemplo, las aplicadas a caracterizar la muestra de agua contaminada con
residuos de derivados de petréleo, en donde se puede analizar: el contenido de
hidrocarburos totales, metales pesados, demanda quimica y bioldgica de oxigeno,
turbiedad, entre otros. Por otro lado, se combinaron técnicas de caracterizacion
alternativas a las denominadas de rigor para el caso del quitosano, debido a la
complejidad y limitaciones, en cuanto a la adquisicion de equipos necesarios para
llevarlas a cabo, como es el caso del grado de desacetilacion que esta normada por el
ensayo (ASTM F 2260-03), el cual utiliza un espectrometro de resonancia magnética
nuclear (NMR) de alto costo y el peso molecular determinado por Cromatografia de
Permeacion en Gel GPC o por Cromatografia de Exclusion de Tamafio por (SEC-

MALLS).

2.3. Poblacion y muestra

El universo de aplicacion de esta investigacion se limita a todas aquellas actividades
relacionadas a la explotacion, produccion, comercializacion y manejo en general

tanto de petroleo como sus derivados, en donde se produzcan residuos de agua



contaminada con mencionados productos y que requieren ser tratados antes de su
disposicion final o reutilizados para mejorar sus caracteristicas, ambientalmente
aceptables, de acuerdo al ministerio del ambiente (Decreto Ejecutivo 1215), dentro

del territorio nacional.

Por otro lado, la muestra utilizada fue de caracter no probabilistica, es decir, dirigida
a un subgrupo de la investigacion, en donde la eleccion de los elementos no depende
de la probabilidad sino de las caracteristicas de la investigacion (Hernéndez et al.,
2010), la cual tiene como proposito principal demostrar la eficiencia del Quitosano

obtenido en las aguas residuales contaminada con derivados de petréleo.

En adicion, se recolectaron muestras de aguas contaminadas por derivados de
petroleos de las trampas de grasa que tiene la estacion de servicio UNISER S.A.. Se
recolectd suficiente muestra para correr los ensayos de la determinacion de DQO,
color, turbiedad, pH, SST, SSV, Cromo, Vanadio, Bario, Plomo e hidrocarburos

totales TPH, asi como también para las distintas pruebas o test de jarras.

2.4. Técnicas de Analisis

Todos los reactivos utilizados para los diferentes procedimientos de obtencion y
caracterizacion del quitosano fueron de grado analitico marca Merck con

autorizacion de compra No. 008779 por parte del CONSEP.

2.5. Caracterizacion del quitosano

El producto resultante del proceso quimico de desmineralizacion, desproteinizacion,
decoloracion y desacetilacion de la quitina, presente en el exoesqueleto del camarodn,
se caracteriz6 de acuerdo a sus pardmetros mas criticos, que le dan las propiedades
requeridas para esta investigacion, como son el grado de desacetilacion (%DD) por
titulacidén potenciométrica y el peso molecular promedio por viscosimetria intrinseca;
adicionalmente, se determind el contenido de humedad, cenizas y solubilidad

comparandolos con los parametros de un quitosano comunmente comercializados.



2.6. Peso molecular

Para la determinacion del peso molecular promedio (Mv) se utilizdé el método
viscosimétrico en el cual se empled un viscosimetro capilar Cannon-Fenske 150
Y137 (ASTM D 445) con bafio termostatico a 25 °C. En el viscosimetro se corrieron
las muestras de quitosano disueltas en acido acético 0,1 M y cloruro de sodio 0,2 M
determinando el tiempo de caida de las diluciones de quitosano (t) y una de

referencia con nula concentracion (to).

Los pardmetros citados se emplearon para la determinaciéon de la viscosidad
intrinseca [1] mediante el método grafico, empleando la ecuacién de Huggings, la

cual relaciona la viscosidad reducida (nsp/C) con la concentracion del polimero.

En donde la constante de Huggings K determina si existen procesos de agregacion
cuando el valor obtenido se aproxima a 0.5 o no cuando se aproxima a 0.3 (Parada,

Crespin, Miranda, & Katime, 2004).

Luego de haber obtenido la viscosidad intrinseca [1)], se la utilizé para determinar el
peso molecular promedio del quitosano (Mv) en g/mol, mediante la ecuacion de
Mark-Houwink (Ec. 3), utilizando los valores estandar reportados de las constantes
de K = 1,81x10-3 y a = 0,93 para la solucién de acido acético 0,1 M y cloruro de
sodio 0,2 M 1:1 (v/v) (Roberts & Domszy, 1982).

