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RESUMEN

El colageno es la proteina méas abundante de origen animal, presente en una amplia
gama de tejidos, representando aproximadamente casi el 30% de las proteinas totales. Es un
biomaterial versatil debido a su alta biocompatibilidad, lo que permite emplearlo con otros
polimeros con la finalidad de elaborar materiales como biocircuitos, parches con principios
activos y peliculas biodegradables. Al dia de hoy se han realizado trabajos con la finalidad
de extraer colageno mediante el método acido a partir de la piel del pez diablo
(Pterygoplichthys pardalis), sin embargo, no se han determinado las mejores condiciones de
operacion que permitan maximizar el rendimiento de extraccion. El objetivo de esta
investigacion fue maximizar el rendimiento de extraccion de colageno mediante el método
de colageno soluble en &cido (CSA) de piel de Pterygoplichthys pardalis, evaluando el efecto
de la relacion materia prima:solucion de extraccion (p/v) y el tiempo sobre el rendimiento de
extraccion, empleando un disefio factorial 22. Asi mismo, se caracterizo el colageno mediante
electroforesis SDS-PAGE, espectroscopia IR y UV-Vis. Posteriormente se elaboraron y
caracterizaron peliculas de colageno y glicerol adicionadas con goma arabiga, empleando un
disefio factorial 22 + estrella teniendo como factores a la concentracion de colageno (1y 2%)
y glicerol (10 y 20%). Se determinaron parametros como la fuerza de corte (N), elongacion
a la ruptura (%) y modulo de Young (MPa) a cada uno de los tratamientos. De igual forma,
se determinaron mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) las temperaturas de
transicion vitrea (Tg) y de desnaturalizacion (Tm) de las peliculas. Ademas, se determind la
biodegradabilidad de las mismas mediante el indice de biodegradabilidad.

Se identifico al colageno extraido como colageno tipo | y se maximizé el rendimiento
de extraccion mediante el método &cido, obteniendo un rendimiento del 54% con respecto al
peso seco, empleando un tamafio de particula de 600 pm, una relacioén p/v 1:20 y un tiempo
de extraccion de 24 horas. Las peliculas de colageno presentaron una fuerza de 25.25 + 1.17
N, elongacion a la ruptura de 15.99 £ 0.07%, mddulo de Young de 78.178 + 7.078 MPa,
rangos de Tg de -13 °C y -17°C, rangos de Tm de 140 °C a los 158 °C, ademaés de un indice
de biodegradabilidad del 77.74 + 6.76%. Los resultados sugieren que el pez diablo
(Pterygoplichthys pardalis) es una fuente viable y una alternativa para la extraccion de
colageno, ademas que la especie tiene potencial como generadora de nuevos biomateriales

biodegradables.



ABSTRACT

Collagen is the most abundant protein of animal origin, present in a wide range of
tissues present in animals, where it represents almost 30% of total proteins. It is a versatile
biomaterial due to its high biocompatibility, which allows it to be used with other polymers
in order to make materials such as biocircuits, patches with active ingredients and
biodegradable films. To this day, work has been carried out with the purpose of extracting
collagen by means of the acid method from the skin of the devil fish (Pterygoplichthys
pardalis), however, the best operating conditions that will obtain the maximum possible
extraction performance have not been determined. The objective of this research was to
maximize the yield of collagen extraction using the acid-soluble collagen method (ASC) of
Pterygoplichthys pardalis’s skin, evaluating the effect of the raw material:extraction solution
(w/v) ratio and time on the extraction yield using a factorial design 22. Likewise, the collagen
was characterized through SDS-PAGE electrophoresis, IR and UV-Vis spectroscopy.
Subsequently, collagen and glycerol films added with gum arabic were elaborated and
characterized, using a factorial design 22 + star, having as factors the concentration of
collagen (1 and 2%) and glycerol (10 and 20%). Parameters such as shear force (N),
elongation at break (%) and Young's modulus (MPa) were determined for each of the
treatments. The glass transition (Tg) and denaturation (Tm) temperatures of the films were
determined through differential scanning calorimetry (DSC). In addition, the
biodegradability was determined by means of the biodegradability index.

The extracted collagen was identified as type | collagen and the extraction yield was
maximized through the acid method, obtaining a yield of 54% on dry weight basis, using a
particle size of 600 um, a 1:20 p/v ratio and an extraction time of 24 hours. The collagen
films presented a force of 25.25 + 1.17 N, elongation at break of 15.99 + 0.07%, Young's
modulus of 78.178 + 7.078 MPa, Tg ranges of -13 ° C to -17 ° C, Tm ranges of 140 ° C to
158 ° C, in addition to a biodegradability index of 77.74 £ 6.76%.

The results suggest that the devil fish (Pterygoplichthys pardalis) is a viable and an
alternative source for collagen extraction, and that the species has potential as a generator of

new biodegradable biomaterials.
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1. INTRODUCCION

Las industrias que producen materiales para envolturas y empaqgues son comunes en
todo el mundo. Para poder satisfacer la demanda, las industrias estan optando por utilizar
métodos modernos y seguros de empaquetamiento para sus productos como las peliculas
biodegradables. Las peliculas biodegradables pueden producirse a partir de materiales con
capacidad de formacion de pelicula (Pavli et al., 2018). Se pueden elaborar a partir de
biopolimeros que tengan la propiedad de formar peliculas como los polisacaridos, proteinas
y lipidos. Actualmente se estan desarrollando nuevas tecnologias en materiales de empaque
como una respuesta a las tendencias de comercializacion global que permitan una mayor
distribucion de alimentos. Razon por la cual, se ha incrementado el interés en las peliculas
biodegradables para que cumplan con algunos requerimientos que ayuden a controlar y

mitiguen las causas de deterioro de los alimentos (Montalvo et al., 2012).

El colageno es la proteina extracelular mas abundante de origen animal, en los seres
humanos es el principal constituyente en una variedad amplia de tejidos, como la piel,
tendones y ligamentos, cornea, cartilago, pulmones e higado, y su principal funcion es
mantener la estructura de los tejidos y mejorar la fuerza, resistencia y flexibilidad de éstos.
Por sus caracteristicas, ademas, el colageno es de gran importancia en la industria siendo sus
aplicaciones méas importantes en el campo de los biomateriales, ingenieria de tejidos
demostrandose que las esponjas de colageno permiten la adhesion celular y la proliferacion
de células. En el sector cosmético se ha utilizado para la prevencion y tratamiento de arrugas,
en el sector salud, ha sido empleado en la produccién de parches para heridas y en el
desarrollo de medicamentos con liberacion de los principios activos (Fratzl, 2008; El-
Rashidy et al., 2015; Hashim et al., 2015).

Actualmente, el coladgeno se obtiene principalmente de residuos de origen porcino y
bovino, sin embargo, se buscan nuevas fuentes de extraccion de la proteina debido al rechazo
generado por las enfermedades que estos animales sufren, como encefalopatia espongiforme
bovina (enfermedad de las vacas locas) que se puede transmitir a través del consumo de partes
de animales infectados, sobre todo tejidos nerviosos (Serrano Gaona, 2011). Una fuente que

actualmente se estudia son los peces, especificamente residuos del proceso de fileteo,



considerado como desecho dandole a este valor agregado. Chen et al. (2016) reportan mayor

rendimiento de colageno a partir de peces comparado con bovinos y porcinos.

El pez diablo (Pterygoplichthys pardalis) es considerado una especie invasiva, y
representa una de las mayores amenazas para la biodiversidad de los ecosistemas acuaticos
continentales y para las pesquerias de agua dulce en México. Fueron detectados por primera
vez en México en el afio de 1995 en el rio Mezcala, en el estado de Guerrero, en la cuenca
del rio Balsas. Posteriormente, se han registrado en Tecpatan, Chiapas, en la cuenca del rio
Grijalva (Mendoza et al., 2007). Debido a la morfologia y fisiologia que presenta este pez,
no se ha aprovechado su carne para consumo humano por lo que se buscan alternativas para

dar valor agregado a esta especie.

