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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo Optimizar los pardmetros de anélisis del método
dumas mediante la variacion de temperatura de combustion, tiempo de andlisis y tamafio de
muestra, la metodologia consiste en cuatro etapas; la primera etapa que es preparar al equipo
CHNS 628 para el analisis, crear el método, el cual se introducen los paramentos (tiempo de
integracion: 40s, 45s, 50s; temperatura de combustion: 900°C, 950°C, 1000°C), la segunda parte
consiste en la elaboracion de la curva de calibrado, donde se utiliza el estindar EDTA con 9.56%
de Nitrégeno el cual se tomo6 5 puntos de tamafio de muestra (0,05gr; 0,10gr; 0,15gr; 0,20gr;
0.25¢r) los cuales son ingresados al equipo Dumas CHNS 628 para crear un método y tener una
curva de calibrado, la tercera parte consiste preparar la muestra de harina de pescado, el cual es
homogenizado en un molino, posteriormente ser pesado sobre una Id&mina de estafio (0.1g, 0.2g,
0.39g) y ser envuelta en forma de una pera, la cuarta parte consiste en combustionar las muestras
en el equipo y la obtencién de los resultados, los resultados obtenidos por el equipo Dumas CHNS
628 se expresa en % nitrogeno, el cual posterior mente seran analizados por un disefio de

superficie respuesta Box-Behnhen en un software estadistico (Statgraphics centurion XVII).



I. INTRODUCCION

Existen varios métodos para la determinacion cuantitativa del Nitrégeno organico,
pero el método Kjeldahl sigue siendo el método de referencia ya que este es
preciso y exacto, sin embargo este método es muy contaminante para el medio
ambiente ya que en su proceso de digestion libera gases (NH4) contaminantes,
para su desarrollo es necesario de adquirir reactivos controlados que son muy
costosos en el mercado como el HCI , &cido sulfarico QP , ademas el tiempo de
analisis es de al menos 6 horas por muestra, que es una desventaja para
aplicaciones industriales donde se requieren los datos para regular un proceso de

fabricacion.

Esta es la razon por el cual se busco el método més rapido para la determinacion
de Nitrégeno orgénico, Dumas, basado en la conversion de los gases de
combustion , la compafiia LECO tiene en el mercado el analizador de
Nitrogeno/Proteina CHNS628 que cuantifica el Nitrégeno de forma sistematica

y automatizada basandose en el método de combustion Dumas, AOAC 990.03.

Debido a la necesidad de incrementar la velocidad de analisis que se llevan a cabo
en los alimentos y reducir agentes contaminantes para el medio ambiente, se ha
optado por introducir el uso de este equipo en los analisis rutinarios del instituto
de investigacion tecnoldgica agroindustrial (IITA) en la universidad Nacional del

Santa de Nuevo Chimbote Ancash.

Esta totalmente automatizado, y se puede medir el contenido de nitrégeno de una
muestra muy rapidamente: en menos de 5 min. Se analizaron muestras de Harina
de pescado en primer lugar mediante el analisis por defecto las condiciones
recomendadas por el fabricante. Lo mismo muestra de harina de pescado se
analiz6 sucesivamente muchas veces. El objeto de estudio de este proyecto es
optimizar los parametros de analisis del método Dumas mediante la variacion de

temperatura de combustion tiempo de analisis y tamafio de muestra.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. HARINA DE PESCADO

La pesqueria industrial pelagica es la mas desarrollada y la de mayor
crecimiento desde los inicios de la actividad pesquera en la década de los
1950s, en la década de los 1960s la extraccion basada en ese momento sélo
en anchoveta se cuadruplico pasando de 3,5 millones a 12 millones de
toneladas; sin embargo, a principios de la década de los 1970s, el exceso de
las capturas debido a la sobredimensionada capacidad de flota y de fabricas
empleadas en la produccidn de harina de pescado (FAO, 2010).

Durante la década de los afios cincuenta del siglo pasado, comenzo casi
simultaneamente la industrializacion de harina de pescado en el sur del Perd,
sta se obtenia, y se continla obteniendo, a partir de peces pelagicos (de
superficie), anchoa y sardina en Per( y el norte de Chile, y posteriormente a
partir del jurel en el sur de Chile; de esta forma la actividad dio origen al
establecimiento de importantes consorcios pesqueros en ambos paises. El
producto de interés comercial fue siempre la harina de pescado por su alto
contenido de proteina de buena calidad (Valenzuela Et al., 2012).

La harina de pescado es un producto industrial que se obtiene mediante la
reduccion de humedad y grasa del pescado entero, sin agregar sustancias
extrafias salvo aquellas que tiendan a mantener la calidad original del
producto (Medina 1993).

La utilizacion de harina de pescado aln se destina mayoritariamente dietas
de ganado y pollos, que aun cuando su participacion en ella ha disminuido
producto de la investigacién en nutricién animal, se ha producido un
redestino de su uso hacia peces en cultivo, que la utilizan con una mayor
eficiencia de conversion; asi, este cambio de uso de la harina de pescado
hacia la acuicultura representa claramente una utilizacion mas amigable de
este recurso desde un punto de vista ambiental (Figueroa, 2005).

La proteina en la harina de pescado tiene una alta proporcion de
aminoacidos esenciales en una forma altamente digerible, particularmente
metionina, cisteina, lisina, treonina y triptéfano; presentes en la forma

natural de péptidos, éstos pueden ser usados con alta eficiencia para mejorar



el equilibrio en conjunto de los aminoacidos esenciales dietéticos, ésta
ofrece muchos beneficios en la nutricion animal ya que aporta muchos
proteinas y nutrientes; como ingrediente de alimentos para aves, aves
ponedoras, cerdos, rumiantes, vacas lecheras, ganado vacuno, ovino, Yy
animales acudticos (camaron, pescado y otros), disminuyendo notablemente
los costos de produccion industrial de estos animales por su réapido
crecimiento, su mejor nutricion, la mejora de la fertilidad y la notoria

disminucion de posibilidades de enfermedades (Marifio Et al, 2012).

2.1.1. COMPOSICION QUIMICA DE LA HARINA DE PESCADO

Al tener en su composicion las harinas de pescado un 10%
aproximado de materia grasa, ésta le da claramente una ventaja sobre
todos los demaés productos de origen vegetal y animal, ya que esta
materia grasa contiene en su formulacion acidos grasos de cadena
larga con elevada insaturacion (5 a 6 insaturaciones) y de
conformacién Omega3; los principales acidos grasos de este tipo
son el EPA y el DHA, &cidos grasos que no se encuentran presentes
ni en los alimentos proteicos vegetales ni animales (Zaldivar, 2002).
Es una fuente de proteinas principalmente indispensable en la
formulacién de alimentos balanceados para acuicultura por su valor
nutricional; su disponibilidad y su calidad son factores importantes
para la obtencion de alimentos balanceados de buena calidad, en
México, los factores no son controlados, y la variabilidad en la
calidad y disponibilidad de harina de pescado se ha detectado como
un problema grave en la industria de alimentos balanceados (Cruz -
Suarez, 1988).

En todo el mundo la elaboracion de harina de pescado se lleva a cabo
a partir de muy diferentes tipos de materias primas, lo que influye
sobre la composicidn del producto final; algunas harinas de pescado
estan basadas en subproductos y visceras procedentes de la industria
de consumo humano (harinas de pescado blanco) y presentan

tipicamente un bajo contenido en proteinay grasa y un alto contenido



en cenizas, tras estan basadas en subproductos de otras industrias de
pescado y en consecuencia son muy variables en su composicion (S
andbol, 1993).

Tabla 1. Analisis proximal (%) en 100 g de harina de pescado

Harina de pescado Cantidad
Proteina cruda 72%
Aceite 10%
Humedad 8%

Sal (NaCl) 2.5%

Ammonia (NH3-N) Max. 0.18%

TVN 50 mgN 100g*
Ruiter (1995).

2.1.2. PRINCIPALES EMPRESAS PRODUCTORAS

El proceso de elaboracion de harina y aceite de pescado es intenso
con el uso de maquinaria; por ello, los principales costos del sector,
ademas de la materia prima, lo constituyen la energia utilizada en el
proceso productivo, asi como el mantenimiento e inversion de
maquinaria. De hecho, segun la Sociedad Nacional de Mineria,
Petroleo y Energia, la industria harinera es una de las mas
perjudicadas por el incremento del precio del petrdleo; sin embargo,
el aumento de los costos no ha sido perjudicial gracias a la mayor
cotizacion internacional de la harina de pescado (Kleeberg y Rojas,
2012).



Tabla 2. Principales plantas harineras peruanas

TASA Hayduk Copeinca Austral Diamante Exalmar CFG

Capacidad (Tn)

Paita
Malabrigo
Chimbote
Samanco
Supe
Végueta
Callao
Pisco
Matarani
Mollendo
llo
Sechura
Coishco
Tambo Mora
Bayovar
Chicama
Huarmey
Chancay
Huacho

Ocofia

100
214
226

60

80
140
251
239
140

45
113

100
180

60
90

40

78
58
100
80

84

207 80

120

90 100
170
259

142 133

80 100

60 80

60 19
75
80
144
174
80
166

80 40

79

88 80

84
154

Ramirez, 2014



2.1.3. CLASIFICACION DE HARINA DE PESCADO

2.1.3.1. Harina F.A.Q. (fair average quality o harina de

pescado de calidad promedio)

Se  obtiene  principalmente de la

anchoveta

Engraulisringens J., la cual es sometida a procesos

industriales con todos sus 6rganos, incluyendo sus visceras

y, contenido intestinal, las calidades que se producen

dependen basicamente del tipo de materia prima, la frescura

de ésta y la calidad del proceso; la harina FAQ para

alimentacion avicola y ganadera, pescado es reconocida por

los nutricionistas como el ingrediente predilecto de la mas

alta calidad y de digestibilidad que se incorpora en la dieta

de la mayoria de los animales de granja; posee grandes

cantidades de energia por unidad de peso y es una excelente

fuente de energia, proteinas, lipidos, minerales y vitaminas;

posee pequefias cantidades de carbohidratos (Talledo,

2010).

2.1.3.2. Harina de pescado especial o tipo “prime”

No existiendo aun una definicion comdn para las harinas

especiales, se puede afirmar que son aquellas elaboradas a

partir de una materia prima muy fresca y procesada en

plantas a bajas temperaturas (menores de 90 °C en todas las

etapas), con corto tiempo de permanencia en cada operacion

unitaria, control de la produccion por un sistema de calidad

superior y permanente hasta su despacho al consumidor.

Tampoco se puede hablar de una sola harina especial, hay

varias harinas especiales cuyas caracteristicas dependen del

acuerdo entre el productor y el consumidor; por ello se

29 ¢¢

encuentran nombres como harinas “prime”,

super prime”,

super especiales, “especiales”, “aqua prime”, LT - 94 (Low
Temperature y 94 % de Digestibilidad), (Pastor, 1995).

Una harina de pescado especial es aquella que se produce

de una forma especial para una especie particular de animal,
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2.1.3.3.

para la cual tendrd beneficios especiales. EI primer
requisito, y quizas el més importante de una harina de
pescado especial, es la uniformidad fisica y nutritiva. El
tamario de 1las particulas y la fluidez deberan ser constantes
de una partida a otra, como también, el contenido de
nutrientes debera ser uniforme (Pike, 1990).

En nuestro pais la produccion de harina de pescado tipo
“Prime” se intensifica hacia el afio 1988 por la exigencia en
el mercado mundial de harinas de pescado de mayor
calidad, comenzando asi la implementacion de plantas con
tecnologia moderna de elaboraciéon de harina,
principalmente con el uso de secadores indirectos y plantas
concentradoras de agua de cola de pelicula descendente, asi
como de materia prima de Optimo grado de frescura.
Actualmente,en nuestro pais se encuentran operando 6
plantas modernas para la elaboracion de harina de pescado
tipo “Prime” (Rojas, 1995).

Harina de pescado para consumo humano

Las proteinas del musculo de pescado son equivalentes a un
valor nutricional a las del musculo de otros animales y de la
leche, por esta razon se ha tratado de utilizar la harina de
pescado como suplemento dietético humano. Se establecen
las siguientes especificaciones para el producto terminado:
proteinas minimo 75%, humedad maxima 10%, y grasa
maxima 0.5% solvetes residuales maximo, isopropanol
maximo 250 ppm y dicloroetano maximo 5ppm debe estar
libre de Escherichia Coli y organismos patdgenos del
género o tipo salmonella (Martin, 2000).



2.1.4. PROCESOS INDUSTRIALES PARA HARINA DE PESCADO

El producto es obtenido por molturacion y desecacion de pescados
enteros, de partes de éstos o de residuos de la industria conservera, a
los que se puede haber extraido parte del aceite, el proceso normal
de fabricacion se inicia con el picado o molido del pescado, seguido
de su coccion a 100°C, durante unos 20 minutos. Posteriormente, el
producto se prensa y se centrifuga para extraer parte del aceite. En
el proceso se obtiene una fraccion soluble que puede comercializarse
independientemente (solubles de pescado o agua de cola) o
reincorporarse a la harina. El ultimo paso es la desecacion de la
harina hasta un maximo de 10% de humedad. En las primeras etapas
del proceso se afiade un antioxidante para evitar el enranciamiento
de la grasa y la posible combustion de la harina. Recientemente se
han desarrollado nuevos procedimientos, como harinas especiales,
harinas LT, los cuales se basan en la utilizacion de pescado entero
fresco bien conservado y desecado a baja temperatura menor a 70°C
(Gradi, 2007).

Subproductos de . > > > -
pescado —> COCCION »  PRENSADO > SECADO »  MOLTURACION
A
»| RECUPERACION >
DE SOLIDOS
HARINA DE PESCADO
A\ 4
RECUPERACION »  ACEITE DE PESCADO
DE ACEITE
\ 4
EVAPORADOR >

Diagrama 1. Proceso industrial para obtencion de harina de
pescado.
Recuperado http:// www.haarslev.com/
media/FishBrochure_ES.pdf.


http://www.haarslev.com/

2.14.1.

2.14.2.

Pozos de recepcion y almacenamiento

El proceso productivo se inicia una vez que la planta ha
recibido la Materia Prima, en la Planta, el laboratorio de
control de calidad se encarga de analizarlo para medir su
grado de frescura, a través de la determinacion del TVN
(Nitrégeno Total Volatil) un primer anélisis a la materia
prima, éste indice cuantifica las bases nitrogenadas
producidas durante el proceso de deterioro del pescado, y
por consiguiente discrimina calidades de producto final,
también se realizan otros andlisis como el contenido de
histamina, indice de perdxidos entre otros, con el fin
garantizar que se recepciona un producto fresco, estos
pardmetros obtenidos en la recepcidn de materia tienen que
estar dentro de los parametros previamente normados,
posteriormente la pesca es distribuida en el pozo o pileta de
almacenamiento para ser procesada prioritariamente de

acuerdo a su calidad.