2.7. Grado de desacetilacion del quitosano
2.7.1. Titulacion potenciométrica

Este procedimiento resulta ser el mas sencillo de aplicar y de menor costo, con
resultados aceptados por varias publicaciones con respecto a la determinacion del
grado de desacetilacion (Czechowska-Biskup et al., 2012). Para el ensayo se
disolvieron 0,2 g de quitosano seco en 20 cm3 de acido clorhidrico 0,1 M y 25 cm3
de agua desionizada, se los dejo en agitacion continua por 30 minutos y luego se
agrego 25 cm3 y se siguid agitando por 30 minutos mas. Una ves que el quitosano se

disolvié completamente se procedi6 a titular la solucion con hidréxido de sodio, con



una concentracion de 0,1 M, utilizando una micropipeta Eppendorf (1000 ul)

anadiendo 500 ul de NaOH cada vez y anotando el cambio en el pH. Una vez

alcanzado un pH de alrededor de 11, se tabularon los resultados en una hoja de
calculo para ver el comportamiento del pH y la derivada en funcién del volumen de

NaOH utilizado y asi conocer los puntos de inflexién (V1 y V2).

2.8. Toma de muestra

Las muestras de agua contaminada provenientes de las trampas de grasa de la
estacion de servicio UNISER S.A. fueron recolectadas en galones de plastico y
llenadas hasta el tope, de la forma méas homogénea posible. Las muestras se tomaron
de las tres trampas de grasa que recolecta los residuos liquidos resultantes del
expendio de los derivados del petrdleo. Una vez recolectada la muestra se la llevo al
laboratorio de Aguas y Medio Ambiente de la Universidad Técnica de Manabi para
realizar los respectivos analisis y pruebas; del mismo modo, se procedid a enviar
muestra suficiente al laboratorio acreditado Grupo Quimico Marcos para la
determinacion de Hidrocarburos Totales de Petroleo, Cromo, Vanadio, Bario y

Plomo.

Debido a que las caracteristicas del agua residual a ser tratada son cambiantes, se
procedio a dar tratamiento a el agua saliente, desde la ultima trampa de grasa hacia el
alcantarillado municipal, asi como a la que se recolecta en la primera de las tres
trampas de la estacion de servicio. Finalmente, se recolectd muestra aparentemente
de alta contaminacion (Mc3) producto de un incidente esporadico en donde se
derram¢ el derivado y se recolectd en las trampas de grasa; antes de su eliminacion
por los gestores ambientales de Oroazul Cia. Ltda se solicito a la gerencia utilizar los
residuos para ser caracterizados por el Grupo Quimico Marcos C. LTDA. y tratados

en el laboratorio de la Universidad para motivos de esta investigacion.

2.9. Proceso de clarificacion

En este proceso se evaluaron las propiedades floculantes de los tres tipos de

quitosano obtenidos en el laboratorio (QBPM, Q1 y Q2), mediante en un test o



prueba de Jarras. Se procedi6 a agregar un volumen de 1000 ml de la muestra en
cada una de las cuatro jarras del equipo. El tipo de quitosano, pH y método de
agitacion fueron evaluados en un Disefio de Experimentos (DOE) completo con tres
réplicas. Ademas, se comparo la efectividad del quitosano frente al Policloruro de
Aluminio (PAC) al determinar cudl era la mejor de las dosis y el valor de turbiedad

obtenido en una prueba preliminar.

2.10. Determinacion de parametros fisico-quimicos de la muestra

La muestra de agua contaminada (Mc3) con residuos de origen petrolero se envid al
laboratorio acreditado Grupo Quimico Marcos C. LTDA. para determinar:
Hidrocarburos Totales de Petroleo, Cromo, Vanadio, Bario y Plomo; mientras que en
los laboratorios de Quimica y de Aguas y Medio Ambiente de la Universidad Técnica
de Manabi se determind: pH, turbiedad, demanda quimica de oxigeno total (DQO),
color, solidos suspendidos totales (SST), solidos suspendidos volatiles (SSV) y
solidos disueltos totales (TDS).

3. Conclusiones

Se pudo producir quitina y quitosano, a partir de los residuos del exoesqueleto de
camardén Litopenaeus vannamei que se generan en la empacadora Dufer y aplicarlos
en el proceso de clarificacion de muestras contaminadas con residuos de derivados
del petroleo que provienen de la estacion de servicio UNISER S.A., dandole de esta

manera un uso con alto valor agregado a mencionado residuo.

El método quimico por etapas utilizado para la obtencién de quitina presentd muy
buenos resultados en cuanto a la remocion de proteinas, minerales y color, cuando se
emplearon proporciones solvente:soluto mayores en cada una de las etapas del
proceso. Producto de aquello, se alcanzé una quitina con condiciones adecuadas para
ser utilizada en la produccion de quitosano (Q2) con un alto grado de desacetilacion
y un peso molecular medio, luego de tres etapas sucesivas de hidrolisis quimica
alcalina. Por otro lado, la quitina obtenida con una proporcion solvente:soluto menor

(Q1) en su produccion, resultod en el uso de cinco etapas sucesivas para alcanzar un



grado de desacetilacion similar. Finalmente, la modificacion del peso molecular con
acido sulftrico diluido tuvo altos rendimientos de recuperacion de la masa de
quitosano tratada y se logrd alcanzar un peso molecular tres veces menor que el

inicial, sin alterar significativamente el grado de desacetilacion.