Los procesos de extraccion de colageno a partir de cualquier materia prima, consisten
en la solubilizacion con un &cido ligeramente polar; filtracion convencional, precipitacion
salina en presencia de un buffer neutro y extraccidn con enzimas, el coldgeno obtenido se
purifica mediante técnicas bioquimicas y fisicoquimicas (Singh et al., 2011; Sun et al., 2017;
Zeng et al., 2012).

Por todo lo mencionado anteriormente, en este proyecto se optimizo la extraccion de
colageno a partir de piel de pez diablo Pterygoplichthys pardalis, mediante extraccion
quimica &cida, se caracterizo, y fue utilizado para evaluar su efecto en las propiedades
mecénicas de biopeliculas colagénicas.



2. ANTECEDENTES

2.1 El coldgeno

El colageno se encuentra entre las proteinas fibrosas méas abundantes y cumple una
variedad de funciones mecanicas, particularmente en mamiferos. Es un tipo de proteina
producida de forma natural que confiere estabilidad mecénica, resistencia y dureza a una
variedad amplia de tejidos, desde tendones y ligamentos hasta piel, cornea, hueso y dentina.
Engloba a un conjunto de proteinas compuestas por tres cadenas polipeptidicas denominadas
cadenas o y pueden ser moléculas tanto homo como heterotriméricas. Estas proteinas pueden
ser agrupadas en un conjunto de subfamilias (Cuadro 1) y, desde un punto de vista
bioquimico, los colagenos fibrilares son los de mayor interés, donde se encuentra el colageno

tipo I, el cual es el mas abundante en mamiferos (Fratzl, 2008).

Cuadro 1. Tipos de colageno en vertebrados (Lizarbe, 2002).

Subfamilia Miembros
Fibrilares Tipo I, 11, 111, V, XI
Asociados a fibras (FACITs) Tipo IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX
Forman redes y estructuras microfibrilares Tipo 1V, VI, VII, VIII, X
Multiplexinas Tipo XV, XVIII
Asociados a membrana (MACITS) Tipo X1, XVII

En 1994, Bella et al. reportaron a través de cristalografia de alta resolucion la
estructura de la triple hélice del colageno. Dicha estructura confirmd la existencia de un
conjunto de aminoacidos que se repiten de manera secuencial con la férmula Gly-X-Y los
cuales se conocen como dominios colagenosos (COL) siendo aminoacidos como la prolina
(Pro) y la hidroxiprolina (Hyp) los que se ubican en las posiciones X e Y del triplete
(McCance et al., 2010).



Asi, una tercera parte de los residuos son glicinas, que al igual que otras proteinas que
se secretan y se glicosilan en la célula, antes de su secrecién al espacio extracelular. La
estabilidad de la estructura depende de la localizacion de los residuos, teniendo a la glicina
(Gly) como primer aminoacido del triplete. Para que las tres cadenas a se aproximen lo
suficiente para formar la triple hélice, en su interior solo puede acomodarse la Gly al ser el
aminoacido méas pequefio para evitar impedimento estérico, quedando los residuos de los

aminoacidos de las posiciones X e Y del triplete localizadas hacia el exterior.

Las tres cadenas a polipeptidicas forman una hélice triple denominada tropocolageno,
la cual es la unidad basica de la fibra de colageno, cada una de las cadenas posee
aproximadamente 1000 residuos. Esta estructura helicoidal triple, es caracteristica del
colageno. Las cadenas individuales son hélices levdgiras. Estas cadenas se enrollan entre si
para formar una tiple hélice dextrogira, con interacciones débiles (puentes de hidrogeno) que

se extienden a lo largo de la cadena y le dan rigidez (Figura 1) (Mathews et al., 2012).

N1 N2 N3
i Gly Proc_o_._. Hyp
= PfOC_.o_._ Hyp H- Gly
Hyp:  Hyp Ol edPrO
Gly " Pro Hyp

Cc1 Cc2 C3

Pro

C
; C3 ‘ Hyp

Figura 1. Estructura de un segmento de la triple hélice de colageno (McCance et al., 2010).

Las fuentes méas abundantes de la gelatina (colageno hidrolizado) son piel de cerdo
(46%), piel bovina (29,4%) y huesos de cerdo y ganado (23,1%). El colageno proveniente de

pescado representd menos del 1.5% de la produccion de gelatina total en 2007, pero este



porcentaje fue el doble que el generado en 2002, indicando que la produccion de coladgeno
de especies de animales no mamiferos ha crecido en importancia (Gémez-Guillén et al.,
2009). Esto debido principalmente a que, en afios recientes, con la propagacion de
enfermedades (enfermedad de las vacas locas, fiebre aftosa, reacciones autoinmunes y
alérgicas alrededor del mundo), han generado tanto el rechazo como algunas restricciones
sobre el colageno proveniente de mamiferos, con lo cual se estd poniendo énfasis en la

obtencion en fuentes alternativas (Weng et al., 2014; Hashim et al., 2015).

Ademas de los aspectos socioculturales y sanitarios bien conocidos, el creciente
interés en la elaboracion de subproductos de la industria del pescado y el buen uso de sus
residuos es una de las razones de porqué explorar diferentes especies y la optimizacion de la
extraccion de colageno de los pescados ha atraido la atencion de los investigadores en la
ultima década (Karim y Bhat, 2009; Gomez-Guillén et al., 2011). La desventaja principal es
que geles basados en ellos tienden a ser menos estables y tienen peores propiedades
reoldgicas que las de mamiferos terrestres, limitando su campo de aplicacion. Esto es cierto
en el caso de especies de peces de agua fria, como el bacalao, salmén, abadejo de Alaska,
etcétera. Sin embargo, estudios recientes han sefialado que el coldgeno de especies tropicales
y subtropicales (tilapia, bagre y perca del Nilo) podria tener propiedades reoldgicas similares
y de termoestabilidad que el obtenido a partir de mamiferos, dependiendo de la especie, tipo
de materia prima y condiciones de procesamiento (Gilsenan y Ross-Murphy, 2000; Jamilah
y Harvinder, 2002; Muyonga et al., 2004; Gémez-Guillén et al., 2009; Karim y Bhat, 2009;
Rawdkuen et al., 2010).

2.2 Extraccion del colageno en peces

Los principales métodos utilizados para la extraccion de colageno se pueden clasificar
en quimico y enzimético (Benjakul et al., 2011). En estos dos métodos se ha reportado la
extraccion de colageno tipo | exclusivamente, ademas se menciona también, que los

rendimientos de extraccion obtenidos son variados, dependiendo de la especie (Cuadro 2).



Cuadro 2. Metodologia, especie y rendimientos de extraccion de colageno en peces (Ovando et al., 2018).

Autor

Especie

Metodologia

Resultados

Duan et al., 2009

Carpa Cyprinus carpio

Extraccion de colageno
en piel (CIS) y (CSA)

Rendimiento de
extraccion de colageno
tipo | en piel del 32%

Extraccion de colageno

- Extraccion de colageno tipo |
Zelechozv(\)/ilga etal., Baé?ggsdrig?ﬁgco en huesos (CSA) y Rendimientos:
(CIS) (CSA) 43%
(CIS) 20%
Extraccion de colageno
tipo |

Benjakul et al., 2011

Pangasianodon
hypophthalmus

Extraccion de colageno
en piel (CSA) y (CIS)

Rendimientos:
(CSA) 7.7%
(CIS) 5.1%

Zeng et al., 2012

Rachycentron canadum

Extraccion de colageno
en piel (CSA) Y (CSP)

Extraccion de colageno
tipo |
Rendimientos:
(CSA) 43.8%
(CSP) 23.2%

Muralidharan et al.,
2013

Pez ballesta
Odonus niger

Extraccion de colégeno
en piel huesos y aletas
(CSA)y (CSP)

Extraccion de colédgeno
tipo | Rendimientos:
Piel (CSA) 46%
(CSP) 50%
Huesos (CSA) 30%
(CSP) 38%

Kozlowska et al., 2015

Esox lucius

Extraccion de colageno
en piel (CSA) y (CSP)

Extraccion de colédgeno
tipo |
Rendimientos:
(CSA) 12.5%
(CSP) 6.5%

Tang et al., 2015

Tilapia del Nilo
Oreochromis niloticus

Extraccion de colageno
en piel (CSA)

Extraccion de colageno
tipo |
Rendimiento: 27.2%

Ovando et al., 2018

Pterygoplichthys
pardalis

Extraccion de colégeno
en piel y hueso (CSA),
(CIS) y (CSP)

Extraccion de colédgeno
tipo |
Rendimientos: (CSA)
31.15%, (CIS) 21%,
(CSP) 8.5%

Nurubhasha et al.,
2019

Pterygoplichthys
pardalis

Extraccion de colageno
en piel (CSA)

Rendimiento de
extraccion de colageno
tipo | del 19.6%

CSA: Coléageno soluble en &cido.