Cocinado

Luego de la coccién del pescado, las proteinas se coagulan,
gran parte del agua y el aceite se va, 0 se puede eliminar
mediante prensado, mientras que el pescado crudo pierde
muy poco de liquido, incluso a muy alta presion
mecanica, una cocina industrial consiste esencialmente en
un cilindro con chaqueta de vapor a través del cual los peces
son movidos por un transportador de tornillo, algunas
cocinas también tienen la facilidad para la inyeccion de
vapor en el material de coccion; la operacion de coccion es
critica; si los peces no estdn completamente cocidos, el
liquido no hace presion de manera satisfactoria, y si el
material cocido se vuelve demasiado blando para el
prensado; la coccion tiene una importante accion

desinfectante y ayuda a la hora de garantizar inocuidad.



2.14.3.

2.14.4.

Prensado

Esta etapa del proceso se elimina aceite y agua, y comienza
cuando los peces se transportan a través de un tubo
perforado, mientras que es sometida a una presion
creciente, normalmente por medio de un eje conico en el
transportador de tornillo; una mezcla de agua y aceite se
exprime a través de las perforaciones y el sélido, conocido
como torta de prensa, emerge desde el extremo de la
prensa, durante el proceso de prensado el contenido de agua
puede reducirse de aproximadamente 70 % y el contenido

de aceite reduce a aproximadamente a 4%.

Proceso del liquido de prensa

Después de tamizar para eliminar trozos gruesos de material
solido, el liquido de las prensas se centrifuga continuamente
para eliminar el aceite; el aceite se refina aln mas veces en
una centrifuga final, un proceso conocido como pulido,
antes de ser bombeado a tanques de almacenamiento; el
aceite refinado es valioso y se utiliza en la fabricacién de
aceites y grasas comestibles, por ejemplo margarina; la
porcién de agua del liquido, conocida como agua de cola,
contiene material disuelto y sélidos finos en suspension que
puede ascender a cerca de 9% en peso, los s6lidos son en su
mayoria proteinas y agua de cola puede contener tanto
como 20% de los solidos totales, de manera que es
normalmente bien vale la recuperacion; el material se
recupera por evaporacién del agua de cola a un jarabe
espeso que contiene 30% a 50% de solidos, y a veces
comercializa por separado y conocido como solubles de
pescado condensados; mas generalmente sin embargo, el
producto concentrado se afiade de nuevo a la torta de prensa
y se seca junto con €l para hacer lo que se conoce como

comida completa.
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2.145.

2.14.6.

Secado

Aunque basicamente una operacion simple, se requiere una
habilidad considerable para conseguir las condiciones de
secado justo, si el alimento no se seca totalmente, mohos y
bacterias pueden ser capaces de proliferar; si es
sobresecado, se puede reducir el valor nutricional de la
alimento; hay dos tipos principales de secadora, directos e
indirectos, en el secador de aire directo es muy caliente y la
temperatura alcanza hasta 500°C, se hace pasar sobre el
material a medida que se voltea rdpidamente en un tambor
cilindrico; este es el método mas rapido, pero el dafio por
calor es mucho mas probable si el proceso no se controla
cuidadosamente; la harina de pescado no llega a la
temperatura del aire caliente, debido a la rapida evaporacion
del agua de la superficie de cada particula; normalmente la
temperatura del producto se mantiene a aproximadamente
100°C; el tipo més habitual del secado indirecta consiste de
un cilindro con camisa de vapor o un cilindro que contiene
los discos con calefaccidn de vapor que también hacen girar
la comida; gran parte del olor desagradable a partir de
plantas de harina de pescado se origina de Ila
secadora; secadores indirectos, que normalmente se utilizan
en el Reino Unido, causan menos molestias, ya que utilizan

menos aire.

Enfriamiento

Después del secado la harina sale con la humedad deseada,
pero a una temperatura no conveniente para ser envasada
inmediatamente; por ello se le disminuye la temperatura
antes de ser embolsada, por lo general, la harina de pescado
sufre la oxidacién de sus grasas, por ser un producto
higroscépico (absorcion de humedad) y absorbe oxigeno,
para evitarlo, el producto es envasado frio y se estabiliza

con antioxidantes.
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2.1.4.7. Molienda
Las operaciones finales estan moliendo para romper los
grumos y particulas de hueso, y el embalaje de la comida en

bolsas 0 almacenamiento en silos para la entrega a granel.

2.1.4.8. Envasado
Una vez agregado el antioxidante, la harina pasa a la etapa
de envasado, en ésta se introduce el producto en sacos segun
la necesidad de cada cliente (FAO, 2010).

2.1.5. USOS DE LA HARINA DE PESCADO

Hasta hace muy poco tiempo el uso principal de la harina de pescado
era en la produccién de alimentos para animales. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha dado importancia a su empleo en la

alimentacion humana.

2.1.5.1. Uso en la Alimentacion Animal

Desde hace mas de 50 afios la harina de pescado se emplea
como alimento proteinico para la alimentacion de cerdos,
aves de corral y ganado vacuno; igualmente, la harina de
pescado tipo “prime” se estd empleando en la acuicultura
en general, asi como en harina para salmones, truchas,
langostinos, camarones, anguilas y otro tipo de peces.
También, se usa en la alimentacidn de cerditos precozmente
destetados y marranas en gestacion, asi como para animales
de peleteria (Rojas, 1995).

Es importante mencionar, los estudios realizados por la
Universidad Nacional Agraria La Molina; la cual ha
promovido ampliamente la investigacion sobre andlisis de
la calidad bioldgica de la harina de pescado en diversas
especies animales como aves de corral, cerdos y vacas.
Durante estas pruebas de alimentacion se evallua

principalmente a la harina en funcion a su digestibilidad, el
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2.15.2.

crecimiento del animal y la eficacia del pienso (Pesca,
1962).

En estos estudios se evaluaron niveles elevados de
enriquecimiento, los cuales llegaron a 10% en dietas de
acabado de pollos de carne y gallinas en produccion.
Asimismo, en vacunos de carne, dietas con niveles de 23%
de harina de anchoveta fueron suministradas hasta el
beneficio sin afectar el sabor de la carne. Estos resultados
mostraron la factibilidad de sustituir parcial o totalmente,
en las raciones para pollos de carne, la harina de soya por
este insumo nacional (Rojas, 1995).

Uso en Alimentacion Humana

Los organismos internacionales como FAO, OMS vy
UNICEF han reconocido la importancia del desarrollo de
una harina de pescado de buena calidad que permita su uso
como un complemento proteinico (FAO, 1961).

La harina de pescado para consumo humano es de buena
calidad organoléptica y alimenticia y de precio moderado.
La utilidad de este producto aumenta por el hecho de que
nutre adecuadamente en combinacion con los cereales -
maiz, trigo, arroz, etc.- en proporciones hasta del 5% (Del
Valle, 2008).

A nivel mundial, los primeros reportes sobre el uso de
harina de pescado en la alimentacion humana datan del afio
1937 en Africa del Sur, en donde se inicié una campafia
masiva para complementar la dieta de los habitantes de esa
region con harina de pescado, en Alemania, casi
simultdneamente, se produjo la llamada “Proteina Viking”
en base a la harina de pescado; esta podia utilizarse en
pasteles, tortas, dulces, etc.Poco después se vendié en
forma de tabletas, durante la Segunda Guerra Mundial, se
enriquecié el pan con harina de pescado, en el Lejano
Oriente, desde tiempos remotos, se muele el pescado seco,

se macera y se obtienen condimentos que, segun los
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pescadores de esa region, son muy nutritivos y no
perjudican la salud, en Noruega, se elabora una harina de
arenque de Optima calidad con la ventaja de que el sabor es
neutro, en los Estados Unidos de Norteamérica las empresas
VioBin y Smith han logrado producir harinas de pescado
inodoras, insaboras y con un contenido proteico de 80%; en
Chile, en la planta experimental de Quintero, la harina de
pescado ha sido empleada con éxito en la elaboracion de
pan y otros alimentos compuestos, asimismo, en Chile se
alcanzaron niveles del 10% de harina de pescado en panes
destinados a la alimentacion escolar (Van Veeny Van Veen,
1973).

A principios de 1960, en el Peru se realizd una importante
investigacion en la alimentacion de nifios desnutridos
menores de dos afios de edad con concentrados de proteina
de pescado con favorables logros; éstos estudios fueron
realizados por un convenio entre el CINI (Centro de
Investigacion de Nutricién Infantil), la clinica Anglo-
Americana y la Universidad Nacional Agraria La Molina,
Se estudio cuatro comunidades rurales, las cuales recibieron
fideos enriquecidos con un 10% de harina Vio Bin ( Harina
de anchoveta con visceras y cabeza, desodorizada y
desgrasada con etanol como solvente); asimismo, se
realizaron estudios con nifios malnutridos del CINI a los
que se les dio papillas enriquecidas con harina Vio Bin, en
el primer estudio, aparte de mejorar el desarrollo fisico, se
observo una disminucion de la mortalidad en el grupo
preescolar. En el segundo, el enriquecimiento con harina de
pescado fue satisfactorio en la mayoria de los casos de
marasmo, no asi en el marasmo- kwashiorkor (Ramirez,
1974).
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Tal como se menciona, en el Nestlé Research News, 1979
y ademas en ese mismo afio por la Torry Research Station,la
introduccion de un nuevo alimento proteico no puede
descuidar aspectos imprescindibles como el ambiente
social, los hébitos alimentarios y los patrones culturales de
la poblacién para quienes los productos son desarrollados.
Actualmente, el uso de harina de pescado en la alimentacion
humana tiende a incrementarse en el mundo,
principalmente en paises Asiaticos y europeos (FAO. 1990,
1991, 1992, 1993, 1994, 1995, 1996).

El Peru tuvo en 1994, una produccion de 370 mil toneladas
de harina de pescado especial “prime”. Este tipo de harina
especial corresponde al concentrado de pescado tipo “B”
que se elaboré en Noruega en la década de los 70 con
pescado de optima calidad, procesado entero por el método
convencional pero a bajas temperaturas, dicho concentrado
fue donado a paises con problemas de hambruna por
intermedio del Programa Mundial de Alimentos; por lo
tanto, la harina de pescado especial es un insumo adecuado
para fortificar los alimentos de consumo masivo tales como
los elaborados con harina de trigo.Esta fortificacion no sélo
provee proteina adicional, sino también un mejor balance
de aminoécidos, elevando la disponibilidad de la proteina
presente en el alimento fortificado, lo mismo que la tasa de
eficiencia proteica (P.E.R.), a niveles comparables a los
encontrados en la leche, la harina de pescado especial en
alimentos como enriquecidos lacteos, papillas instantaneas,
puede reemplazar a la leche en polvo en forma econémica
(El costo de una tonelada de proteina de leche sobrepasa los
us$ 11,500, mientras que una tonelada de proteina de harina
de pescado especial no llega a US$ 1,000), la Universidad
Nacional Agraria La Molina e Instituciones afines, tienen la
capacidad instalada y ademas los expertos profesionales

para seleccionar la harina de pescado especial de la mas alta
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calidad, disefiar y desarrollar los alimentos enriquecidos,
los que luego de reproducirlos industrialmente, podrian
harian llegar a la mesa del pobre para enriquecerlo fisica y
mentalmente. Algunos de los alimentos fortificados con la
proteina de mar pueden ser: Pan de trigo, camote pa,
papapan, fideos y pastas en general, galletas dulces y
galletas saladas, enriquecidos lacteos, papillas instantaneas,

harinas compuestas para sopas, etcétera (Rojas, 1995).

2.2. PROTEINAS

Las proteinas son biomoléculas de elevado peso molecular
(macromoléculas) y presentan una estructura quimica compleja, tienen un
papel fundamental en la estructura y funcién de las células vivas, el término
proteina fue utilizado por primera vez por el quimico aleman Gerardus
Johannes Mulder, en 1838, para nombrar a un grupo especifico de sustancias
muy abundantes en todas las plantas y animales, Mulder pronosticé
correctamente la importancia de las proteinas; tom¢ este nombre del vocablo

griego proteicos que significa primordial o de nivel primario (Boyer, 2000).

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las
células y tienen numerosas e importantes funciones dentro del organismo
gue van desde su papel catalitico (enzimas) hasta su funcién en la motilidad
corporal (actina, miosina), pasando por su papel mecéanico (elastina,
colageno), de transporte y almacen (hemoglobina, mioglobina, citocromos),
proteccion (anticuerpos), reguladora (hormonas), etcétera, desde el punto de
vista nutricional la proteina es un macronutriente presente en los alimentos,
la importancia de la proteina presente en la dieta se debe a su capacidad de
aportar aminoacidos para atender al mantenimiento de la proteina corporal
y al incremento de esta durante el crecimiento, a limitacion en el aporte de
energia y de proteina conduce a un retraso en el crecimiento (Martinez,
2006).
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Las proteinas se caracterizan por su funcion y mecanismo de accion,

independientemente de sus propiedades generales, tales como tamafio,

forma, comportamiento anfolitico, solubilidad, etc; dichas funciones

dependen por completo de la secuencia de los aminoacidos que la componen

y es definida para cada proteina; si se cambiase un solo aminoécido de la

secuencia, es considerablemente probable que la proteina pierda actividad

bioldgica, dicha secuencia aminoacidica en las proteinas esta definida por

una secuencia de bases en el ADN que forma los genes (Bohinski, 1991).

2.2.1. CLASIFICACION SEGUN SU FUNCION BIOLOGICA

Las proteinas se sintetizan en las células a partir del ARN (&cido

ribonucleico) mensajero mediante procesos de trascripcion, el ARN

mensajero y un ARN transferente unido a un aminoécido, forman las

cadenas de proteinas constituidas por secuencia de aminoéacidos, que

determinan la estructura espacial tridimensional y por tanto, la

actividad biologica de las proteinas, las proteinas se clasifican en
(Bohinski, 1991):

2.2.1.1.

2.2.1.2.

Proteinas con actividad enzimatica

Estas proteinas regulan todos los procesos metabolicos
actuando como catalizadores de reaccion, mediante la
presencia de centros activos que permiten regular la
mayoria de las reacciones bioquimicas, ello hace que sean
esenciales para los procesos de metabolizacion de hidratos
de carbono, acidos grasos y proteinas (Morrison y Boyd,
1998).