Los pardmetros caracterizados del quitosano, como son el %DD y el peso molecular
promedio, presentan valores de un producto de buena calidad para su uso en las
diferentes aplicaciones industriales que tiene el quitosano y de calidad relativamente
alta para ser usada en el tratamiento de aguas residuales (Zamani & Taherzadeh,
2010), lo que se reflejo en su gran eficiencia al momento de ser aplicado en el
proceso de clarificacion de las muestras contaminadas (Mcl, Mc2, Mc3 y Mc4),
presentando valores de remocion por encima del 90% como se reporta para
quitosanos comerciales aplicados en otras investigaciones similares (Agull6 et al.,

2004).

La metodologia utilizada para llevar a cabo la aplicacion de quitosano en las
muestras de agua residual, provenientes de las trampas de grasa de la estacion de
servicio UNISER S.A., permitié obtener un modelo de prediccion para el porcentaje
de remocién de turbidez en funcion de las condiciones de aplicacion de los factores
planteados en el disefio experimental. En esta misma linea, se pudo comprobar,
mediante el factor de probabilidad, que tanto el pH, método de agitacion y tipo de
quitosano utilizado tuvieron un efecto estadisticamente significativo en la variable de
respuesta, es decir, presentaron diferentes porcentajes de remocioén de turbiedad al
cambiar sus parametros de aplicacion. En este sentido, se obtuvieron mejores
resultados promedio cuando se usé pH de 5.5, quitosano Q2 y el método de agitacion
M1. Por otro lado, los resultados no presentaron una correlacion estadistica de los
factores estudiados en la remocion de la demanda quimica de oxigeno, excepto para

el pH.

En base al andlisis del disefio experimental y a la prueba de jarras usado para
comparar la efectividad de los tres quitosanos obtenidos (QBPM, QI, Q2) en la

muestra Mc4, tanto el peso molecular promedio como el grado de desacetilacion del



quitosano fueron los factores que determinaron una mayor o menor remocién de
turbidez. Para el caso especifico de este estudio, cuando se aplicod quitosano (Q2) con
un peso molecular promedio mayor y un alto grado de desacetilacion, se obtuvo una
mayor remocion de la turbidez de la muestra; en contraste con el quitosano (QBPM)
que tenia un peso molecular promedio menor y un alto grado de desacetilacion, lo
que permite demostrar el rechazo la hipodtesis nula y la aceptacion de la hipotesis
alternativa 2 en donde se relaciona al porcentaje de remocion de turbidez con el peso

molecular alto con %DD alto.

Producto de esta investigacion, la estacion de servicio UNISER S.A. cuenta con una
alternativa de tratamiento de las aguas residuales, que provienen de sus trampas de
grasa, aplicable en situaciones esporadicas en donde las caracteristicas del agua
residual sobrepasen los limites de remocion de contaminantes, para los cuales fue

disefiado el sistema de trampa de grasas.

4. Recomendaciones

El proceso de obtencion de quitina y quitosano, citado en este estudio, deberia ser
evaluado detalladamente con el proposito de determinar la factibilidad econdmica y
posible implantacion de infraestructura necesaria para su procesamiento en la
provincia ya que por un lado se aprovecharian residuos de camarén, que facilmente
podrian ser fuente de contaminacion y por otro lado, se desarrollarian aplicaciones en

el 4rea industrial e investigativa.

El método quimico de obtencion de quitosano es el mas efectivo conocido
actualmente; sin embargo, es de prioridad ambiental el desarrollo de técnicas y
tecnologias que permitan aumentar el rendimiento en funcion del costo y disminuir el
impacto que se pudiese producir en el medioambiente; enfocando esfuerzos en:
parametros de obtencion, sustancias utilizadas y fuentes de obtencion utilizables y

presentes en nuestro pais.

Una alternativa al método quimico para la disminucion del peso molecular promedio

del quitosano podria ser usada con el fin eliminar las pérdidas por recuperacion de su



masa y la disminucion de la aplicacion de compuestos quimicos, como lo es la

ultrasonificacioén de soluciones de quitosano (Baxter, 2004).

La aplicacion del modelo de prediccion estadistico obtenido en este trabajo solo es
aconsejable para los los rangos y variables de estudio; no obstante, se podria aplicar
en otros casos, con el proposito de tener una idea exploratoria del comportamiento
del quitosano en otro tipo de aguas residuales con contaminantes petroleros o no

petroleros, utilizando la metodologia experimental practicada.

El proceso de clarificacion en el tratamiento de agua para consumo humano y de
origen residual deberia ser estudiado mas a fondo con el fin de promover el uso de
sustancias abundantes en la naturaleza con poder floculante y disminuir el uso de
coagulantes y floculantes que al estar presente en forma de trazas resultarian nocivas
para la salud (Perl & Brody, 1980); garantizando asi el uso y consumo de agua de

calidad que no permita el deterioro de la salud de las personas.

Los centros de produccion y comercializacion de productos derivados de origen
petrolero deberian contar con alternativas de tratamiento de sus aguas residuales para
el control de situaciones esporadicas fueras de sus parametros de disefio para poder

contribuir con un ambiente mas sano y fuera de contaminantes nocivos.