CSP: Colageno soluble en pepsina.

CIS: Coléageno insoluble en sal.

En el cuadro 2 se puede observar que las especies son variadas y que los métodos de

extraccion generan colageno soluble en acido (CSA), colageno insoluble en sal (CIS) y

colageno soluble en pepsina (CSP), notandose, ademas, que los rendimientos de extraccién

van de 5 a 50%.



2.3 Usos del colageno

La literatura cientifica sobre diferentes alternativas y nuevas funcionalidades del
coldgeno ha experimentado un auge en los Gltimos 10-15 afios, en parte debido al creciente
interés en la valorizacion econdémica de los subproductos industriales (de la carne y la
industria de los pescados), la gestion ambiental de residuos industriales y la busqueda de
condiciones de procesamiento innovadoras, asi como posibles aplicaciones novedosas.
Muchas de estas propiedades funcionales mejoradas se basan en gran medida en la
reticulacion inducida por procesos quimicos y enzimaticos, asi como la mezcla con otros
biopolimeros.
El uso de colageno en alimentos, aplicaciones fotograficas, cosméticos y farmacéuticos se
basa principalmente en sus propiedades de gelificacion y viscoelasticas. En la industria
alimentaria, se han encontrado un nimero creciente de nuevas aplicaciones en productos tales
como emulsionantes, espumantes, estabilizadores coloides, agentes, materiales de empaque
biodegradables y micro-encapsulado, agentes de clarificacion, siguiendo la tendencia
creciente a reemplazar a agentes sintéticos con naturales. Por otra parte, en muchos casos,
estos estudios estan dedicados al uso de colageno proveniente de fuentes alternativas a los
animales terrestres. Algunas ventajas y desventajas de su uso como biomaterial se describen

en el cuadro 3.

Cuadro 3. Ventajas y desventajas del uso de coldgeno como biomaterial (Lee et al., 2001).

Ventajas Desventajas

Disponible en abundancia y facilmente purificable a
partir de organismos vivos Alto costo de purificacion

No antigénico

Biodegradable y biorreabsorbible
Variabilidad de tipo de colageno aislado
No toxico y biocompatible

Posee sinergia con componentes bioactivos _ _
) Es un compuesto hidrofilico
Promueve la coagulacion de la sangre

Compatibilidad con polimeros sintéticos Propiedades de manejo complejas




En la industria farmacéutica y cosmética tiene gran importancia la aplicacion de
coldgeno, se ha utilizado para la prevencion y tratamiento de arrugas, inyecciones
subcutaneas, en la produccion de esponjas y parches para el tratamiento de heridas, en el
desarrollo de medicamentos con liberacion de los principios activos, ademas de ser empleado
en la elaboracion de productos como shampoo, acondicionadores y tratamientos capilares a

base de colageno (Serrano Gaona, 2011).

2.4 Pez diablo
El pez diablo (Pterygoplichthys pardalis) tiene la siguiente clasificacion taxonémica
(NCBI, 2018).

Cuadro 4. Clasificacion taxonomica de Pterygoplichthys pardalis.

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Actinoperygii
Orden Siluriformes
Familia Loricariidae
Género Pterygoplichthys
Especie Pterygoplichthys pardalis

Tiene una pigmentacién con manchas oscuras de tamafio inconstante en el vientre
como leopardo, con un modelo geométrico en la cabeza. EI nimero de escudos a lo largo de
la linea lateral es de 29 a 30. La aleta dorsal tiene una espina y 11 radios; la aleta pectoral

tiene una espina y 6 radios; la aleta pélvica tiene una espina y 5 radios (Armbruster, 2004).

Figura 2. Ptrygolichthys pardalis (Mendoza et al., 2007).



P. pardalis presenta un alto potencial bidtico y poseen una alta tasa reproductiva. Los
peces diablo son adaptables, algunos son tolerantes a la salinidad y su gran estdémago
vascularizado funciona como pulmoén, permitiéndoles respirar aire atmosférico en
condiciones de hipoxia y resistir la desecacion durante varios dias (Hoover et al., 2004;
Mendoza et al., 2007).

El pez diablo es nativo del rio Amazonas de Brasil y Peru (Fuller et al., 1999;
Armbruster y Page, 2006; Wakida-Kusunoki et al., 2007). Sin embargo, el primer registro
documentado del pez diablo fue registrado en el afio de 1995, en el rio Mezcala en el Estado
de Guerrero, y en Tabasco en 1997 en la cuenca Grijalva-Usumacinta; durante los tltimos
tres afios, se han expandido con rapidez y, actualmente es comun encontrarlos en varias de
las cuencas hidrologicas més grandes del pais. El porcentaje de abundancia de P. pardalis se
ha duplicado en 5 afios generando problemas de desabasto de las especies comestibles. Este
problema se ha presentado en el sur del pais, principalmente en los estados de Veracruz,
Oaxaca, Tabasco y Chiapas (Mendoza et al., 2007).

Los cuerpos de agua afectados en el estado de Chiapas son las lagunas de Catazaja y
de Medellin, el Rio Chacamax y la Libertad (Capps et al., 2011; Capps y Flecker, 2013;
Liénart, 2013); en el estado de Tabasco en numerosos lugares de los rios Usumacinta y
Grijalva (Wakida-Kusunoki et al., 2007), Balancan (Cano-Salgado et al., 2012; Amador et
al., 2014), Pantanos de Centla (Mendoza-Carranza et al., 2010; Capps et al., 2011) y la
Laguna de las llusiones (Hernandez-Santos, 2015).

En el Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez ya se tiene un antecedente acerca de
la extraccién de colageno a partir de piel y hueso de pez diablo (Pterygoplichthys pardalis),
caracterizando el colédgeno extraido como tipo I, utilizando electroforesis SDS PAGE
(Ovando et al., 2018). Ovando et al. (2018) reportaron el empleo de 3 diferentes métodos de
extraccion de colageno, siendo el método de colageno soluble en &cido (CSA) el que tuvo el
mejor desempefio. Nurubhasha et al. (2019) reportaron la extraccion de colageno a partir de
la piel mediante el método &cido, sin embargo, no se ha encontrado informacion donde se
hayan determinado los parametros que permitan obtener el mejor rendimiento posible al

emplear dicho método de extraccion.



2.5 Elaboracion de peliculas de colageno

Las peliculas elaboradas a partir de biopolimeros han sido objeto de estudio en los
ultimos afos, debido a las preocupaciones sobre los recursos naturales limitados como
materia prima y los impactos ambientales causados por el empleo de materiales no
biodegradables (Ramos et al., 2013). Por lo tanto, se han llevado a cabo investigaciones
empleando polimeros de fuentes renovables (polisacéridos, proteinas, lipidos, derivados de
materias primas vegetales y animales) para el desarrollo de materiales biodegradables y no
toxicos que puedan reemplazar a los polimeros sintéticos (Williams y Phillips, 2009; Ramos
etal., 2013; Ahmad et al., 2016; Thakur y Thakur, 2016).