Proteinas con actividad estructural

Este tipo de proteinas determinan la estructura y actividad
de mausculos, piel, ojos, cornea, etc. Las proteinas que
forman parte del cabello (queratina), ufias, estructuras
corneas, 6seas o piel, determinan la forma fisica final de

cada dérgano, siendo el colageno esencial para la estructura
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del manto hidrolipidico y la formacion de las estructuras
dseas, las proteinas también forman parte de las estructuras
de las membranas celulares, las cuales, junto con los
lipidos, establecen las condiciones de barrera de

permeabilidad selectiva (Morrison et Boyd, 1998).

2.2.2. CLASIFICACION SEGUN LOS PRODUCTOS DE
HIDROLISIS

Segun los productos que originan al hidrolizarse, las proteinas se
dividen en dos grupos: las simples o naturales que, por hidrdlisis,
dan a—aminoacidos o derivados de éstos y los proteicos, que, aparte
de formar aminoacidos en la hidrolisis también se desdoblan a
grupos no peptidicos llamados grupos prostéticos mostrados en la
tabla 3 (Maraulla y Gofii, 2002).

Tabla 3. Clasificacion de las proteinas segln sus productos de

hidrolisis.
Nombre Grupo protéico
Albuminas
Proteinas simples Globulinas
Escleroproteinas
Cromoproteidos Componente de color
Glucoproteinas Carbohidrato
Metaloproteinas I6n metalico
Hemoproteinas Grupo Hemo
Proteidos Flavoproteinas Flavina
Lipoproteinas Lipido
Fosfoproteidos Fosfato
Nucleoproteidos Nucleétido

Cheftel et al., 1989.

2.2.3. COMPOSICION ELEMENTAL DE LAS PROTEINAS

Al igual que los lipidos y carbohidratos, las proteinas contienen en
su composicion carbono, hidrogeno y oxigeno, ademéas de un

porcentaje constante y considerable de nitrogeno en términos
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2.2.4.

précticos, la cifra mas comun usada es 16 %, la mayoria de las
proteinas contienen también azufre y algunas tienen fosforo y hierro;
son sustancias complejas de naturaleza coloidal y de alto peso

molecular.

Tabla 4. Composicion elemental de las Proteinas

Elemento %
Carbono 51.0-55.0
Hidrégeno 6.5-7.3
Nitroégeno 15.5-18.0
Oxigeno 21.5-235
Azufre 05-20
Fosforo 00-15

Cheftel et al., 1989.

CALIDAD NUTRICIONAL DE LAS PROTEINAS

Las proteinas en los alimentos proporcionan los aminoacidos con los
se sintetizan las muestras, bajo la accion de las enzimas hidroliticas,
en el estbmago y en el intestino delgado, las proteina de los alimentos
de degradan para liberar sus aminoacidos constitutivos. Absorbidos
al torrente circulatorio, pasan a formar parte de una reserva llamada

“labil” de aminoacidos de nuestro organismo (Madl, 1993).

La degradacion de las proteinas tisulares contribuye de igual manera
a ese labil, el cual es utilizado, no solo para sintesis de proteina, sino
también para proporcionar las materias primas precisas para la
sintesis de purinas, pirimidinas, porfirinas y otras sustancias:
equilibrar la composicién de suministro de aminoacidos y las
necesidades y las necesidades para la sintesis es una de las funciones
mas importantes del higado, en términos ideales, la proteina de la

dieta deberia proporcionar aminoécidos en las mismas proporciones
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2.2.6.

relativas en que son necesarios para la sintesis de las proteinas
corporales, pero esta situacion ideal no se da nunca; la calidad
excede de un determinado aminoacido se degrada; los esqueletos
carbonados se oxidan para producir energia 0 para Su
almacenamiento en forma de grasa. El nitrégeno o se excreta como
urea o se utiliza en la sintesis de los aminoécidos no esenciales

suministrados en cantidades deficitarias (Osborne and Voogt, 1978).
DETERMINACION ANALITICA DE PROTEINA.,

Las fuentes de nitrégeno no son Unicamente las proteinas del sistema
bioldgico, de estas pueden derivarse también péptidos, aminoacidos
libres y compuestos nitrogenados de naturaleza no proteica,
determinando asi nitrégeno total y asi calcular el porcentaje de
proteina calificaindolo como “cruda”. He aqui la importancia de la
determinacion de nitrogeno en cuantificacion de la fraccion de
proteinas sin interferencias como los lipidos y carbohidratos; n el
andlisis de alimentos se tiene el supuesto de que la proporcion de
nitrégeno no proteico en un producto alimenticio es demasiado
pequefia para ser significativa, y que una determinacion de nitrégeno
total refleja con suficiente precision la riqueza en proteina (FAO,
2015).

BALANCE DE NITROGENO.

Sabemos que un aminoacido estaria formado por un grupo amino (-
NH:) y un grupo carboxilo (-COOH). Los amino&cidos contienen,
C, H, O y N, algunos S. El catabolismo de los aminoacidos daria
como resultado COz, H>O, productos finales nitrogenados
(principalmente urea) y sulfatos, “La primera etapa del catabolismo
proteico comprende la extraccion del grupo amino (desaminacion),
que es donde se encontraria el nitrogeno, éste nitrogeno de los
aminoacidos tiene fundamentalmente dos destinos en el organismo,
puede ser extraida del aminoacido (desaminacién), como vimos, y
eliminada en el organismo principalmente en forma de urea. Y en

otros casos puede ser transferida de un aminoacido a un cetoacido,

20



formando de este modo un aminoéacido diferente (transaminacion),

llevada a cabo principalmente en el higado” (Brobeck, 2003).

El nitrogeno del alimento representa en gran proporcion al nitrégeno
proteinico. Por otro lado, la mayor parte del nitr6geno es excretado
por la orina como urea, creatinina, amoniaco y acido Urico. El
nitrégeno de la materia fecal representa, en su mayor parte, un
producto de descamacion intestinal o de la flora bacteriana, de la
determinacion del nitrégeno dietético, el nitrégeno urinario y fecal
se deriva el concepto de balance de nitrégeno. En general, cuando
un animal adulto excreta diariamente una cantidad de nitrégeno igual
a la ingerida se dice que la digestibilidad es igual a 100 y el balance
de nitrogeno esta en equilibrio, es decir, no existe diferencia entre lo

ingerido y lo excretado (Suérez et al., 2006).

2.3. METODOS ANALITICOS CONVECIONBALES PARA LA
DETERMINACION DE NITROGENO/PROTEINA
2.3.1. METODO KJELDAHL

Johan Kjeldahl introdujo por primera vez su método en 1883, en una
reunion de la Sociedad Quimica de Dinamarca; como presidente del
departamento de quimica de la Carlsberg Laboratorium, cerca de
Copenhague, Kjeldahl fue asignado para observar cientificamente
los procesos que intervienen en la fabricacion de cerveza, mientras
que él estudio de las proteinas durante la produccion de malta,
desarroll6 un método para determinar el contenido de nitrogeno que
era mas rapido y mas preciso que cualquier método disponible en el
momento; su método utiliza un equipo sencillo y puede ser realizado

por un técnico sin experiencia (Labconco, 1998).

El método Kjeldahl, fué el principal método utilizado por los centros
de investigacion para generar los estandares nutricionales de
nitrégeno que actualmente usamos en el agro y que nos permiten
verificar si nuestras plantas se encuentran con sus niveles

nutricionales adecuados y con ello, programar la fertilizacion del
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cultivo o huerto, el método Kjeldahl corresponde a una digestion
acida donde el nitrogeno (N) total es convertido a NH4 y luego se
analiza el NHs mediante colorimetria; el método, efectivamente
subestima los contenidos de nitrégeno que puedan existir en forma
inorgénica o en forma de nucledétidos, sin embargo, estos niveles son
bastante bajos (Simonne Et Al 1997).

En este método se dirige a la materia organica con acido sulfurico
concentrada caliente, para elevar su punto de ebullicion del acido se
le aflade una mezcla catalizadora, que normalmente contiene un
verdadero agente catalitico (mercurio, cobre o selenio) junto con
sulfato de potasio, todo el nitrégeno orgénico se convierte en
amoniaco, que se suele medir mediante titulacién o, en ocasiones
raras mediante colorimetria, en el método original se utilizaba una
porcion analitica relativamente grande (1g a 2g), pero esto exige
grandes cantidades de acido; es mucho mas habitual el uso de
microkjeldahl, puesto que producen una cantidad reducida de humos
acidos y también necesitan menos acidos y mezcla catalizadora
(Greenfield and Southgate, 2006).

METODO BIURET

Métodos de cuantificacion de proteinas espectrofotométrica son
métodos que usan UV y espectroscopia visible para determinar
rapidamente la concentracion de proteina, con relacion a un estandar
0 usando un coeficiente de extincion asignado, el método Biuret se
basa en la reaccion de Cu?* con grupos funcionales en enlaces
peptidicos de la proteina, la formacion de un complejo de proteinas
Cu?* requiere dos enlaces peptidicos y produce un producto de
quelato de color violeta (Vrsanska, 2015).

El método Biuret se basa en la formacion de complejos de Cu?* a
grupos funcionales en enlaces peptidicos de la proteina, la formacion
de un complejo de Cu?* proteina requiere dos enlaces peptidicos y

produce un producto quelato de color violeta que se mide por
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espectroscopia de absorcion a 540nm, en el rango de la
concentracion dada, la absorcion medida a 540 nm es lineal con
respecto a la concentracion de proteina total, esta relacion permite
una curva estandar que se cree que se utiliza para calcular la

concentracion de una muestra desconocida (Krueziger, 2009).

0:< M H >=() (){ H H }\)
N N N. N
R R R ‘e I "
0 0 + Cu''/OH —_—— <o. ."'.(U..'.‘ ‘0_
H=—N N=—H Reactivo de Bluret H—N""" e NN
(Azul)
~ =
303 fte £1c. Etc
2 Cadenas de péptido Purpura
Figura 1. Complejo de Cobre obtenido en la reaccion de Biuret.
Obtenido de http://biocoments.blogspot.pe/2016/04/
prueba-de-biuret-proteinas.html
2.3.3. METODO DE LOWRY

El método de Lowry (1951) utiliza tres sistemas para producir
coloracién por la presencia de proteinas, en primer lugar, el Cu”,
forma complejos de coordinacion  dos enlaces peptidicos
consecutivos de las proteinas, dando lugar a un compuesto coloreado
azul, similar al método Biuret; en segundo lugar este compuesto es
capaz de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu (acido fosfotingstico
y fosfomolibdico), dando un color méas azulado; por ultimo el
reactivo de Folin-Ciocalteu también reacciona con los restos de
tirosinil (residuos de tirosina) de la cadena polipeptidica,
produciendo asimismo un color azul por la reduccién de
fosfomolibdato en medio basico; el espectro de absorcién no
corresponde a la Unica sustancia, por lo que puede emplearse un

amplio margen de longitudes de onda, entre 500 y 700nm, para la
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lectura de la absorbancia ; éste método es unas 100 veces mas
sensibles que el de biuret, la sensibilidad es una ventaja cuando se
miden concentraciones muy bajas de proteina, éste método es muy
utilizado en investigacion , sobre todo para determinacion
cuantitativa de proteinas tisulares y enzimas en preparaciones
purificadas (Roca Et al., 2003).

restos fendlicos

de tirosinas
Reactivo de Fo[ln
(wer,
(color amaﬂllo}
-8 4HL
| cu2+
| 4

--C—N-—C--C—N--
OH R OH

Complejo Cu**-proteina Reactivo de Folin
en medio alcalino reducido
(color azul pélido) ( WS+, Mo+ )

{color azul)

Figura 2. Reaccidn de Proteina y los reactivos. Recuperado de
http://devbio.wustl.edu/InfoSource/ISPDFs/Lowrybio
.pdf

2.3.4. METODO DE BRADFORD

El método Bradford se basa en la union del colorante azul de
Coomassie G 250 a la proteina; estudios detallados indican que el
colorante libre puede existir en cuatro formas iénicas diferentes para
las que los valores de pKa son 1,15, 1,82 y 12,4, de las tres formas
cargadas de colorante que predominan en la solucion de reactivo de
ensayo de &cido, las formas rojas y verdes mas catiénicos tienen
méaximos de absorbancia a 470 nm y 650 nm, respectivamente; en
contraste, la forma azul mas tensioactivos anionicos del tinte, que se
une a la proteina, tiene un maximo de absorbancia a 590 nm. Por lo
tanto, la cantidad de proteina se puede estimar mediante la
determinacion de la cantidad de colorante en la forma i6nica azul.

Esto generalmente se logra mediante la medicion de la absorbancia
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de la solucion a 595 nm; el colorante parece unirse méas facilmente a
arginilo y lisilo residuos de proteinas, esta especificidad puede
conducir a la variacién en la respuesta del ensayo a diferentes
proteinas (Walker, 2009).

| |
PROTEIN + Q’Haﬂ—"@ C :DKE_.:HIQ
Basic and Aromatic Malys 50,
Side Chains
- Conmassia G-250
0C;Hy
465 nm

Pratein-Dwye Complex

Anae = 505 nm

Figura 3. Esquematica de reaccion para Coomassie Plus — Del

ensayo  Better  Bradford, @ Recuperado de
http://www.qcbio.com/pierce/23236.htm

2.4, METODO DE COMBUSTION DUMAS

Gay-Lussac y Thénard en 1810, fueron los primeros en determinar
nitrbgeno en sustancias organicas, su método consistia en quemar la
sustancia en presencia de clorato de potasio y analizar los gases
desprendidos posteriormente Gay Lussac en 1815 y Johann Wolfgang
Ddobereiner en 1816 introdujeron el uso del 6xido de cobre en lugar del
clorato de potasio como oxidante de la materia organica y este método,
perfeccionado por Justus von Liebig, se transformd, en sus aspectos
esenciales, en el que se uso durante mas de un siglo para el analisis elemental
de compuestos organicos; el método de combustion para determinar
nitrdgeno en compuestos organicos fue creado por Dumas en el afio 1830
(Fisher, 2012).

La principal contribucion de Liebig fue el disefio en 1831, de un aparato

para llevar a cabo la combustion de las muestras que mejoraba el sistema de
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calentamiento de Berzelius, asimismo introdujo la determinacion del
dioxido de carbono mediante pesada, previa retencion del gas en hidroxido
potasico, en sustitucion de la medida del volumen de gas como hasta
entonces se habia hecho; la determinacion del contenido de nitrégeno en
sustancias orgénicas no se consiguio con resultados satisfactorios hasta que
Dumas mejor6, en 1831, un complicado y tedioso método que habia
propuesto Liebig (Lopez, 2005).