Un enfoque reciente de la tecnologia de peliculas biodegradables implica la
produccion de peliculas compuestas, combinando diferentes polisacaridos, proteinas y
lipidos para mejorar sus propiedades. Las peliculas compuestas tienen como finalidad lograr
un efecto sinérgico de las caracteristicas combinadas de los componentes empleados en su
elaboracion, aunque, como sucede con los polimeros sintéticos, las propiedades mecanicas y
de barrera de las peliculas compuestas dependen en gran medida de las caracteristicas de los
polimeros y su compatibilidad (Galus y Lenart, 2013).

Existe una importante tendencia a favor de la utilizacion de peliculas
biodegradables a partir de biopolimeros comestibles de fuentes renovables, las peliculas
deben poseer propiedades mecanicas y de barrera apropiadas y las propiedades de barrera
desde su elaboracion del producto hasta el uso final del producto (Wang et al., 2017).

La naturaleza altamente higroscépica del coldgeno es su principal inconveniente
cuando se considera su uso como barrera protectora porque tienden a hincharse o se disuelven
en contacto con la superficie de los productos alimenticios con alto contenido de humedad,
por lo que la tendencia actual en el disefio de materiales biodegradables basados en colageno
para envases de alimentos o aplicaciones biomédicas se centra en el desarrollo de peliculas
con mejores caracteristicas mecanicas, de resistencia y de hidratacion combinando colageno
con biopolimeros con diferentes caracteristicas (Harper et al., 2012; Hashim et al., 2015).

El efecto del coldgeno sobre las propiedades de las peliculas biodegradables,
especialmente colageno proveniente de peces, fue revisado recientemente por Gomez-
Guillén et al., (2009). La distribucién de peso molecular y la composicion de aminoacidos,

que son los principales factores que influyen en las propiedades fisicas y estructurales, juegan
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un papel clave en la mecénica y las propiedades de barrera de las peliculas resultantes.
Peliculas més débiles y deformables se obtienen normalmente cuando fragmentos de bajo
peso molecular predominan dependiendo esto de la especie de la cual se extrae y del método
de extraccion.

También se debe prestar atencion a la composicion de aminoacidos, especialmente de
los aminoécidos glicina (Gly), prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp). Un estudio reciente
describio que las peliculas de colageno de piel de atun con 185 residuos de Hyp, presentaron
valores de deformacidn aproximadamente 10 veces mayor en comparacion con las peliculas
de colageno de piel bovina (210 residuos de Hyp) (Gomez-Guillén et al., 2009). Los anillos
de pirrolidina de la Hyp pueden imponer restricciones conformacionales e impartir cierto
grado de rigidez molecular que puede afectar la deformacién de la pelicula. Ademas de la
deformacion, la diferencia de concentracion de Hyp en peliculas elaboradas con especies de
peces de aguas templadas, como la perca del Nilo o el bagre de canal, han exhibido
propiedades mecénicas y de barrera al vapor de agua comparables a las de las peliculas de
coladgeno de mamiferos (Muyonga et al., 2004; Zhang et al., 2007).

Avena-Bustillos et al. (2006) observaron que la permeabilidad del vapor de agua
(PVA) de peliculas de colageno de pescado de agua fria fue significativamente mas baja que
el de peliculas de colageno de peces de aguas templadas o mamiferos y los autores explican
que la diferencia se debe al contenido de aminoacidos hidrofobicos y bajos niveles de
hidroxiprolina en peces de agua fria. Nurubhasha et al., (2019) reporta un contenido mayor
de hidroxiprolina (16.3%) que de prolina (14.6%) en Pterygoplichthys pardalis, siendo el
contenido de hidroxiprolina superior al reportado en fuentes como pollo (9.5%) (Zhou et al.,
2016) y peces como Pangasianodon hypophthalmus (2.9%) (Benjakul et al., 2011), Esox
lucius (6.6%) (Kozlowska et al., 2015) o Probarbus jullieni (Moula et al., 2017) . Por lo
tanto, se espera que el colageno extraido de piel de Pterygoplichthys pardalis proporcione
mejores propiedades mecanicas a las peliculas elaboradas.

Uno de los métodos efectivos para mejorar las propiedades fisicas, funcionales y de
barrera de las peliculas a base de colageno es a través de la combinacién con otros
polisacaridos o proteinas derivadas de recursos renovables (Ocak, 2018). Actualmente, se

estdn empleando compuestos capaces de formar entrecruzamientos con el colageno para
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mejorar las propiedades de las peliculas, como glutaraldehido, carbodiimida y acil azidas,
compuestos que se caracterizan por ser toxicos (Shi et al., 2019).

La goma arabiga es una goma natural biocompatible, no tdxica, soluble en agua,
obtenida del arbol de acacia. Es un polisacarido economico empleado ampliamente como
agente estabilizador, emulsificante y espesante en la industria alimentaria (Sarika et al., 2014)
y ha sido reportada como un biomaterial con potencial. Sarika et al. (2014) reportan la
obtencion de una red polimérica no toxica, empleando goma arabiga y colageno con buena
compatibilidad entre ambas moléculas.

Se ha descrito ademas la adicion de plastificantes, como polietilenglicol o glicerol,
para mejorar la flexibilidad de la red de proteinas, mientras que la permeabilidad del agua se
puede superar afiadiendo materiales hidrofébicos tales como cera de abeja o aceites como el
aceite oleico, que pueden afectar a las propiedades de las peliculas tales como cristalinidad,
hidrofobicidad y tamafio molecular, mejorando las caracteristicas de las peliculas y su
aplicacion (Hong et al., 2009; Sanchez-Ortega et al., 2014). Said et al. (2016) mencionan
que la combinacion entre colageno y glicerol permite mejorar las propiedades de la pelicula.
Esto se hace a través del proceso de interacciones entre las cadenas de polimeros que
conforman a la proteina y al agente plastificante. La adicién de glicerol es muy importante,
ya que presente moléculas volatiles muy pequefias en su estructura y, cuando se agrega al
material polimérico, formara una fuerza de atraccion intermolecular aumentando el volumen
de interacciones.

Por todo lo anterior, este proyecto plante6 la optimizacion de la extraccién de
colageno soluble en acido, proveniente de piel de Pterygoplichthys pardalis, la elaboracién
de peliculas basadas en este biomaterial adicionadas con glicerol y goma arébiga y la

caracterizacion de las biopeliculas resultantes.
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3. JUSTIFICACION

Numerosos estudios han demostrado la importancia que presenta el colageno como
una biomolécula debido a sus propiedades, entre ellas su biocompatibilidad con compuestos
organicos y sintéeticos, su biodegradabilidad y nula toxicidad (Lee et al., 2001). En estudios
realizados en la Gltima década se ha demostrado el empleo de colageno como un biomaterial
en sectores como el farmacéutico, cosmético y alimentario (Thakur y Thakur, 2016; Blanco
et al., 2019). Actualmente la aplicacién de colédgeno extraido a partir de mamiferos se
encuentra limitada por el riesgo de transmision de enfermedades como la encefalopatia
espongiforme bovina o por motivos religiosos (Serrano Gaona, 2011; Yoshitaka et al., 2011).
Razon por la cual las investigaciones se han centrado en la extraccion de colageno a partir de
fuentes marinas como Esox lucius (Kozlowska et al., 2015), Oreochromis niloticus (Chen et
al., 2016), Misgurnus anguillicaudatus (Wang et al., 2018) y Pterygoplichthys pardalis
(Ovando et al., 2018; Nurubhasha et al., 2019).

Pterygoplichthys pardalis es una especie endémica de la region del Amazonas,
catalogada como una especie invasiva en el sureste mexicano, caracterizada por poseer un
alto potencial biético y una alta tasa reproductiva. Trabajos como los realizados por Ovando
et al. (2018) y Nurubhasha et al. (2019), tuvieron como objetivo la extraccion de colageno a
partir de P. pardalis a partir de la piel del pez mediante el método acido. Sin embargo, no
evalUan las condiciones de operacion que pueden afectar al proceso de extraccion y hasta la
fecha no se han reportado las condiciones que permitan obtener el mayor rendimiento de
extraccion posible.

En afios recientes, las investigaciones han centrado sus estudios en la elaboracién de
peliculas compuestas, mediante la combinacion de diferentes biomoléculas (Galus y Lenart,
2013), particularmente en peliculas formuladas a partir de polisacaridos o proteinas,
empleando plastificantes como el glicerol (Pavli et al., 2018). Sarika et al. (2014) reportan el
empleo de goma arabiga como una molécula no toxica, biocompatible con el colageno, capaz
de formar entrecruzamientos y una red polimérica. Se ha reportado que el colageno presente
en P. pardalis posee un alto contenido de hidroxiprolina (Nurubhasha et al., 2019) y se espera
que el empleo de colageno extraido a partir de la piel de esta especie, en conjunto con goma
arabiga y glicerol, permita obtener peliculas con propiedades mecanicas y térmicas mejores

a las reportadas, ademas de presentar alto indice de biodegradabilidad.

13



La presente investigacion permitira no s6lo mostrar las condiciones de extraccion que
permitan maximizar el rendimiento, sino conocer el efecto que tienen los componentes de las
peliculas sobre las propiedades de las mismas. El biomaterial generado con esta
investigacion, daria valor agregado a esta especie haciéndola atractiva como generadora de

nuevos materiales.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de glicerol y goma arabiga en la elaboracion de peliculas a partir de
colageno de piel de pez diablo (Pterygoplichthys pardalis).

4.2 Objetivos especificos

Determinar las mejores condiciones de extraccion de coldgeno soluble en &cido
mediante un disefio experimental factorial 22, teniendo como factores la relacion materia

prima:solucion de extraccion y el tiempo de extraccion.

Evaluar el efecto de la concentracion de colageno y glicerol, sobre las propiedades de

estabilidad térmica y mecanicas de las peliculas, mediante un disefio factorial 22 + estrella.

Determinar la biodegradabilidad de las peliculas con base en la norma OCDE 301F.
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5. METODOLOGIA

5.1 Extraccion de colageno soluble en acido (CSA)

Pterygoplichthys pardalis fue obtenido en la Presa Malpaso, en el municipio de
Ostuacéan, Chiapas (Latitud: 17.483, Longitud: -93.487), los cuales fueron colocados y
transportados en hieleras a una temperatura de refrigeracion. Se separ6 manualmente la piel,
y se dejaron secar a 60 °C. Posteriormente se trituraron con una licuadora industrial TAPISA
MODELO TVP12L, se tamizaron a un tamafio de particula de 0.6 mm y se almacenaron en

bolsas de polietileno a 4 °C hasta su utilizacion.

Con la finalidad de eliminar las proteinas no colagenas en la piel, se pesaron 100 g de
materia prima (piel) y se disolvieron en NaOH 0.1 M durante 6 h en proporcién 1:10 (p/v),
con un cambio de solucién a las 3 h con el fin de eliminar las proteinas no colagenas y
pigmento de piel. Posteriormente se lavaron con agua destilada hasta alcanzar pH neutro o

ligeramente bésico (Benjakul et al., 2011).

Las muestras de piel fueron posteriormente desengrasadas con butanol al 10% en una
proporcion 1:10 (p/v) durante 24 h y posteriormente se lavaron 3 veces con agua destilada
(Benjakul et al., 2011).

Para la extraccion de colageno soluble en &cido (CSA), se utilizd un disefio de
experimentos factorial 22, se evalu6 el efecto de los factores: relacion peso/volumen de la
materia prima/solucion de extraccién (1:10, 1:20) y el tiempo de extraccion (24, 72 h). La
variable de respuesta evaluada fue el rendimiento de extraccion de colageno. El

procedimiento que se siguid se describe a continuacion:

Para la extraccion del colageno, las muestras pretratadas (sin proteina no colagenosa
ni grasa) se solubilizaron en acido acético 0.5 M en diferentes relaciones materia
prima:solucion de acido (p/v) y tiempos de extraccion. La mezcla se filtré y el filtrado fue
neutralizado empleando NaOH 0.1 M con la finalidad de precipitar el acido acético como
acetato de sodio hasta la obtencion de un pH neutro. Después, la mezcla se centrifug6 con

una centrifuga Eppendorf modelo 5810R a 4000 rpm a 4 °C durante 20 min recuperando el
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sobrenadante. Posteriormente, el sobrenadante se liofilizo en una liofilizadora Labconco

0.520 mBar y se almacend a 4 °C hasta su uso (Zeng et al., 2012).

5.1.1 Evaluacién del efecto del tamafio de particula sobre el rendimiento de extraccion
de colageno

Previo a la realizacion del disefio experimental para determinar las mejores
condiciones que garantizaran el maximo rendimiento de extraccion posible de la proteina de
interés se decidio evaluar el posible efecto que podria tener el tamafio de particula sobre el
proceso de extraccion por el método &cido. Para ello, se consider6 evaluar 3 diferentes

tamanos de particula a partir de un proceso de molienda y tamizado.

Se evalu6 el tamafio de las particulas obtenidas en malla 20 (850 pum), malla 30 (600
um) y malla 100 (150 um). Una vez obtenidas, se procedi6 con el pretratamiento con NaOH
para eliminar pigmentos y proteinas que no eran de interés para posteriormente realizar el

pretratamiento con butanol y remover grasas.

5.2 Caracterizacion del colageno
5.2.1 Perfil de peso molecular del colageno

Los pesos moleculares de las hélices o presentes en el colageno extraido se
determinaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) siguiendo el
método de Laemmli (1970), con ligeras modificaciones. El gel de separacion se preparo al
8% y el de apilamiento al 5% de acuerdo con el cuadro 5. La electroforesis se llevd a cabo
en una camara de electroforesis mini Protean (Biorad, USA). El gel fue tefiido con Azul de
Coomassie al 1%. Las condiciones de electroforesis fueron 80 V, 20 min y 120 V, 50 min,
utilizando buffer 1X (Tris/Glicina/SDS), usando como estandar colageno tipo 1 extraido de
cola de rata (Sigma-Aldrich, EUA).
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Cuadro 5. Concentraciones para la elaboracion del gel de poliacrilamida.

Gel de separacion 8% Gel de apilamiento 5%
Acrilamida:Bisacrilamida 30:80 1.33mL 400 pL
TrisHCI 1.5 M pH 8.8 1.25mL 0.775 mL
SDS 10% 50 pL 3lpuL
Persulfato de amonio 250 pL 0.56 pL
H20 2.5mL 1.76 mL
TEMED 5 pL 3L

5.2.2 Espectroscopia infrarroja

La obtencion de los espectros de infrarrojo de los extractos proteicos se realizé con
un espectrofotémetro de IR marca Thermo modelo Nicolet en el intervalo de 650-4000 cm™
realizando 40 barridos con una resolucion de 16 cm™. La muestra se solubiliz6 en agua y se

tomo un fondo con agua destilada.

5.2.3 Espectroscopia UV

Las muestras de extracto proteico se disolvieron en una solucion de &cido acético 0.5
M en una relacién 1:100 (p/v). Posteriormente, las soluciones se colocaron en una celda de
cuarzo de 1 cm y se realiz6 un barrido espectral de 190-1100 nm para identificar la longitud

de onda de méaxima absorcion con un espectrofotémetro marca HACH modelo DR 5000.

5.2.4 Cuantificacion de contenido proteico

Para determinar la concentracién de proteina por el método Lowry (1951), se realizd
una curva patrén utilizando BSA (albumina de suero bovino). Posteriormente se colocaron 2
mL de muestra, 5SmL de reactivo de Lowry y se leyé en un espectrofotdbmetro marca HACH
modelo DR 5000, a 500 nm.