En 1831 Dumas ide6 un método por el cual los gases se recogieron en un
tubo de eudiémetro lleno de hidroxido alcalino, eliminando asi la necesidad
de la absorcion de dioxido de carbono separado; la otra innovacion
importante en este procedimiento fue el uso de didxido de carbono,
generado por calentamiento de carbonato de plomo, para eliminar los
productos de combustion, dumas utiliza cobre para la reduccion de dxidos
de nitrégeno después de activar primero el cobre por calentamiento en una
corriente de hidrégeno, éste método para la determinacion de nitrégeno esta
todavia en uso (Szabadvary, 2016).

El método de combustién (CM) es otro método de un siglo de antigiiedad
para la determinacion de elementos tal como carbono, hidrégeno, nitrogeno
y de azufre en una gran variedad de materiales, el proceso de combustion se
Ileva a cabo con una dosis de oxigeno de alta pureza y la resultante los gases
se recogen en un tanque hasta que la presién alcanza un valor
predeterminado; el enfoque aplicado en el presente estudio se basa en un
flash la combustion de la muestra en un flujo continuo de helio como gas
portador, en el que una pequefia dosis del oxigeno se suministra (Marcd,
2002).

El método dumas consiste en la combustion de una muestra de masa
conocida a alta temperatura en presencia de oxigeno; los gases producidos
son entonces reducidos por el cobre y se seca mientras que el CO2 queda
atrapado, finalmente, nitrégeno se cuantifica usando un detector universal
(Serrano Et Al., 2013).

El método de combustion Dumas es un método absoluto para la
determinacion del contenido de nitrogeno total en una matriz orgénica
general, la muestra se quema a alta temperatura en una atmosfera de

oxigeno; a traves de tubos de oxidacion y posterior reduccion, nitrogeno se
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convierte cuantitativamente a N»; otros productos de la combustién son
volatiles ya sea atrapado o separados. Un detector de conductividad térmica
mide gas nitrégeno, los resultados se dan como % o mg de nitrégeno, que
puede ser convertido en proteina mediante el uso de factores de conversion
(Maller, 2014).

Una muestra 1g aproximadamente se pesa con precision y colocado en un
crisol de cerédmica, este crisol se coloca entonces en un horno de alta
temperatura (1050 °C) en una atmoésfera de oxigeno, la muestra es guemada
y los elementos organicos son oxidados, los gases de combustion (Oz, CO,
H>0, N2 y éxidos de nitrégeno NOy); la mezcla se lleva entonces a una celda
de conductividad térmica que emite una sefial eléctrica al nitrégeno
contenido y esta sefial se integra mas de 40s el final resultado se calcula a

partir de una curva calibracion previamente establecida (Thierry, 2004).

2.4.1. EQUIPO DUMAS CHNS 628 (LECO)

El CHN628 Serie Elemental se utiliza para determinar nitrégeno,
carbono /nitrégeno, y de carbono / hidrégeno / nitrégeno en matrices
organicas el instrumento utiliza una técnica de combustion y
proporciona un resultado el plazo de 4,5 minutos para todos los
elementos que se estan por determinar el instrumento dispone de un
software personalizado basado en Windows ® operado a través de
un PC externo para controlar la gestion de la operacion y los datos
del sistema; una muestra pesada previamente y encapsulado se
coloca en el cargador del instrumento, donde la muestra se transfiere
a la camara de purga del instrumento directamente encima del horno,
la eliminacion de los gases atmosféricos del proceso de
transferencia; La muestra se introduce a continuacion en el horno
primario que contiene solamente oxigeno puro, resultando en una
rapida y completa de combustion (oxidacion) de la muestra,
Carbono, Hidrogeno y nitrogeno presente en la muestra se oxidan
con el carbono diéxido (CO), agua (H20), y NOy, respectivamente,
y son arrastrados por el portador de oxigeno a través de un horno de

secundaria para continuar con la oxidacion y eliminacion de
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particulas; en los modelos de PF y CN628, los gases de combustion
pasan a través de un pre-enfriador y refrigerador termoeléctrico para
eliminar el vapor de agua, los gases de combinacion se recogen
entonces en un recipiente conocido como balastro para el
equilibrado, los gases homogeneizados del balastro se barren a través
de un bucle de alicuota de 10 cc y luego pasan a un gas portador de
helio; las celdas no dispersivas de infrarrojo optimizado (NDIR) se
utilizan para la deteccion de H.O y CO: aseguran el rapido tiempo
de andlisis del sistema, los gases NOx se pasan a través de un tubo
Ileno de reduccion de cobre de para reducir los gases a N2 y eliminar
cualquier exceso de oxigeno presente en el proceso de combustion;
el gas alicuota después pasa a través de Lecosorb y anhidrona para
eliminar el CO. y el agua generada durante el proceso de captura de
CO2 en una celda de conductividad térmica (TC) utilizado para
detectar el Ny, los resultados finales tipicamente muestran en
porcentaje en peso o partes por millén, pero se pueden visualizar en
otras unidades o personalizados las conversiones, como porcentaje

de proteina total de humedad corregido, y otros (Leco Corporation).

Figura 4. Analizador Dumas CHNS 628. Recuperado de Leco
Corporation
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2.4.2. CELDA DE CONDUCTIVIDAD TERMICA

La celda de conductividad térmica (TC) tiene la capacidad de
detectar diferencias en la conductividad térmica de gases, ésta celda
TC es operado en un modo optimizado de nitrégeno, la celda
consiste en dos pares de filamentos pareados utilizados en cuatro
puntos de un puente de Wheatstone, los filamentos de "referencia”
se mantienen en un ambiente de flujo de gas y de gas constante,
mientras que los filamentos de "medida™ se mantienen en un
ambiente de flujo de gas constante, pero se permite variar la
composicion del gas, todos los filamentos estdn montados en un
bloque aislado del metal, un factor de corriente de filamento se
calcula por el software para compensar los cambios en la corriente
de filamento, debido a los cambios de temperatura de celda TC; el
puente de Wheatstone es equilibrada con una corriente de puente
especificado, mientras que los dos filamentos son esencialmente
idénticas en entornos, la corriente de puente hace que la auto-
calentamiento de los filamentos, la temperatura del filamento es
siempre mucho mas alta que la temperatura del horno en el que se
encuentra la celda; mientras que ambos filamentos permanecen en el
mismo entorno en el que se equilibro el puente, el puente de salida
se mantendrd en aproximadamente 0,3 voltios, cualquier
perturbacion de este ambiente resultara en un cambio en la salida del
puente, la salida del puente es de AC acoplado a los amplificadores
con una salida compensada; una vez que el puente esta equilibrado
y estabilizado en condiciones adecuadas, las Unicas variaciones en la
salida del puente se deben a variaciones en el tipo y la cantidad de
gas presente en los filamentos de "medida”, el puente esta
equilibrado con helio (He) o argén (Ar) que fluye en la cdmara de la
camara de medida y de referencia, la introduccion de nitr6geno
provoca un cambio en la respuesta de celdas conductividad térmica,
debido al hecho de que el nitrogeno tiene una conductividad térmica
diferente que el gas portador, en este caso, el puente se desequilibra

y una salida vuelve a estar disponible para el preamplificador,
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resultando en una lectura positiva; la cantidad de nitrogeno
determina la magnitud de las lecturas. La sensibilidad del sistema se
rige por el puente de corriente y la diferencia en la conductividad
térmica entre el analisis de gas, el nitrégeno y el gas portador: helio

0 argén (LECO Corporation).

Tabla 5. Conductividad térmica de los gases

Gas Symbol Molecular Weight ~ Thermal Conductivity
Hydrogen H2 2 39
Helium He 4 33
Neon Ne 20 10.4
Oxygen 07) 32 5.7
Nitrogen N2 28 5.6
Air (dry) Air 29 5.4
Carbon Monoxide CO 28 54
Water Vapor H20 18 4.0
Argon Ar 40 3.8
Carbon Dioxide CO2 44 3.3
Sulfur Dioxide SO, 64 1.6

Fuente: LECO Corporation.

2.4.3. LA RADIACION INFRARROJA DE LA CELDA

Las descripciones que siguen se refieren a detector optimizado de
COo, el andlisis de hidrogeno es idéntico, con s6lo el cambio
necesario para dar cabida a un gas diferente (H20), la fuente de
infrarrojos (IR) se compone de alambre de nicromo, que es la
resistencia calentada a 850 °C, la fuente IR irradia energia visible,
asi como todas las longitudes de onda en el espectro infrarrojo; el
dioxido de carbono absorbe la energia de IR a una longitud de onda
precisa dentro del espectro IR, la energia de la fuente de IR es
absorbida como el gas pasa a través de la celda, evitando que alcance
el detector de IR, toda la deméas energia IR es evitada llegar del
detector IR por un filtro de paso de banda estrecha; debido al filtro
de longitud de onda, la absorcion de energia IR se puede atribuir

solamente a dioxido de carbono (CO.), la concentracion de CO> es
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detectado como un nivel de energia en el detector; una celda de IR
se utiliza como una referencia y para la medicion, el total de carbono,
como didxido de carbono, se detecta de forma continua y simultanea,
la celda consta de una fuente de IR, un filtro de paso de banda
estrecha, un cono de condensacién, un detector de energia de
infrarrojos, y el cuerpo de la celda, la energia radiada entra en el
cuerpo de la celda a través de una ventana, viaja a través del cuerpo
de la celda, a continuacion, sale a través de una segunda ventana y
un filtro de longitud de onda precisa, el filtro selectivo pasa
solamente la longitud de onda de absorcion de CO2 en un cono de
condensacion que se concentra la energia en el detector, el detector
de estado sélido se AC acoplado a un preamplificador; A medida que
aumenta la concentracion de gas, el voltaje al preamplificador
disminuye. El nivel de referencia de partida, o "linea de base" para
el detector se establece mediante la ejecucion de oxigeno al 100% a
través de la celda, el entorno de oxigeno puro permite la maxima
cantidad de energia para alcanzar el detector, éste nivel de energia
méaxima AC acoplado al preamplificador donde es amplificada,
rectificada, y se filtrd, Se envia entonces a un convertidor de
analogico a digital (A/D) donde se convierte a una sefial digital;
cuando comienza el anlisis, la salida de la celda disminuye con la
cantidad de carbono (en forma de CO.) presente en la celda, el
ordenador lee la salida de la celda y produce puntos de datos que se
almacenan en la memoria, entonces, el ordenador procesa la curva,
o grafico, formado por estos puntos de datos de calibracion y después
de formas una curva lineal, la curva de calibracion se utiliza entonces
por el ordenador para calcular con precision el resultado de la
muestra (LECO Corporation).

SISTEMA DE COMBUSTION DE OXIGENO PURO

Sistema de horno de doble etapa opera a temperaturas hasta 1050 °C
utilizando s6lo oxigeno puro para garantizar la combustion completa
de todas las muestras organicos, sin necesidad de reactivos oxidantes

de metal adicionales u otros gases portadores; Quartz lance dirige el
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flujo de oxigeno directamente en la muestra, acelerando el proceso
de combustién. Large, crisol poroso ayuda al proceso de combustion

y se extiende los intervalos de mantenimiento (LECO Corporation).
2.45. PREPARACION DE MUESTRA CHNS628 DUMAS

El uso de una menor cantidad de muestra resulta en ahorro de costos
por analisis pues la salida basica de consumibles se reduce a través
de la combustion estequiométrica; la muestra homogeneizada se
debe pesar en una ld&mina de estafio, cerrar para evitar la entrada de
aire y luego insertar en un espacio vacio del automuestreador; Es
posible establecer comunicacion entre la balanza y la PC a través de
una interface de datos; de esta manera se facilita la alimentacion de

datos de la muestra (LECO Corporation).

502-186 T
Small Tin Foil Cup &
(100/pk)

502-397
Medium Tin Foil Cup

) (100/pk)
F:‘/

""u.
. )

\ T 604-398
— Sample Cup Holder

Add
Sample

Figura 6. Pesado de la muestra en una lamina de estafio, LECO
Corporation.

2.4.6. CICLO DE ANALISIS

2.4.6.1. Purga
La muestra pesada y envuelta en papel de estafio (Tin Foil)
es colocada en el cabezal de carga y purgada de cualquier
gas atmosférico que hubiera ingresado en el proceso de
preparacion de la misma, paralelamente el recipiente que

colecta los gases de la combustion el balastro (sistema
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patentado por LECOQO), también es purgado (LECO
Corporation).

2.4.6.2. Combustion
Ante la presencia de un catalizador y a altas temperaturas,
una muestra (solida o liquida) se combustiona para formar
Oxidos. Los oxidos de nitrdgeno (NOX) resultantes se
reducen a nitrégeno elemental con la ayuda de cobre,
mientras que los subproductos (agua y CO2) se separan
completamente. El nitrdgeno restante se analiza con un

detector de conductividad térmica (LECO Corporation).

Combustion:
CoH,N, + a0, e nCO, + 0.5mH,0 + xN — Oxido

Reduccion

N — Oxido —&x> N,

2.4.6.3. Andlisis
Todos los pardametros del andlisis se definen y controlan
desde la PC. El software calcula los parametros de analisis
que son necesarios para distintos tipos de muestra, p.e. la
dosificacion del gas, los tiempos de combustion, etc. Estos
parametros luego se almacenan en los programas de
analisis. Si el usuario alimenta el factor de oxigeno puede
controlar la cantidad de gas necesaria para la combustién;
esto significa que solo se afiadira la cantidad precisa de
oxigeno que se necesita para el analisis. Estas categorias de
combustion vienen pre-instaladas para los tipos de muestra

més comunes (LECO Corporation).
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2.5. COMPARACION DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACION DE NITROGENO/PROTEINA

Después de numerosos estudios cientificos realizados en diferentes tipos de
muestras, se demostré que ambos métodos ( kjeldahl y Dumas) entregan
resultados de N total comparables y presentan una diferencia insignificante,
especialmente para tejidos vegetales y frutos, por lo que no se justifica, a
nivel de productor, una preferencia entre uno u otro método de analisis;
probablemente a nivel de laboratorio, se justifica la eleccién de uno u otro
método, debido a que Dumas tiene menos riesgo de error y su
automatizacién implica mayor rapidez y menor costo del andlisis estudios
indican que efectivamente a pesar de las minimas diferencias, las mayores
diferencias que se han encontrado entre estos analisis indican que el valor
de Dumas supera en no mas de 1,4%, el valor obtenido por Kjeldahl, en
muestras de fecas con alto contenido de materia organica (Sallato, 2015).
Se comprobd exactitud y precision en los métodos Kjeldahl y Dumas para
analisis de proteina empleando una muestra de referencia AAFCO la cual
se analiz6 en 2 laboratorios acreditados, se aplicd una prueba F y t de
comparacion de varianzas y medias respectivamente, lo que permitio
determinar que los métodos comparados presentan precision y exactitud
(Mera, 2015).