5.3 Formulacién y preparacion de las peliculas

Las formulaciones se prepararon siguiendo un disefio experimental compuesto central
22 + estrella, con 2 puntos centrales, teniendo a la concentracion de colageno y glicerol como
factores, cada uno con 2 niveles. Los niveles para las concentraciones de colageno en las
formulaciones fueron 1y 2% para colageno, y concentraciones de 10 y 20% para glicerol,

las formulaciones fueron preparadas con respecto a 100 mL de agua destilada, afiadiendo
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1.5% de goma arabiga a cada formulacion. El disefio contd con 2 puntos axiales y se realizo
por triplicado.

Las soluciones se dejaron hidratar durante 24 h, posteriormente se calentaron a 70
°C y fueron agitadas durante 15 min. 40 mL de suspension se depositaron en moldes de
aluminio recubiertos con teflon de 5 cm de diametro y se secaron a 23 °C por 24 h para
obtener un espesor uniforme mediante el empleo de un desecador (Galus y Lenart, 2013). Se
tomaron como variables de respuesta la fuerza (N), elongacion (%) y el mddulo de Young
(MPa).

5.4 Analisis de las peliculas

5.4.1 Textura

Se evalud la fuerza de corte, elongacion y médulo de Young de las diferentes peliculas
empleando un texturometro Stable Micro Systems modelo TA.XT.plus (Figura 3) con una
apertura de 20 mm, velocidad de 5 mm/min y deformacion del 80%, las peliculas fueron
cortadas en tiras de 50 x 10 mm. Se colocé cinta adhesiva en ambos extremos para garantizar
que, una vez aseguradas al equipo, la ruptura de la pelicula se llevara a cabo en el centro de

la misma. Todas las evaluaciones se realizaron por triplicado.

Figura 3. Texturometro Stable Micro Systems modelo TA.XT.plus.

5.4.2 Calorimetria diferencial de barrido

Se realiz6 el analisis calorimétrico para determinar las propiedades térmicas
utilizando un calorimetro diferencial de barrido (DSC) utilizando un calorimetro diferencial
de barrido de la marca TA Instruments, modelo Q-2000 (Figura 4). Muestras de

aproximadamente 10 mg (£0.002 mg) se depositaron en charolas de aluminio con purga de
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nitrégeno seco (50 mL/min). Las peliculas se enfriaron rapidamente a 0 °C y se hizo un
barrido de -80 a 200 °C a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. Se determinaron las
temperaturas de transicion vitrea Tg (°C) y la temperatura de desnaturalizacion Tm (°C)
(Tang et al., 2015).

Figura 4. Calorimetro diferencial de barrido Q-2000.

5.4.3 Solubilidad

Fragmentos de pelicula de 1 cm? se colocaron en la superficie de un vaso de
precipitados con 500 mL de agua tomando el tiempo en que la pelicula se solubiliz6 (Wang
et al., 2005).

5.4.4 Color

El color de las peliculas fue medido en la superficie utilizando un colorimetro portatil
Konica minolta modelo CM-2500d, por triplicado, segun la escala CIE-Lab donde L es la
luminosidad que va de 0% (negro) a 100% (blanco), a que va de rojo (+) a verde (-) y b que

va de amarillo (+) a azul (-), siendo 0 neutral en ambos casos.

5.4.5 Prueba de biodegradabilidad
La biodegradabilidad se determino con la relacion existente entre los parametros de
la demanda quimica de oxigeno (DQO) y la demanda bioquimica de oxigeno (DBO),

expresada como el indice de biodegradabilidad.

Para la determinacion de la DQO se siguié la metodologia de micrométodo de reflujo
cerrado, digestando la muestra a 150 °C por 2 h establecida en la NMX-AA-028-SCFI-2001

con modificaciones, se preparard una dilucion de las peliculas de colageno 1:10000 (p/v)
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debido a la naturaleza del material y al alto contenido de materia organica en estas. Después
de la digestién, la muestra se coloc6 en una celda de cuarzo y se emple6 un espectrofotometro
HACH DR-5000 a una longitud de onda de 620 nm.

Se determino la demanda bioquimica de oxigeno (DBO o DBOs) mediante el equipo
DBO respiromeétrico DBOTrak I. La prueba se llevo a cabo mediante la cuantificacion de la
diferencia entre la concentracion de oxigeno disuelto inicial y la concentracion después de

cinco dias de incubacion a 20 £ 1 °C empleando un inoculo de cultivo para DBO PolySeed®.

Para determinar el indice de biodegradabilidad (IB) de las peliculas se utilizé la
relacion entre los parametros de DQO Y DBOs de acuerdo con la siguiente formula,

expresando el resultado de manera porcentual:
— DBO

Donde: 1B = indice de biodegradabilidad; DBO = Demanda bioquimica de oxigeno; DQO = Demanda quimica de

oxigeno.

5.4.6 Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos se utiliz6 un andlisis de varianza unidireccional. La
diferencia de medias se evaluo sobre la base de intervalos de confianza mediante la prueba
de Tukey. El nivel de significancia se establecié con un valor p <0.05. Se empleo el programa

estadistico Statgraphics version XV.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Extraccion de colageno
6.1.1 Efecto del tamafio de particula sobre la extraccion de colageno

Los resultados del analisis del efecto de los diferentes tamarfios de particula sobre la

extraccion de colageno por el método acido se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Gréafico de medias del efecto del tamafio de particula sobre el rendimiento de extraccion de

colageno.

De acuerdo con lo que se aprecia en el grafico anterior, se logro determinar que el
tamafio de particula no tuvo efecto estadistico significativo (p < 0.05) sobre el rendimiento
de extraccion. Asi mismo, después del proceso de molienda y tamizado, el tamafio de
particula predominante era el obtenido en malla 30 (600 pum), por lo que se decidio emplear

dicho tamafio de particula en la realizacion del disefio experimental.

6.1.2 Maximizacion de la extraccion de colageno mediante el método &cido
En el cuadro 6 se presentan los resultados de la extraccion de colageno a partir de

piel de pez diablo (Pterygoplichthys pardalis).

Cuadro 6. Rendimientos de extraccion de colageno soluble en acido a partir de piel de pez diablo
(Pterygoplichthys pardalis).

Relacién p/v (g/mL) Tiempo (h) Rendimiento (%) DMS
1:10 24 37.40d
1:20 24 57.05a
1:10 72 41.16¢ 3.68
1:20 72 51.88b

Letras diferentes en la misma columna corresponden a tratamientos estadisticamente diferentes. (p < 0.05).
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Para el analisis de los datos de extraccion de coladgeno se realizé un analisis de
varianza en el cual se observo que existe diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos, siendo el mejor tratamiento en donde se empleé una relacion materia
prima:solucion de extraccion de 1:20 (p/v) y un tiempo de extraccion de 24 horas ya que se

logro extraer mayor cantidad de proteina.

Al realizar el andlisis del efecto de los factores, se determiné que el factor relacion
materia prima:solucion de extraccion tuvo un efecto estadistico significativo (de caracter
positivo) sobre el rendimiento de extraccion, no asi con el factor tiempo, mientras que la
interaccion de los dos factores si tuvo un efecto significativo sobre la variable de respuesta
(de caracter negativo), como se muestra en el diagrama de Pareto de la figura 6.

A:Relacién p/v

AB

B:Tiempo ]

0 2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto estandarizado para el rendimiento de extraccion de colageno soluble en acido
(CSA) extraido de piel de piel de Pterygoplichthys pardalis.

El efecto positivo de la relacion materia prima/solucion de extraccidén se puede
explicar si se tiene en cuenta la teoria de las colisiones propuesta por Lewis (1918), la cual
establece que para que una reaccion se lleve a cabo es necesario facilitar choques efectivos

entre los componentes de la reaccion.

Existen varias maneras de propiciar choques efectivos como el incremento de
temperatura o en este caso, el aumento en la cantidad de solvente, puesto que un aumento en
la concentracidon de solvente permite que interactde de una manera mas eficiente con el soluto
beneficiando los procesos de transferencia de materia, reflejandose en un mejor rendimiento
de extraccién de colageno. Sin embargo, es importante mencionar la existencia de una

concentracion critica a partir de la cual, los incrementos en la relacion p/v ya no beneficiaran
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el proceso ni el rendimiento de extraccion. Por otra parte, no se aprecié efecto estadistico del
tiempo en el proceso de extraccion y esto puede deberse al hecho de que en los niveles
evaluados no se aprecia un efecto, sin embargo es probable que al incrementar los tiempos
de extraccion pueda evidenciarse un efecto sobre el rendimiento, por lo que se asume que
podria observarse un efecto si se evallan niveles mas alla de los considerados en este
proyecto y descritos en la literatura (Chen et al., 2016; Schmidt et al., 2016; Wang et al.,
2018; Nurubhasha et al., 2019).

La razon del porqué la interaccion de los dos factores tuvo un efecto estadistico
significativo debe tomar en cuenta el mecanismo de accién del acido orgénico durante el

proceso de extraccion de la proteina (Figura 7).

j i I
COQH COOH
[ ©---NH; H

[[JH-bond 1 [[JH-bond 2 OH* © Ac
Colageno Acido acético(AA)

Figura 7. Mecanismo de accion del acido acético durante la extraccion de colageno por el método acido
adaptado de Yang et al. (2018).

El 4cido acético interactla directamente con los puentes de hidrégeno presentes en la
triple hélice del colageno, rompiendo las interacciones débiles que mantenian la union de las
tres alfa hélices, separandolas y generando como consecuencia, la solubilizacion de la
proteina en el medio. Esto es muy importante ya que el colageno, al ser una proteina fibrosa

en un inicio, es una proteina insoluble (a diferencia de las proteinas globulares).

Considerando lo mencionado anteriormente, se asume que el efecto estadistico
negativo de la interaccion de los factores relacion p/v y tiempo, se puede deber a que cuando
se presentan incrementos en la concentracion del solvente empleado y aumento en el tiempo
de extraccion, se propicia la desnaturalizacion de la proteina afectando su funcionalidad

(Kiew y Mat Don, 2013; Surasani et al., 2019). Como se mencion0 anteriormente, se asume
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la existencia de una concentracion critica a partir de la cual el aumento en la concentracion
de solvente no beneficia al proceso de extraccién de la proteina, y aunado a lo anterior, si se
incrementan los tiempos de extraccion, se propicia una mayor interaccion entre el solvente y
las moléculas de colageno. Esto podria originar una desprotonacion de grupos funcionales
que no sean exclusivamente aquellos presentes en los entrecruzamientos establecidos entre
las alfa hélices (Tan y Chang, 2018).

Mediante el analisis estadistico de los resultados, se determino que, bajo las mejores
condiciones de operacion el rendimiento tedrico de extraccion de coladgeno seria del 57%
empleando una relacion materia prima:solucion de extraccion (p/v) 1:20 y un tiempo de
extraccion de 24 horas.

Se replico el proceso de extraccion bajo dichas condiciones y se obtuvo un
rendimiento de extraccion del 54%, inferior al rendimiento tedrico del 57%. El error de la

prediccion entre el rendimiento experimental y el rendimiento tedrico fue del 5.26%.

Una vez realizada la extraccion de colageno bajo las mejores condiciones, se
cuantificd la concentracion de proteina mediante el método de Lowry realizando una curva
de calibracion con albimina de suero bovino (BSA) con una R? = 0.9925 (Anexo 1). La
concentracion de colageno en el extracto obtenido a partir de la extraccion por el método
acido fue de 0.55 £+ 0.03 mg/mL.

6.1.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Con la finalidad de determinar el peso molecular del colageno se llevo a cabo una
electroforesis en gel al 7.5% de acrilamida, de 9 cm de largo y tefiido con azul de Coomassie
al 1%. La desnaturalizacion de las proteinas previo a la corrida del gel se llevé a cabo de

acuerdo con lo reportado por Ovando et al. (2018).

De acuerdo con lo observado en el gel de la electroforesis SDS-PAGE (Figura 8), se
identificaron las bandas que corresponden a los pesos moleculares de las hélices al y a2,
con peso molecular aproximado de 122 y 110 kDa, respectivamente, las cuales son las
unidades conformadoras de la triple hélice del colageno, el cual tiene un peso molecular de

alrededor de 300 kDa y se encuentra conformado por 2 hélices al y una hélice a2
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(Sinthusamran et al., 2013). Se tuvo presencia de la hélice B, con un peso molecular de 243
kDa, lo cual indica la presencia de 2 alfa hélices aun entrecruzadas mediante puentes de

hidrégeno.

Figura 8. Patron electroforético de colageno extraido de piel de Pterygoplichthys pardalis. M = Marcador

molecular; E = Estandar de colageno tipo | y CSA = Colageno extraido mediante método de CSA.

Existen diferentes investigaciones en donde se ha logrado identificar la presencia de
colageno tipo | en piel a partir de peces, como en los trabajos de Matmaroh et al. (2011),
quienes extrajeron CSA de escamas de pez dorado Coryphaena hippurus observando bandas
correspondientes a la hélice al1(117 KDa) y a2(108 KDa). El-Rashidy et al. (2015) identificd
también al colageno extraido de escamas de tilapia del Nilo (Orechromis niloticus) como

coléageno tipo I.

Estos resultados, ademas, concuerdan con lo reportado por Nurubhasha et al. (2019)
(Figura 9) quienes extrajeron colageno tipo | a partir de la piel de pez diablo empleando el
método de extraccion &cida, reportando pesos moleculares correspondientes a las hélices al

(116 kDa) , a2 (110 kDa) y hélice B (205 kDa).
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- aly a2

Figura 9. Patron electroforético de colageno presente en piel de Pterygoplichthys pardalis (Nurubhasha et al.,

2019).M = Marcador molecular, E = Estandar de colageno tipo | y CSA = Colageno extraido mediante método de CSA.

Con los resultados de la electroforesis y los antecedentes mencionados, se confirma
la presencia de colageno del tipo | en el extracto proteico obtenido a partir de la piel de

Pterygoplichthys pardalis.

6.1.4 Caracterizacion espectroscopica

6.1.4.1 Espectroscopia infrarroja
El espectro IR exhibid las sefiales que corresponden a los grupos funcionales de los

aminoéacidos que conforman al colageno (Figura 10).
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Figura 10. Espectro IR de colageno de piel de Pterygoplichthys pardalis empleando H,O como blanco.

En el cuadro 7, se muestran los desplazamientos de las bandas identificadas en el
espectro IR como la correspondiente al estiramiento asimétrico del enlace Csp*~H (Amina
secundaria) (Moula Ali et al., 2017), o las bandas C=0 (Amina I), N-Ho (Amina I1) y Csp®-
H (Amina terciaria), las cuales son responsables del grado de orden molecular en el coldgeno
y estan involucradas en la formacion de la estructura de triple hélice (Chen et al., 2016).
Ademas, fue posible identificar la banda Csp®-O, siendo esta una sefial caracteristica de la
hidroxiprolina (Ovando et al., 2018). Sin embargo, no fue posible apreciar la banda que
corresponde al enlace N-Hv, debido a que la muestra de colageno extraido fue solubilizada
en agua y al hacer el barrido de control con el disolvente la sefial del enlace N-H no se

aprecia, ya que coincide con la del enlace O—H del agua (3600 a los 3200 cm™).

Cuadro 7. Asignacion de sefiales obtenidas en el espectro IR de coldgeno proveniente de piel de P. pardalis.

Grupo funcional Rango (cm™) Desplazamiento (cm™)
Csp® - Hv 2850 - 2950 2930
C=0v 1600 - 1650 1640
N-Ho 1550 - 1650 1550
Csp®- Ho 1350 - 1480 1410
Csp® - O (Hyp) 1000 - 1300 1000
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Las sefiales que exhibe el espectro IR fueron similares a las reportadas en la literatura
para colageno extraido a partir de P. pardalis (Nurubhasha et al., 2019) y de otras especies
de animales y peces (Benjakul et al., 2011; Matmaroh et al., 2011; El-Rashidy et al., 2015;
Sionkowska et al., 2015) (Figura 11).
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Figura 11. Espectro IR de colageno tipo | extraido a partir de Pelodiscus sinensis (Zou et al., 2017). Donde

ASC: Coléageno soluble en &cido; UASC: Coléageno soluble en &cido asistido por ultrasonido.