El método Kjeldahl, por ser un método més lento, complejo y que tiene
mayor riesgo de perdidas, ha venido siendo reemplazado por el método
Dumas, que utiliza equipos automatizados de combustion seca. EI método
Dumas consiste en la transformacion de todas las formas de nitrégeno en N
gaseoso por calcinacion y su determinacion es por conductividad térmica
(Sweeney and Rexroad, 1987).

Los metodos para la determinacion de la concentracion de proteinas se basan
en la cantidad y naturaleza de la proteina a ser analizados, la presencia de
sustancias de interferencia y los requisitos de sensibilidad, el método de
Biuret indica el menor contenido de proteinas en la albimina en la yema de
huevo, que fue probablemente debido a la baja sensibilidad de este método
de Biuret; éste no es muy bueno para las concentraciones de proteina por
debajo de 5 mg / ml, al utilizar el reactivo de Folin-Ciocalteu para detectar
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cobre reducido hace que el ensayo de Lowry sea casi 100 veces mas sensible
que la reaccién de Biuret solo; el ensayo de Bradford muestra los valores
mas altos de proteinas , pero este ensayo no es sin errores, es sensible a la
interferencia por muchos otros compuestos (condiciones basicas y
detergentes-SDS); sin embargo, hay reactivos Bradford compatible con
detergentes, éste depende de la secuencia de la proteina; si la proteina no
contiene un buen ndmero de arginina y / o residuos aromaticos, a
continuacion, el tinte no se unira a la proteina de la manera mas eficiente, lo
que resulta en una subestimacion de la concentracion de proteina (Vrsanska,
2015).
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3.1.

3.2.

3.3.

1. MATERIALESY METODO

LUGAR DE INVESTIGACION

Esta investigacion fue desarrollada en el laboratorio de control de calidad
Instituto de Investigacion Tecnoldgica Agroindustrial de la escuela de
Ingenieria Agroindustrial y el laboratorio de composicion y analisis de
productos agroindustriales de la escuela académica profesional de ingenieria
agroindustrial en la Universidad Nacional del Santa, ubicada en el

Departamento de Ancash, Provincia del Santa, Distrito de Nuevo Chimbote.

MATERIA PRIMA

Para el desarrollo de esta investigacion se trabajé con harina de pescado

proporcionado por la empresa copeinca S.A.C.

REACTIVOS

e EDTA (estandar), procedencia americana, marca LECO, 9.56% de
Nitrogeno.

e Perclorato de Magnesio Anhidro, procedencia americana, marca
LECO.

e Virutas de cobre, procedencia americana, marca LECO.

e Oxigeno UHP, marca messer 4.3, 99.9993% de pureza.

e Helio UHP, marca messer 4.3, 99.9993% de pureza.

e Hidroxido de sodio en base de tierras, marca LECO.

e Acido sulfdrico, Reactivo Baker ACS, Lote T18C00.

e Acido clorhidrico P.A-Q.P, 37,5% +0.5%, Lote A-201.

e Hidroxido de sodio.
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3.4.

3.5.

OTROS MATERIALES

o Espéatula

e Laminas de estafio

e Soporte para pesar muestra.
e Crisol Poroso

e Crisol de porcelana

e Pinza
e Placa Petri.
EQUIPOS

e Analizador Dumas

El Analizador Dumas, marca LECO, modelo CHNS628 de procedencia
Americana es un instrumento que determina el contenido carbén,
hidrégeno y nitrégeno en una variedad de materiales, incluyendo los
alimentos, fertilizantes, carnes y suelos. El rango de peso de la muestra
es de 50 miligramos hasta 1.5 gramos. El instrumento estd conectado
con una PC externa, y usa un software basado en Windows® para

controlar el sistema de operacion y el manejo de datos.

Figura 7. Analizador Dumas CHNS628
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e Kjeldahl: Marca Foss, de procedencia Americana, modelo Kjeltec
8100.

Figura 8. Equipo Kjeldahl

e Soxhlet; Marca Foss de desendencia americana, Modelo Soxtec TM
2024.

Figura 9. Equipo Soxhlet
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Analizador de Fibra: Marca Foss, procedencia americana, modelo
Fibertec TM E.

FE N

Figura 10. Analizador de fibra dietaria

Estufa: Marca POL-EKO APARATURE, Modelo: SW 17TC, Serie

SW-199, Procedencia Americana.

105.1 °C

Figura 11. Estufa de Secado

40



e Mufla: Marca THERMOLYNE, Serie 347034984, Procedencia

Americana.

Figura 12. Mufla Thermolyne

e Balanza Analitica: De procedencia Americana, marca sartorius,
modelo Secura, serie 224-1S, rango de pesado méaximo 220 gr, rango de
pesado minimo 0.0001gr

Figura 13. Balanza Analitica
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e Molino de Impacto: Marca KIKA-WERKE, Modelo M20. Molino de
carga para moler sustancias duras o quebradizas en seco Yy con pocas

perdiddas.

Figura 14. Molino de Impacto.

3.6. METODOLOGIA DE ANALISIS.
3.6.1. DETERMINACION DE NITROGENO POR DUMAS

Para la determinacion de nitrégeno se utiliz6 método oficial de la
AOAC 990.03.

3.6.2. DETERMINACION DE NITROGENO POR KJELDAHL

Para la determinacion de nitrégeno se utilizé el método oficial de la
AOAC 2036.

3.6.3. DETERMINACION DE HUMEDAD

Para la determinacién de Humedad se utilizo el método oficial de la
AOCA 990.
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3.7.

3.6.4. DETERMINACION DE CENIZA

Para la determinacién de ceniza se utilizé el método oficial de la
AOCA 923.03

3.6.5. DETERMINACION DE GRASA

Para la determinacion de grasase utilizé el método oficial de la
AOAC 994.02

3.6.6. DETERMINACION DE FIBRA

Para la determinacién de fibra se utilizé el método oficial de la
AOAC 997.08

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Disefio experimental de la determinacion de Nitrégeno por el método

Dumas
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PROCESO DE ANALISIS
EN EL EQUIPO DUMAS
CHNS628

'

INGRESO DE GASES

'

CALIBRACION
GRADUAL DE
TERMPERATURA

'

ESTABILIZACION DE
CELDA (N)

TIEMPO DE ! TEMiEgé‘TUR
INTERACION
40 seg » DISENO DEL METODO |« COMg%gfg'ON
45 seg 950°C
50 seg 1 1000°C

ELABORACION DE LA
CURVA DE
CALIBRACION

'

PURGA

'

COMBUSTION

'

ANALISIS
CURVA DE
CALIBRACION
l TAMARNO DE
MUESTRA
ANALISIS - 0.1gr
0.2gr
l 0.3gr
RESULTADOS

Diagrama 2. Flujograma para la Optimizacion de los Parametros
de Analisis del Método Dumas.
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3.8. DISENO ESTADISTICO
Los resultados que fueron obtenidos de la harina de pescado, el cual se
sometio a un analisis por Dumas, cuyos resultados fueron analizados por un
disefio Box Benhken y poder generar una superficie de respuesta con 3
factores el cual serd analizado con el programa estadistico Stargraphics
centurion XVI,
En la figura 15, se muestran los puntos tomados por el disefio asi como sus

limites segun las ordenadas.

Figura 15. Representacion del disefio de Box-Behnken para tres
factores.
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Tabla 6. Planeamiento experimental Box - Behnken.

Numero de Valor de las Variables
experimentos

X1 X2 X3
1 -1 -1 0
1 +1 -1 0
1 -1 +1 0
1 +1 +1 0
1 -1 0 -1
1 +1 0 -1
1 -1 0 +1
1 +1 0 +1
1 0 -1 -1
1 0 +1 -1
1 0 -1 +1
1 0 +1 +1
3 0 0 0

TOTAL 15

Statgraphics centurion XVII

En la tabla 1 podemos ver el planeamiento experimental Box-Behnken para
K=3 el cual muestra un total de 15 tratamientos experimentales con sus

respectivas variaciones factoriales.

46



3.8.1. MODELO ESTADISTICO

Yig =U+Vi+ M+ WV Dyj+ V* M)y + (I« M)y + (V5 I x M)y + Eyjy
Donde:
Y. Observacion individual.
U: Media general.
V,: Temperatura de combustion.

(3 nivelesi = 1,2,3)

V, = 900°C
V, = 950°C
V5 = 1000°C

I;: Tiempo de integracion.

(3 niveles j = 1,2,3)

I, =40
Iz=4‘55
13:505

M, : Tamafio de muestra.

(3 niveles k = 1,2,3)

M, =01gr
M, =0.2 gr
M; =0.3gr
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3.9. DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

INGRESO DE GASES

ESTANDAR
(EDTA) l
v CALIBRACION
GRADUAL DE
i=>ADO0 TERMPERATURA
y v
SELLADO ESTABILIZACION DE
CELDA (N)
v
COLOCAR EN l
CABEZAL

DISENO DEL METODO

.

A 4

ELABORACION DE LA
CURVA DE
CALIBRACION

'

PURGA

'

COMBUSTION

!

ANALISIS

!

CURVA DE
CALIBRACION

!

ANALISIS

MUESTRA
(HARINA DE
PESCADO)

HOMOGENIZACI
ON

v

PESADO

v

SELLADO

v

COLOCAR EN
CABEZAL

!

RESULTADOS

A

Diagrama 3. Flujograma del proceso de la optimizacion de
parametros
Nitrégeno.
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3.9.1. PROCESO DE ANALISIS EN EL QUIPO DUMAS CHNS628

3.9.1.1.

3.9.1.2.

3.9.1.3.

3.9.14.

3.9.15.

3.9.1.6.

3.9.1.7.

Ingreso de gases
Se abrio las llaves de los gases de helio y oxigeno, estos

ingresan al quipo.

Calibracion gradual de temperaturas

Se procedi6 graduando la temperatura del horno de
combustion, hasta la temperatura a la cual se quiere trabajar
(900°C, 950°C 0 1000°C).

Estabilizacion de celda (N)
Después de la calibracion de temperatura de procedi6 a la
estilizacion de la celda del nitrégeno por un periodo de 6

horas.

Disefio del método
Ya estabilizado las celdas proseguimos con el disefio del
método. En el cual se colocd las variables (tiempo de

interaccion y temperatura de combustion).

Elaboracion de la curva de calibrado
Para la curva de calibrado se uso el estandar EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) tomando 5 puntos para dicha

curva.

Purga
La muestra del estdndar se colocd al cabezal y después
ingresada a una camara en el cual se sac6 todo el aire que

pudo ser capotado al momento de ingresar.

Combustién
Después que el estdndar es purgado se precedié a la
combustion, esto se realizé en el horno de combustion, el

cual queda en la parte inferior de la camara de purga.
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3.9.1.8. Andlisis
Después de la combustion, los gases obtenidos de este
fendmeno son pasador por una seria de filtros, para que

después se lleve a la celda detectora de Nitrogeno.

3.9.1.9. Curva de Calibracion
De esta forma se obtuvo la curva de calibrado de los 5
puntos (0.05g, 0.1g, 0.15g, 0.20g, 0.25g) con 3 repeticiones.

3.9.1.10.Resultados
Los resultados obtenidos esta representadas en % de
Nitrégeno, para lo cual las muestras fueron ingresadas al
cabezal y tuvieron el mismo procedimiento de combustion
que el estandar (purgado, combustionado y detectado pro la
celda de Nitrogeno).

3.9.2. PREPARACION DEL ESTANDAR

3.9.2.1. Estandar
El estandar usado para este proyecto fue el EDTA (&cido

etilendiaminotetraacético), el cual contienen un 9.56% de

Nitrégeno.

Figura 16. Estandar EDTA.
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3.9.2.2. Pesado
Se peso (0.05g, 0.1g, 0.15g, 0.20g, 0.25g), de EDTA con

tres repeticiones para cada punto.

Figura 17. Soporte y lamina de estafio.

Figura 18. Pesado de muestra
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3.9.2.3. Sellado
Cada peso fue sellado con l&minas de estafio con ayuda de

las manos.

Figura 19. Sellado de muestra con lamina de estafio.

3.9.2.4. Colocar en cabezal
Todos los pesos fueron colocados al cabezal en el quipo
Dumas CHNS628.

Figura 20. Cabezal de Analizador DUMAS CHNS 628
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3.9.3. PREPARACION DE LA MUESTRA

3.9.3.1. Muestra
La muestra fue obtenida de la empresa Copeinca S.A.C.

Figura 21. Muestra de Harina de Pescado

3.9.3.2. Homogenizacion
La muestra se ingres6 a un molino para que homogenizar

la muestra.

Figura 22. Llenado de muestra en molino
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Figura 23. Homogenizado de muestra

3.9.3.3. Pesado
Se gramos de la muestra homogenizada el cual fue

analizada posteriormente.

Figura 24. Pesado de harina de pescado
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Figura 25. 0.2 gr. de harina de pescado

3.9.3.4. Sellado
Cada peso de la muestra fue sellada con laminas de estafio.

Figura 26. Sellado de muestra de harina de pescado
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3.9.3.5. Colocar en cabezal
Todas las muestras pesadas fueron ingresadas al cabezal

para después ser analizadas en el quipo Dumas CHNS628.

Figura 27. Carga de muestra en el cabezal del Analizador
CHNS628.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COMPOSICION FISICOQUIMICA DE HARINA DE
PESCADO

Se determind la composicion nutricional de la harina de pescado con 3
repeticiones por cada analisis, el cual se muestra en la Tabla 7, para la
determinacion de proteinas se realizé en el método Dumas utilizando los
siguientes parametros; temperatura de combustion 900 °C y tiempo de
integracion de 50 s, los resultados en la investigacion son similares con los
reportados por Kop (2010); quien report6 65.5 % de proteina y 0.3 % de
fibra, también Al Mahmud (2012); report6 11.45 % de humedad, 12.5 % de
aceite y 15.16 % de ceniza.

Tabla 7 Analisis proximal de la harina de pescado en 100g de

muestra
Componente
Proteina 65.37 £ 0.0603%
Humedad 12.06 + 0.15522
Aceite 9.47 +0.0034%
Ceniza 12.73 £ 0.14522
Fibra 0.37 +0.0280%

a: Desviacion estandar.
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4.2. CREACION DEL METODO DE ANALISIS

Segun el disefio experimental Box — Behnken, se ha programado 15 métodos
en el software de Leco Corporation, la cual se resume en el siguiente figuras

28y 29, y tabla 8 se presenta un cuadro resumen de éstos métodos.

Methods - CHNS628 Series i

Analysis Parameters | Hlement Parameters ] Bum Profile | Macro Ballast Parameters
Sample Size

Macro (10 mas - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection 0 times M Blank

Fumace
Temperature 900 0-1050°C
Afterbumer Temperaturs 250 0-1050 °C

QK Cancel Help

Figura 28. Creacion de método en el software de Leco, con una
temperatura de combustion en el horno primario de 900
°C.
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,
Methods - CHNS628 Series x|

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile ] Macro Ballast Parameters ]

Nitrogen Carbon Hydrogen Range
Analyze™ Yes ¥ Yeos Yes
Baseline Delay 1|10 0 0 0 - 60 seconds
Minimum Analy | 45 45 45 0 - 400 second:
Comparator Lev| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01 - 99.9
Significant Digit| 5 3 3 1-5

IR Baseline Time 1 1- 30 seconds

TC Baseline Time 10 1- 10 seconds

oK | — | Help

Figura 29. Creacion de método en el software de Leco, con
Tiempo de Integracion de 45 segundos.
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Tabla 8. Cuadro resumen de la programacion de los métodos

Métod Temperatura de Tiempo de integracién Tamafo de

etodos combustién de Horno (°C) (s) muestra (g)
1 900 40 0.2
2 900 45 0.1
3 900 50 0.2
4 900 45 0.3
5 950 45 0.2
6 950 40 0.3
7 950 40 0.1
8 950 45 0.2
9 950 50 0.3
10 950 50 0.1
11 950 45 0.2
12 1000 45 0.3
13 1000 40 0.2
14 1000 50 0.2
15 1000 45 0.1
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4.3. CURVA DE CALIBRADO

En Gréafico 1, presenta la curva de calibrado para el tratamiento que tiene como pardmetros los puntos centrales, temperatura de
combustion del horno a 950 °C y tiempo de integracion de 45 s, del disefio Box-Behnken, se evidencia que la curva presenta una
tendencia lineal con un R? de 0.998, esto nos indica la linealidad de la curva de calibracion y demuestra la alta sensibilidad del equipo.

Method:  [MET UNS «| Pot:  |calibration v| umits:  [% |  Stendards..|  Print oK Cancel

Range: Nitrogen &

Curve Type: Quadratic A 5
Weighting: 1/ Certified A

Existing Calibration: 304

|y= +0.00191934x2 +0.966077x +0.00337€

Date: 27-Aug-15 7:44:43P8 [V Show

ra
o
1

New Calibration

Certified x 10 {Milligrams)
=

RMS Error:

0.026624 [ Manual 159
Drift
Repetition: 3 104
Standard Additions Offset
[ Enable 51
Existing: 0

0 D 1
New: B T T T T T T T T
0 0.5 1 L5 2 25 3 3.5
Area

Gréfico 1. Curva de calibracién para la determinacion de nitrégeno en harina de pescado
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4.4, DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS
PARA DETECTAR LA MAXIMA CANTIDAD DE
NITROGENO

En la tabla 9, se presenta los niveles y factores del siefio Box — Behnken.

Enla Tabla 10, se muestra los resultados obtenidos del disefio experimental,
éstos resultados muestran el contenido de nitrogeno de los 15 tratamientos
segln el disefio Box Behnken, la menor concentracion de nitrogeno en la
harina de pescado fue de 10.255 y la mayor concentracion de nitrégeno en
la harina de pescado fue de 10.894, los resultados nos indican que los
porcentajes de nitrogeno se ven afectados por los tratamientos sometidos.
Miller (2007) afirma que el contenido de nitrégeno en la harina de pescado
esta intrinsecamente relacionada con su calidad en la recepcion de materia
prima, ademas el método dumas presenta repetibilidad y repoducibilidad,

las muestras analizadas en dos diferentes laboratorios no debe diferir en mas

de5.77%.
Tabla 9. Factores y niveles definidos para disefio Box —
Behnken
Factor Bajo (-1) Central (0) Alto (+1)
Temperatura de Combustion °C 900 950 100
Tiempo de Integracion s 40 45 50
Peso de la Muestra g 0.1 0.2 0.3
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Tabla 10. Resultados del disefio experimental

TRATAMIENTOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Temperatura horno (°C) 0 +1 0 0 0 -1 -1 0 +1 0 -1 -1 0 +1 +1
Tiempo Integracion (s) 0 0 -1 -1 0 -1 0 +1 -1 +1 +1 0 0 +1 0
Peso de muestra(g) O +1 +1 -1 0 0 -1 +1 0 -1 0 +1 0 0 -1

1 10.826 10.563 10.349 10.389 10.817 10.477 10.337 10.539 10.649 10.585 10.615 10.469 10.865 10.759 10.615

2 10.848 10.494 10.294 10.315 10.826 10.596 10.423 10.585 10.638 10.634 10.635 10.358 10.848 10.550 10.534

3 10.813 10.353 10.358 10.359 10.860 10.573 10.354 10.541 10.566 10.514 10.545 10.455 10.845 10.784 10.475

4 10.877 10.386 10.362 10.446 10.845 10.566 10.519 10.576 10.476 10.554 10.543 10.365 10.892 10.681 10.336

5 10.814 10.439 10.369 10.348 10.839 10.580 10.385 10.668 10.655 10.653 10.594 10.377 10.851 10.643 10.555

6 10.823 10.518 10.345 10.357 10.883 10.425 10.343 10.645 10.685 10.684 10.598 10.474 10.849 10.755 10.545

7 10.884 10.548 10.349 10.328 10.883 10.588 10.370 10.437 10.694 10.514 10.640 10.574 10.841 10.716 10.455

8 10.885 10.527 10.447 10.336 10.742 10.464 10.484 10.574 10.585 10.759 10.588 10.759 10.859 10.582 10.396

9 10.885 10.435 10.355 10.356 10.893 10.334 10.385 10.729 10.675 10.549 10.594 10.440 10.749 10.614 10.414

10 10.875 10.676 10.255 10.354 10.804 10.514 10.559 10.653 10.545 10.485 10.587 10.425 10.885 10.653 10.475

11 10.848 10.365 10.386 10.284 10.847 10.424 10.658 10.553 10.624 10.583 10.574 10.368 10.893 10.733 10.394

12 10.735 10.544 10.398 10.255 10.793 10.565 10.554 10.504 10.654 10.474 10.565 10.464 10.782 10.855 10.444

13 10.873 10.666 10.385 10.350 10.884 10.583 10.370 10.549 10.567 10.564 10.595 10.355 10.783 10.648 10.486

14 10.894 10.392 10.346 10.413 10.855 10.475 10.349 10.695 10.545 10.483 10.584 10.474 10.883 10.734 10.565

15 10.879 10.378 10.315 10.495 10.885 10.574 10.666 10.529 10.685 10.685 10.547 10.385 10.839 10.542 10.425

16 10.866 10.430 10.347 10.335 10.854 10.695 10.584 10.516 10.778 10.554 10.647 10.681 10.844 10.776 10.445
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De acuerdo con la tabla 11, se muestran los valores promedios para loa 15
tratamientos, éstos tienen como limite de control su coeficiente de variacion,
se observa que los tratamientos que detectan mayor contenido de %
nitrégeno en harina de pescado, son producto de la combinacion de los
parametros de Temperatura de combustion 950 °C, Tiempo de integracion
de 45 s y tamafio de muestra de 0.2 g, que en la tabla 11, se representa con
el tratamiento 1, 5y 13. También se observa que el tratamiento que presenta
menor coeficiente de variacion es el tratamiento 11, tiene como parametros
una Temperatura de combustion 900 °C, Tiempo de integracion de 50 s y
tamafio de muestra de 0.2.

Tabla 11. Promedios de los tratamientos del disefio
experimental

TRATAMIENTOS PROMEDIO
1 10.85+0.382%
2 10.48 + 0.969 @
3 10.35+0.418 ?
4 10.36 + 0.562 @
5 10.85+£0.375 2
6 10.53 £ 0.841 @
7 10.46 £ 1.106 ?
8 10.58 £ 0.734 @
9 10.63+£0.704
10 10.58 + 0.783 @
11 10.59 £ 0.304 ?
12 10.46 +1.115 @
13 10.84 £0.379 ?
14 10.69 + 0.841 @
15 10.47 £0.711 @

a: Coeficiente de variacion
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4.4.1. ANALISIS DE VARIANZA

En la Tabla 12, se presenta el ANOVA, en el cual muestra que
existen variables altamente significativas, esto quiere decir que
influyen directamente en los resultados, estas son; la temperatura del
horno, el tiempo de integracidn, interaccion entre la temperatura y
temperatura, interaccion entre el tiempo y tiempo y la interaccion
entre el tamafio de muestra y tamafio de muestra, a un nivel de
significancia de 5 %, ya que los valores — P, resultaron ser menores
a 0.05 (P<0.05), el coeficiente de variacion hallado fue de 0.781%,
éste valor nos indica que no existe mucha variabilidad entre los

tratamientos presentados.

Tabla 12. Anélisis de varianza (ANOVA)

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados G.L. Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura del horno 0.105341 1 0.105341 14.77 0.0002
B:Tiempo de integracion 0.662544 1 0.662544 92.91 0.0000
C:Tamafo de muestra 0.000303195 1 0.000303195 0.04 0.8368
AA 0.83085 1 0.83085 116.51  0.0000
AB 0.0000030625 1  0.0000030625 0.00 0.9835
AC 0.000081 1 0.000081 0.01 0.9152
BB 0.850449 1 0.850449 119.25  0.0000
BC 0.0000975156 1  0.0000975156 0.01 0.9070
cC 3.96143 1 3.96143 555.49  0.0000
bloques 0.0616073 15 0.00410715 0.58 0.8915
Error total 1.53325 215 0.00713139
Total (corr.) 7.42005 239

Los P-valores significativos se muestran en la tabla en cursiva.

Marco (2002) estudio optimizar los parametros del equipo Leco FP-
228, por el método de combustion Dumas, el cual utilizd6 como
parametros de temperatura del horno de 850-900-950 °C; el tiempo
de suministro de oxigeno 10-25-40 s y cantidad de muestra de 20-
35-50 mg, el cual concluyd mediante el analisis de varianza que la
temperatura de combustion y el tiempo de suministro de oxigeno
influyen significativamente a un nivel de significancia de 5 %
(P<0.05).
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4.4.2. ANALISIS DE EFECTOS DE LAS VARIABLES SOBRE LA
RESPUESTA

En la Tabla 13, se muestra las estimaciones para cada uno de los
efectos estimados y las interacciones, también se observa que los
efectos negativos vienen a estar dado por la interaccion de:
temperatura de combustion - temperatura de combustion,
temperatura de combustion - tiempo de integracion, tiempo de
integracion - tiempo de integracion, tamafio de muestra — tamafio de

muestra y 8 bloques.

Tabla 13. Efectos estimados para Nitrogeno (%)

Efecto Estimado Error Estd.

promedio 10.8469 0.012189

A:Temperatura del horno  0.057375 0.0149284
B:Tiempo de integracion 0.143891 0.0149284
C:Tamafio de muestra 0.00307812  0.0149284
AA -0.237182 0.0219739
AB -0.0004375  0.0211119
AC 0.00225 0.0211119
BB -0.239964 0.0219739
BC 0.00246875 0.0211119
CC -0.517901 0.0219739
bloque -0.0192833  0.0422238
bloque -0.0436833  0.0422238
bloque -0.0398167  0.0422238
bloque 0.00631667 0.0422238
bloque 0.0275167 0.0422238
bloque 0.0131167 0.0422238
bloque 0.03525 0.0422238
bloque -0.0420833  0.0422238
bloque 0.00298333  0.0422238
bloque -0.02435 0.0422238
bloque -0.0182167  0.0422238
bloque -0.00861667 0.0422238
bloque -0.00475 0.0422238
bloque 0.0141833 0.0422238
bloque 0.0839167 0.0422238
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Gréfico 2. Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados

En la grafico 2, se presenta el diagrama de Pareto, en ella se indica
los efectos significativos y no significativos, la linea vertical azul se
utiliza para juzgar dichos efectos, cualquier barra que se extienda
mas alld de dicha linea corresponde a efectos que son
estadisticamente significativos con un 95.0 % de nivel de confianza,
de los cuales se observa graficamente y son; temperatura del horno,
tiempo de integracion, temperatura del horno — temperatura del
horno, tiempo de integracion — tiempo de integracién y tamafio de
muestra — tamafio de muestra, esto también se puede corroborar con
la tabla 12 donde se muestra el ANOVA a un nivel de significancia
de 5 % (P<0.05).
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Grafico 3. Grafica de efectos principales para nitrégeno

En la gréafica 3, se muestra los valores estimados para el contenido
de nitr6geno en funcion a cada factor experimental, para la
temperatura del horno se observa que existe una diferencia en
funcidn a la respuesta en cuanto va del nivel bajo 900 °C al nivel
alto 1000 °C, se observa en la respuesta que el contenido de
nitrégeno va desde 10.7 a 10.75 aproximadamente, obteniendo su
mayor valor cuando se encuentra en el nivel central 950 °C, dando
una respuesta del contenido de nitrégeno aproximadamente de
10.84, para tiempo de integracion se observa que existe una marcada
diferencia en funcion a la respuesta en cuanto va del nivel bajo 40 s
al nivel alto 50 s, se observa que la respuesta que el contenido de
nitrégeno va desde 10.5 a 10.78 aproximadamente, obteniendo su
mayor valor cuando se encuentra cerca del nivel central 45 s, dando
una respuesta del contenido de nitr6geno aproximadamente de 10.84
y para el tamafio de muestra se observa que no influye el nivel, a
diferentes concentraciones la respuesta en contenido de nitrégeno

serd la misma.
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Gréfico 4. Grafica de interaccidn para nitrogeno

En la Gréfica 5, se muestra los valores estimados para el contenido
de Nitrogeno en funcion a la interaccion de sus pares de factores, al
igual que en la gréfica 4, cuando se varia los niveles de cada
interaccion de los factores, se obtiene diferente respuesta en el

contenido de nitrégeno.

Etheridge (1998) realiz6 un estudio el quipo LECO CNS 2000 el
cual determind gue el mayor contenido de nitrégeno se daba cuando
la temperatura del horno de combustion era mayor, en contraste con
ésta investigacion observando el grafico 3, se observa que el tiempo
de integracion tiene mayor influencia en cuanto a detecion del

contenido de nitrégeno.
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Gréfico 5. Grafico de probabilidad normal nitrégeno

En la Gréfica 5, se muestra la grafica de probabilidad normal, puede
usarse para ayudar a separar los efectos reales de aquellos que son
simplemente ruido, es particularmente Gtil cuando hay pocos o
ningun grados de libertad para estimar el error experimental, hay un
punto en la gréfica para cada uno de los efectos en el modelo, la idea
béasica detras de la grafica es que los efectos que no son reales sino
simples manifestaciones de ruido se comportardn como si
provinieran de una distribucion normal centrada en cero, la grafica
se escala de tal modo que los efectos que no son reales quedaran
aproximadamente a lo largo de la linea recta, mientras que las
sefiales reales quedaran fuera de la linea, se ha sobrepuesto una linea
a la grafica para sugerir cuales efectos estimados son simplemente
ruido, puesto que se tienen suficientes grados de libertad para

estimar el error experimental.
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Gréfico 6. Grafica de residuos para el contenido de nitrégeno

En la grafico 6, se presenta los residuos versus los valores predichos
de para el contenido de nitrégeno, cualquier patron no aleatorio
podria indicar que el modelo seleccionado no describe
adecuadamente los datos observados, esta grafica es especialmente
buena para mostrar heterocedasticidad (cuando la varianza de las
perturbaciones no es constante), en la cual la variabilidad de los
residuos cambia conforme cambian los valores de la variable

dependiente.
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4.4.3. ANALISIS DE SUPERFICIE RESPUESTA

Para una mejor visualizacion a continuacion se presentan las graficas
del comportamiento de la respuesta que esta dado por el contenido
de % Nitrégeno presente en la harina de pescado, en funcion a las
variables estudiadas que son: temperatura de combustion, tamafio de
muestra y tiempo de integracion, éstas variables, describen una
superficie basado en la ecuacién, que se presentara posteriormente,
el cual grafica solo dos variables estudiadas, manteniendo constante
una de ellas en su nivel central, a continuacion se presentan 3

superficies respuestas:

1. Superficie respuesta para las variables de temperatura de
combustion y tamafio de muestra.

2. Superficie respuesta para las variables de temperatura de
combustion y tiempo de integracion.

3. Superficie respuesta para las variables de tamafio de muestra y

tiempo de integracion.
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Nitrégeno

4.4.3.1. Analisis del comportamiento de contenido de nitrégeno
(%) en funcidén a temperatura de combustidn y tamafio de
muestra
En la grafica 7, se muestra la estimacion del contenido de
nitrdgeno en funcion de temperatura de combustion y
tamafio de muestra, en donde se observa que la altura
representa el contenido de nitrégeno en la muestra de harina
de pescado, graficamente se puede decir que el tamafio de
muestra en 0.2 g y una temperatura de 950 °C
aproximadamente, detecta la mayor concentracion de
nitrégeno dando como resultado un valor aproximado de
10.84, esta area es de color amarillo anaranjado tal como se
muestra en la grafica, para lograr obtener ésta
representacion tridimensional es necesario mantener el
factor de tiempo de integracion en su nivel medio de manera

constante.

Superficie de Respuesta Estimada Nitrogeno

Tiempo de integracion=45.0 Bl 105
B 1054
N 10.58
10.62
10.66

10.7
10.74
10.78
10.82
10.86

B 10.9
Bl 10.94

940 960 9gp 1000 0.1~ Tamafio de muestra
Temperatura del horno

Gréfico 7. Superficie respuesta para el contenido de nitrégeno %
en funcion a temperatura de combustién y tamafio de
muestra
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Tamano de muestra

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Grafico 8. Contorno de la superficie para el contenido de nitrégeno
% en funcion a temperatura de combustion y tamafio
de muestra

En la gréafica 8, se muestra desde una vista bidimensional la
interaccion de la temperatura de combustion y el tamafio de
muestra, al igual que la gréafica anterior también se observa
gue a una temperatura de 950 °C y tamafio de muestra de
0.2 aproximadamente, se obtiene el mayor contenido de
nitrdgeno y este esta representado con un color amarillo
anaranjado dando un valor aproximado de 10.84 como se

muestra en la tabla de colores.
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Nitrégeno

4.4.3.2. Analisis del comportamiento de contenido de nitrégeno
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(%) en funcion a temperatura de combustion y tiempo de
integracion

En la grafica 9, se muestra la estimacion del contenido de
nitrdgeno en funcion de temperatura de combustion y
tiempo de integracion, en donde se observa que la altura
representa el contenido de nitrégeno en la muestra de harina
de pescado, graficamente se puede decir que el tiempo de
integraciéon en 46 s y una temperatura de 950 °C
aproximadamente, se detecta la mayor concentracion de
nitrégeno dando como resultado un valor aproximado de
10.84, esta area es de color amarillo anaranjado tal como se
muestra en la grafica, para lograr obtener ésta
representacion tridimensional es necesario mantener el de

tamario de muestra en su nivel medio de manera constante.

Superficie de Respuesta Estimada Nitrégeno
Tamarfo de muestra=0.2 B 105

B 10.54

I 10.58
10.62
10.66
10.7
10.74
10.78

Tiempo de integracion

Temperatura del horno

Gréfico 9. Superficie respuesta para el contenido de nitrogeno (%)

en funcion a temperatura de combustion y tiempo de
integracion
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Gréafico 10. Contorno de la superficie para el contenido de
nitrogeno (%) en funcion a temperatura de combustion
y tiempo de integracién

En la gréfica 10, se muestra desde una vista bidimensional
la interaccién de la temperatura de combustién y el tiempo
de integracion, al igual que la grafica anterior también se
observa que a una temperatura de 950 °C y un tiempo de 46
s aproximadamente, se obtiene el mayor contenido de
nitrdgeno y este esta representado con un color amarillo
anaranjado dando un valor aproximado de 10.84 como se

muestra en la tabla de colores.
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Nitrégeno

4.4.3.3. Analisis del comportamiento de contenido de nitrégeno
(%) en funcion a tamafio de muestra y tiempo de
integracion
En la grafica 11, se muestra la estimacion del contenido de
nitrdgeno en funcién tamafio de muestra y tiempo de
integracion, en donde se observa que la altura representa el
contenido de nitrégeno en la muestra de harina de pescado,
graficamente se puede decir que el tamafio de muestra de
0.2 y el tiempo de integracion en 46 s aproximadamente, se
detecta la mayor concentracion de nitrogeno dando como
resultado un valor aproximado de 10.84, esta area es de
color amarillo anaranjado tal como se muestra en la grafica,
para lograr obtener ésta representacion tridimensional es
necesario mantener temperatura de combustion en su nivel

medio de manera constante.
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Graéfico 11. Superficie respuesta para el contenido de nitrogeno
(%) en funcion al tamafio de muestra y tiempo de
integracion
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Gréafico 12. Contorno de la superficie para el contenido de
nitrogeno (%) en funcion al tamafio de muestra y
tiempo de integracion

En la grafica 12, se muestra desde una vista bidimensional
la interaccion de tamafio de muestra y el tiempo de
integracion, al igual que la gréfica anterior también se
observa que a tamafio de muestra de 0.2 y un tiempo de 46
s aproximadamente, se obtiene el mayor contenido de
nitrdgeno y este esta representado con un color amarillo
anaranjado dando un valor aproximado de 10.84 como se

muestra en la tabla de colores.
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4.4.4. AJUSTE DE LA VARIABLE RESPUESTA AL MODELO
MATEMATICO EXPERIMENTAL DE SEGUNDO ORDEN

En la tabla 14, se presentan los valores de los coeficientes de la
ecuacion del modelo matematico de segundo orden, estos valores se
calcularon mediante con el programa Statgraphics Centurion, el
software realiza los ajustes para obtener una ecuacion que determine

el contenido de nitrégeno en la muestra de harina de pescado.

Tabla 14. Coeficiente de regresion para Nitrogeno

COEFICIENTE ESTIMADO
Constante -43.887
A:Temperatura del horno 0.0906974
B:Tiempo de integracion 0.446661

C:Tamafio de muestra 10.0486

AA -0.0000474365
AB -8.75E-7

AC 0.000225

BB -0.00479927
BC 0.00246875
CC -25.8951

La ecuacion del modelo ajustado viene a ser la siguiente:

Nitrégeno = -43.887 + 0.0906974*Temperatura del horno +
0.446661*Tiempo de integracion + 10.0486*Tamafio de muestra -
0.0000474365*Temperatura del horno™2 - 8.75E-7*Temperatura del
horno*Tiempo de integracion + 0.000225*Temperatura del horno*Tamafio
de muestra - 0.00479927*Tiempo de integracion™2 + 0.00246875*Tiempo

de integracion*Tamafo de muestra - 25.8951* Tamafio de muestra’2
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4.45. CONDICIONES OPTIMAS PARA DETERMINAR LA
MAYOR CONCENTRACION DE NITROGENO

En la tabla 15, se presentan los factores con sus niveles, en dicha
tabla también se observa que a través del software de la herramienta
estadistica statgraphics centuridn, presenta un valor optimo para
detectar el mayor concentracidn de nitrogeno en la muestra de harina
de pescado, estos valores Optimos que se presentan son cercanos al
al nivel central que son: temperatura de combustién de 950 °C,
tiempo de integracion 45s y tamafio de muestra de 0.2, el resultado
de estos valores 6ptimos son el producto de las combinaciones de los
13 tratamientos distintos y 16 repeticiones a través del software,
estos valores se pueden observar en la tabla 10, para este caso en
particular la determinacion del mayor contenido de nitrégeno no

necesariamente nos quiere decir que sea el mejor tratamiento.

Tabla 15. Valores 6ptimos el disefio Box — Behnken

FACTOR BAJO ALTO OPTIMO
Temperatura de Combustion (°C) 900.0 1000.0 956.06

Tiempo de Integracion (s) 40 50 46.50

Tamario de Muestra (g) 0.1 0.3 0.20
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4.4.6. REPETIBILIDAD
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Graéfico 13. Repetibilidad de la muestra de harina de pescado por
cada método
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De Gréfico 13, se muestra la repetibilidad de la muestra de harina
de pescado de los 15 tratamientos segun el disefio Box — Behnken,
se observa el comportamiento de los tratamientos a través del
tiempo, del grafico se observa que el tratamiento 1, 5 y 8 que
presentan los valores més altos en cuanto a contenido de nitrégeno
en la muestra de harina de pescado, la lineas color naranja en cada
tratamiento representa los limites de confianza y las lineas de color
negro representan los limites de prediccion, anteriormente se
menciond que el tratamiento 11 es el que presenta menor coeficiente
de variacion y en el grafico también se observa que los valores estan

dentro de los limites de prediccion.

Saint (2004) realiz6 una investigacion para determinar la
optimizacion de los paramentos del equipo LECO FP-2000, éste
concluyd que el parametro de temperatura de combustion, tiene
mayor influencia para la determinacion del mayor contenido de
nitrégeno, a mayores temperaturas obtenia mejores resultados.
Actualmente el equipo LECO 628 CHNS tiene mayor sensibilidad,
no necesariamente necita mayor temperatura para obtener mejores
resultados sino un conjunto de parametros, el cual de acuerdo a los
resultados también se puede decir que el tiempo de integracion juega
un rol importante en la determinacién del contenido de nitrégeno en

la muestra.
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4.4.7. ANALISIS DE TUKEY PARA LOS TRATAMIENTOS

En la tabla 16, se muestra el anélisis Tukey (mediante el software
minitab) para los 15 tratamientos, éste analisis basicamente lo que
hace es discriminar si existe diferencia significativa o no entre las
medias, esto ayuda poder elegir entre un tratamiento u otro que
estadisticamente sea significativamente igual, como se observaen la
tabla los tratamientos 13, 1 y 5 que presentan mayor deteccion de
nitrégeno en la muestra de harina de pescado, sus medias son
estadisticamente iguales, el tratamiento 14, 9 y 11, son
estadisticamente iguales, el tratamiento 11 es que presenta un menor
coeficiente de variacion de los 15 tratamientos, de este tratamiento
cual podemos decir que es el mas estable a traves del tiempo, el cual
tiene como parametros; temperatura de combustion de 900 °C vy el
tiempo de integracion de 50 s. En la tabla se muestra los 15
tratamientos, en ella se observa que los tratamientos que
estadisticamente tienen el mismo valor promedio llevan en comdn la

misma letra.

Tabla 16. Andlisis Tukey para medias iguales
estadisticamente

TRATAMIENTOS MEDIAS
13
1
5
14
9
11
8
10
6
2
15
12
7
4 F
3 F
Las medias que no comparten una letra, son significativamente

diferentes, Minitab XVII.

> > >
W W W
O00O0

(R UR R,

mmimmm
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4.5. ANALISIS CONFIRMATIVO SEGUN LOS NIVELES
OPTIMOS

En la tabla 17, se muestra la comparacion entre los dos tratamientos, el
tratamiento que presenta una mayor deteccion de nitrégeno frente al
tratamiento que presenta menor coeficiente de variacion, el tratamiento que
tiene como parametros de temperatura de combustion de 950 °C, tiempo de
integracion de 45 s y tamafio de muestra de 0.2 g, presenta mayor deteccion
de nitrégeno en la muestra de harina de pescado, mientras que el tratamiento
presenta una menor deteccidn de nitrégeno, pero a su vez presenta un menor
coeficiente de variacion en harina de pescado, tiene como pardmetros,
temperatura de combustiéon de 900 °C y tiempo de integracion de 50 s, el
que un tratamiento presente un menor valor en coeficiente de variacién nos
quiere decir que el tratamiento presenta una mejor repetibilidad a través del
tiempo, éste tratamiento es mas estable, a pesar que presenta valores mas
bajos en cuanto deteccion de nitrégeno en la harina de pescado con respecto

al tratamiento que se contrasta.

Tabla 17. Comparacion entre tratamientos

Temperatura horno °C 950 900
Tiempo Integracion s 45 50
Peso de muestra g 0.2 0.2

10.826 10.817 10.865 10.615

10.848 10.826 10.848 10.635

10.813 10.860 10.845 10.545

10.877 10.845 10.892 10.543

10.814 10.839 10.851 10.594

10.823 10.883 10.849 10.598

10.884 10.883 10.841 10.640

10.885 10.742 10.859 10.588

10.885 10.893 10.749 10.594

10.875 10.804 10.885 10.587

10.848 10.847 10.893 10.574

10.735 10.793 10.782 10.565

10.873 10.884 10.783 10.595

10.894 10.855 10.883 10.584

10.879 10.885 10.839 10.547

10.866 10.854 10.844 10.647

Promedio 10.847 10.591
Coef. Variacion 0.3715 0.3041
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Gréfico 14. Repetibilidad de los tratamientos que detectan mayor
cantidad de nitrogeno

Tratamiento 11

1065 F , : , -
1062 - ]
o
wssl ]
1053 - D a
105 m‘ﬂkﬁﬁr
0 4 8 12 16

Graéfico 15. Repetibilidad del tratamiento con menor coeficiente de
variacion
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45.1.

CORRELACION ENTRE EL METODO KJELDAHL Y
DUMAS PARA UNA MUESTRA DE HARINA DE PESCADO

En la tabla 18, se muestra el contenido de nitrogeno a partir de la
muestra de harina de pescado, se contrastd el método tradicional
kjeldahl y con el método Dumas, este Ultimo tiene como parametros
la temperatura de combustion del horno a 900 °C y el tiempo de
integracion de 50 s y tamafio de muestra de 0.2 g y el otro método
tiene temperatura de combustion del horno a 950 °C y el tiempo de
integracion de 45 s y tamafio de muestra de 0.2 g, los valores
obtenidos del método Dumas se recogid de la tabla 10, utilizando el
tratamiento 11 y los tratamientos 1, 5 y 13. En esta tabla se observa
que en promedio el método dumas es mayor que el método kjeldahl

por 0.032 % en cuanto a deteccion del contenido de nitrogeno.

Tabla 18. Correlacion de métodos a igual concentracién

L
HARINA DE KJELDAHL NS SO
PESCADO Tiempo=50s Tiempo=45s

Muestra= 0.2 g Muestra= 0.2 ¢
1 10.541 10.615 10.826 10.817 10.865
2 10.568 10.635 10.848 10.826 10.848
3 10.573 10.545 10.813 10.860 10.845
4 10.545 10.543 10.877 10.845 10.892
5 10.565 10.594 10.814 10.839 10.851
6 10.586 10.598 10.823 10.883 10.849
7 10.562 10.640 10.884 10.883 10.841
8 10.564 10.588 10.885 10.742 10.859
9 10.445 10.594 10.885 10.893 10.749
10 10.489 10.587 10.875 10.804 10.885
11 10.584 10.574 10.848 10.847 10.893
12 10.359 10.565 10.735 10.793 10.782
13 10.725 10.595 10.873 10.884 10.783
14 10.589 10.584 10.894 10.855 10.883
15 10.655 10.547 10.879 10.885 10.839
16 10.664 10.647 10.866 10.854 10.844
Promedio 10.563 10.591 10.847
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DUMAS =9.89211 + 0.0661324*KJELDAHL
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Grafico 16. Correlacion entre el método Kjeldahl y método Dumas
de una misma muestra

En gréafico 16, se muestra los resultados de la correlacion entre el
método Dumas (tratamiento 11) y el método Kjeldahl para una
muestra de harina de pescado, como se observa de ésta gréfica,
describe una relacion entre métodos, del cual obtenemos la siguiente
ecuacion de correlacion: Dumas = 9.89211 + 0.0661324*Kjeldahl.

En una investigacion reportado por Etheridge (1998), realiz6 una
correlacion entre ambos métodos, con el equipo de Leco FP CNS

2000, en el cual encontré una minima diferencia en ambos métodos.
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Comparacion de métodos
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Gréfico 17. Diferencia entre el método de Kjeldahl y el método

Dumas

El grafico 17, podemos observar que existe una diferencia de 0.032 %
del método Dumas con el tratamiento 11 y 0.284 % del método

Dumas con los tratamientos 1, 5y 13, con respecto al método kjeldahl.
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V. CONCLUSIONES

Utilizando el disefio Box Behnken, con la ayuda de la herramienta estadistica
Statgraphics centurion, se logro optimizar los parametros el equipo Dumas
CHNS 628, se determino dos condiciones éptimas, la primera, para detectar la
mayor cantidad de nitrogeno, tiene como parametros: temperatura del horno
de combustion es de 956.06 °C, el tiempo Optimo de integracion optimo es de
46.50 s y el tamafio de muestra Optima es de 0.2, y la segunda para lograr
repetibilidad, tiene como pardmetros: temperatura del horno de combustién es
de 900 °C, el tiempo de integracion de 50 s y el tamafio de muestra éptima es
de 0.2.

Al utilizar los pardmetros optimizados para determinar el contenido de
nitrbgeno en Dumas con respecto al mejor tratamiento, se obtuvo una
sensibilidad expresada como coeficiente de variacion, el tratamiento 1,5y 13
para detectar el mayor contenido de nitrégeno tenemos en promedio 0.378 y
para el tratamiento 11, que presenta mayor repetibilidad tenemos 0.304. La
mayor concentracion de nitrdgeno no necesariamente garantiza la
repetibilidad a través del tiempo, por lo cual el método mas estable viene a ser
el que presenta menor coeficiente de variacion, y éste tiene los siguientes
parametros; temperatura de combustion de 900 °C, tiempo de integracion de
50 s y el tamafio de muestra de 0.2 gramos.

Se determind que el factor de correccion entre el método Kjeldahl y el método
Dumas con el tratamiento 1, 5 y 13 para una muestra de harina de pescado es
de 0.284 %, y para el tratamiento 11 es 0.032 %. A través de la correlacion
entre el meétodo Kjeldahl y el método Dumas con el tratamiento 11, se obtuvo
la siguiente ecuacion: Dumas = 9.89211 + 0.0661324*Kjeldahl.

En general, el método Dumas es mas eficiente en cuanto a deteccion del
porcentaje de Nitrdégeno, los resultados toman alrededor de 3 minutos y no

preside reactivos controlados que causan dafo el medio ambiente.
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VI. RECOMENDACIONES

Las muestras que se sometan al método de combustion Dumas, debe de
contener un porcentaje de humedad no superior al 10 %.

Las muestras envueltas en papel estafio deben estar correctamente empacadas

ya que influye en la determinacién de nitrégeno.

Para la realizacion de procedimiento de determinacion de nitrogeno con el

método kjeldahl se debe de tener precauciones al utilizar los reactivos.

Realizar estudios de optimizacion de parametros para la determinacion de
Nitrogeno por el método Dumas para otras muestras (cereales, lacteos, carnes,

etc).

Es recomendable que las muestras estén completamente trituradas, tamizadas
con un tamiz numero 120 y homogenizado antes de ser ingresadas al
Analizador CHNS628.

Es necesario identificar la calidad de los gases para los analisis en el
CHNS628, ya que estos deben ser al alta pureza (UHP 99.9993%), puesto que

si estos no son de la calidad recomendada los resultados serian no confiables.

Segun los resultados obtenidos el tamafio no influye significativamente,

entonces se puede tomar 0.1 g de muestra para mayor practicidad.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1. Determinacion De Humedad

P,—P;

%Humedad = * 100
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Pi = Masa inicial de la muestra en gramos.
Pf = Masa final de la muestra en gramos.

Anexo 2. Determinacion De Ceniza

P,—P;

100
P,

%Ceniza =

Pi = Masa inicial de la muestra en gramos.
Pf = Masa final de la muestra en gramos.
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Anexo 3. Determinaciéon De Grasa

Aceite, % =

D¢: Deposito final
Dg: Deposito Inicial
W': Peso de muestra
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Anexo 4. Determinacion De Fibra

ri+r;

—C—P—-B
FDT,% = 22— — 100
2

r1: Residuo 1

5. Residuo 2

C: Ceniza

P: Proteina

B: Blanco

m;: Peso de muestra 1
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m,: Peso de muestra 2

Anexo 5. Determinacion de Nitrégeno por el Meto Kjeldahl

. {

1.4007 « Vg« M
w

Nitrogeno,% =

V4: Volumen del gasto

M: Molaridad
W' Peso de muestra
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Anexo 6. Creacion de método de analisis

Methods - CHNS628 Series [ =]
Analysis P Elemert P: | Bum Profile | Macro Ballast Parameters
— Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection Iﬂ times M Blank
~Fumace
Temperature Ig,m] 0-1050 C
Afterbumer Temperature Igm 0-1050 C

0K | Camcel | Hep |
. - ]
Methods - CHNS628 Series |t
Analysis P Elemert P! | Bum Profile I Macro Ballast Parameters I
Ni en Carbon Hydrogen Range
Anal Yes Yes Yes
Baseline Delay 1) 10 [1] 0 0 - 60 seconds
Minimum Analy. |40 45 45 0 - 400 second:
Comparator Lei| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time |2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01-99.9
S'gniﬁcant Digil| 5 5 5 1-5

IR Baseline Time |1 1-30 seconds

TC Baseline Time Im 1-10 seconds

QK Cancel Help

Figura 30. Temperatura de combustién a 900°C y Tiempo de
Integracion de 40 segundos.
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Methods - CHNS628 Series [ = |

Analysis Parameters | Element Parameters I Bum Profile | Macro Ballast Parameters

~ Sample Size

Macro {10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection In times N Blank
~ Fumace
Temperature Igm 0-1050°TC
Afterbumer Temperature Im 0-1050°TC

ok | cancd | Hep |

Methods - CHNS628 Series [ = ]

Analysis Parameters  Element Paramsters | Bum Profile I Macro Ballast Parameters |

i en Carbon Hydrogen Range
Analyze™ Yes ¥ Yes Yes
Baseline Delay 1/ 10 1] 1] 0 - 60 seconds
Minimum Analy.| 50 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ler| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
‘Conversion Facl 1.00 1.00 1.00 0.01 - 99.9
Significant Digil| 5 5 5 1-5

IR Baseline Time 1 1- 30 seconds

TC Baseline Time 10 1- 10 seconds

OK Cancel Help

Figura 31. Temperatura de combustién a 900°C y Tiempo de
Integracion de 50 segundos.
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Methods - CHNS628 Series e |

Analysis Parameters | Hement Parameters I Bum Profile | Macro Ballast Parameters

—Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

No Sample Drop Detection ID times M Blank
— Fumace
Temperature |35{_| 0-1050°C
Afterbumer Temperature: Igm 0-1050 °C

ok | canced | Hep |

Methods - CHNS628 Series |

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile | Macro Ballast Parameters |

Ni en Carbon Hydregen Range
Analyze™ Yes ¥ :Yes Yes
Baseline Delay 1/ 10 o 1] 0 - 60 seconds
Minimum Analy| 45 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ley| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01-99.9
Significant Digit| 5 5 5 1-5

IR Baseline Tima |1 1-30 seconds

TC Baseline Time Im 1-10 seconds

0K Cancel Help

Figura 32. Temperatura de combustién a 950°C y Tiempo de
Integracion de 45 segundos.
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Methods - CHNS628 Series P

Analysis Farameters | Hlemert Parameters | Bum Profile | Macro Ballast Parameters

— Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection ID times M Blank
- Fumace
Temperature |35ﬂ 0-1080°C
Afterbumer Temperature: |35ﬂ 0-1050C

ok | camcsl | hep |

Methods - CHNS628 Series | il

Analysis Parameters Element Parameters | Bum Profile I Macro Ballast Parameters I

Hi en Carbon Hydrogen Range
Anal Yes Yes Yes
Baseline Delay 110 0 1] 0 - 60 seconds
Minimum Analy: |40 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ley| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01-99.9
Significant Digit| 5 5 5 1-5

IR Baseline Time 1 1- 30 seconds

TC Baseline Time 10 1- 10 seconds

0K Cancel Help

Figura 33. Temperatura de combustion a 950°C y Tiempo de
Integracion de 40 segundos.
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Methods - CHNS628 Series

Analysis Parameters | Element Parameters | Bum Profile | Macro Ballast Parameters I

— Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Orop Detection In times N Blank
— Fumace
Temperature |95{| 0-1050°TC
Afterbumer Temperature Ig_:,ﬂ 0-1050°C

ok | camcsl | hep |

<
Methods - CHNS628 Series |

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile | Macro Ballast Parameters I

Hi en Carbon Hydrogen Range
Analyze™ Yes ¥ Yes Yes
Baseline Delay 1/ 10 1] 1] 0 - 60 seconds
Minimum Analy:| 50 45 45 0 - 400 second:
Comparator Lei| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time |2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01 -99.9
Significant Digil| 5 5 5 1-5

IR Baseling Time |1 1 - 30 seconds

TC Baseline Time Im 1- 10 seconds

0K Cancel Help

Figura 34. Temperatura de combustién a 950°C y Tiempo de
Integracion de 50 segundos.
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Methods - CHNS628 Series = |

Analysis Parameters | Hement Parameters I Bum Profile | Macro Ballast Parameters

— Sample Size
Macro (10 mgs - 0.5 grams)
Mo Sample Drop Detection ID times N Blank
— Fumace
Temperature I'IDDD 0-1050 C
Mfterbumer Temperature |35,|'_| 0-1050 C
0K | Cancel | H |
3 <
Methods - CHNS628 Series L= ]

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile I Macro Ballast Parameters |

Ni en Carbon Hydrogen Range
Analyze™ Yes ¥ :Yes Yes
Baseline Delay 1/ 10 o 1] 0 - 60 seconds
Minimum Analy| 45 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ley| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01-99.9
Significant Digit| 5 5 5 1-5

IR Baseline Tima |1 1-30 seconds

TC Baseline Time Im 1-10 seconds

0K Cancel Help

Figura 35. Temperatura de combustion a 1000°C y Tiempo de
Integracion de 45 segundos.
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Methods - CHNS628 Series = |

Analysis Parameters | Hement Parameters I Bum Profile | Macro Ballast Parameters

— Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection ID times N Blank
— Fumace
Temperature I'IDDD 0-1050 C
Mfterbumer Temperature |35,|'_| 0-1050 C

0K | Cancel | H |

Methods - CHNS628 Series | il

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile I Macro Ballast Parameters I

Hi en Carbon Hydrogen Range
Analyze Yes Yes Yes
Baseline Delay 1|10 0 0 0 - 60 seconds
Minimum Analy. |40 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ley| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01 -99.9
Significant Digil|5 5 5 1-5

IR Baseline Time |1 1- 30 seconds

TC Baseline Time Im 1-10 seconds

0K Cancel Help

Figura 36. Temperatura de combustion a 1000°C y Tiempo de
Integracion de 40 segundos.
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Methods - CHNS628 Series = |

Analysis Parameters | Hlamert Parameters I Bum Profile | Macro Ballast Parameters

~ Sample Size

Macro (10 mgs - 0.5 grams)

Mo Sample Drop Detection ID times N Blank
— Fumace
Temperature I]mﬂ 0-1050°C
Afterbumer Temperature |35{| 0-1050°C

Methods - CHNS628 Series = |

Analysis Parameters  Element Parameters | Bum Profile | Macro Ballast Parameters |

Ni en Carbon Hydrogen Range
Analyze*® Yes M Yes
Baseline Delay 110 o o 0 - 60 seconds
Minimum Analy:| 50 45 45 0 - 400 second:
Comparator Ley| 100.00 100.00 100.00 0 - 100%
Endline Time 2 1 1 0 - 5 seconds
Conversion Facl| 1.00 1.00 1.00 0.01-99.9
Significant Digil| 5 3 5 1-5

IR Baseline Time 1 1- 30 seconds

TC Baseline Time 10 1- 10 seconds

QK Cancel Help

Figura 37. Temperatura de combustion a 1000°C y Tiempo de Integracién de 50
segundos.
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