6.1.4.2 Espectroscopia UV

Con la finalidad de obtener el especto UV-Vis del extracto proteico se llevo a cabo
un barrido espectral desde los 190 hasta los 1100 nandémetros y se encontro la longitud de
onda de maxima absorbancia a los 220 nm. Por lo general, la longitud de onda de maxima
absorbancia de las proteinas en la region ultravioleta es cercana a los 280 nm. Esta sefial
corresponde a la absorbancia de aminoacidos aroméaticos como el triptofano, tirosina y
fenilalanina (Duan et al., 2009). Debido a que el colageno de peces presenta un contenido

bajo en estos aminoacidos, la longitud de onda de maxima absorbancia del CSA es menor.
Trabajos realizados demostraron que el colageno tiene una Amax de 210 a 240 nm (Wang et

al., 2018). Los datos de absorcion de coldgeno se muestran en la figura 12 donde se aprecia
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que el espectro obtenido presentd una Ama= 220 nm que corresponde a la transicion

electrénica del orbital no > 1" (C-0). Hallazgos similares fueron reportados en otras especies

de peces (Duan et al., 2009; Sun et al., 2017; Wang et al., 2018).

0,300

190 A 220.0 nm 645

Figura 12. Espectro UV-Vis de colageno extraido de piel de pez diablo (Pterygoplichthys pardalis).

6.2 Elaboracion de peliculas de colageno

En primer lugar, se pudo apreciar que el contenido de coladgeno y de solidos afectaba
la capacidad de formacién de pelicula de las soluciones elaboradas. Sin embargo, algunas de
las formulaciones (Cuadro 8), generaron peliculas fragiles y quebradizas de tal forma que no

se pudieron formar.

Cuadro 8. Formulaciones evaluadas en la elaboracion de peliculas de colageno obtenido de piel de
Pterygoplichthys pardalis.

Formacién de

Tratamiento Colégeno (%) Glicerol (%) P
pelicula
1 15 15 Sl
2 1 10 Sl
3 2 10 NO
4 1 20 Sl
5 2 20 NO
6 0.792893 15 NO
7 2.20711 15 NO
8 15 7.92893 Sl
9 15 22.0711 Sl
10 15 15 Sl
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Los resultados permitieron identificar que la concentracion de colageno afectaba la
capacidad de formacion de pelicula de las formulaciones, ya que aquellas peliculas donde la
concentracion de coladgeno fue igual o mayor que el 2%, fueron las que presentaron

fragilidad.

El diagrama de Pareto (Figura 13) muestra que el colageno tiene un efecto
estadisticamente significativo negativo sobre la formacion de las peliculas. Esto puede
deberse a la gran capacidad de hidratacion del colageno, lo que hacia que se adhiriera a
practicamente cualquier superficie y se dificultara su manejo, en comparacion con aquellas

con menor contenido de colageno.

o+
A:COLAGENO = -

B:GLICEROL

AB

0 0.5 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

Figura 13. Efecto del colageno y el glicerol sobre la formacién de peliculas de colageno obtenido a partir de

piel de Pterygoplichthys pardalis.

6.2.1 Textura
Las propiedades mecéanicas de las peliculas de proteinas proporcionan una prediccién
de la integridad esperada de la pelicula en condiciones de estrés que pueden ocurrir durante

el procesamiento, la manipulacién y el almacenamiento (Gennadios, 2002).

Mediante el empleo de un texturometro, se determinaron los parametros que fueron
considerados como variables de respuesta del disefio experimental de la elaboracion de las
peliculas biodegradables de coladgeno. Los resultados de estas determinaciones se presentan

a continuacion.
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6.2.1.1 Fuerza de corte
La figura 14 muestra el efecto estadistico negativo del coldgeno sobre la fuerza
necesaria para cortar las peliculas, esto significa, que, a medida que la concentracion de

colageno aumenta, es necesario aplicar menor fuerza de corte.

A:COLAGENO = -

B:GLICEROL

0 0.5 1 1.5 2 25 3
Efecto estandarizado

Figura 14. Efecto del colageno y glicerol sobre la fuerza de corte de las peliculas de coladgeno obtenidas a
partir de piel de Pterygoplichthys pardalis.

Este efecto puede estar relacionado con la abundancia de grupos hidroxilo del
colageno, ya que se tiene reportado que la abundancia de grupos hidroxilo de la estructura de
la proteina esta intimamente relacionada con el tipo de tejido del cual se extrajo, asi como
del animal (Suderman et al., 2018). Las diferencias en las propiedades mecénicas en peliculas
de colageno estan ligadas a las propiedades fisicoquimicas de éste, especialmente con la
composicion de los aminoacidos (Gomez-Guillén et al., 2009). El colageno extraido a partir
de pez diablo posee un alto contenido de Hyp (Nurubhasha et al., 2019), aminoécido que
presenta un grupo hidroxilo en su estructura, por lo que se asume que el aumento en la
concentracion de colageno tiene como resultado que la proteina forme preferentemente
enlaces intramoleculares que intermoleculares con los otros biopolimeros empleados en las
formulaciones, repercutiendo en la formacion de una red polimérica débilmente unida
mediante puentes de hidrogeno (Gémez-Guillén et al., 2009; Gomez-Guillén et al., 2011).
Ademas, se tiene reportado que la triple hélice del colageno, pierde la fuerza mecanica que
le caracteriza después del proceso de extraccion por el método acido (Lee et al., 2001; Lee
et al., 2012; Slimane y Sadok, 2018) (Figura 15).
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Figura 15. Componentes del colageno obtenidos por medio de extraccion acida.

Las peliculas mostraron una fuerza a la ruptura de 25.25 + 1.17 N, estos resultados
son similares a los reportados por Suderman et al. (2018), quienes obtuvieron valores de
fuerza de 29.06 £ 0.06 N empleando colageno de piel de pollo como materia prima, los cuales
a su vez fueron superiores a los de peliculas elaboradas con colageno de bovinos (18.03 +
0.09 N) y porcinos (16.55 + 0.11 N) y a lo reportado por Gomez-Guillén et al. (2009) quienes
elaboraron peliculas de coladgeno a partir de piel de atin encontrando valores de fuerza de 8.5
+1.6N.

Es importante sefialar que tanto en los trabajos desarrollados por Suderman et al.
(2018) y Gémez-Guillén et al. (2009), las formulaciones empleadas para la elaboracién de
las peliculas de colageno, incorporaban unicamente glicerol, a diferencia de las preparadas
en este proyecto, en las cuales se incorporé goma arabiga en las formulaciones. Si bien no se
varié la concentracion de goma arabiga, es probable que la incorporacion de la goma arabiga
podria estar influyendo en el entrecruzamiento con los otros componentes (colageno y
glicerol), originando un aumento entre las fuerzas intermoleculares de la red polimérica

resultando valores mas altos de fuerza de corte (Gennadios, 2002).

6.2.1.2 Elongacion a la ruptura

La elongacion es un parametro de interés que sefiala el cociente de la variacion de la
longitud alcanzada por la pelicula con respecto a la longitud inicial de la misma, es un factor
importante en las peliculas biodegradables ya que describe la capacidad de las mismas para
resistir cambios de forma sin la formacion de grietas (Suderman et al., 2018), reportada de

manera convencional en unidades de porcentaje.
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Los resultados de la elongacion mostraron que no hubo efecto estadistico significativo

de los factores ni de la interaccién de ambos sobre este parametro (Figura 16).
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Figura 16. Efecto del colageno y glicerol sobre la elongacion a la ruptura de peliculas de colageno obtenidas a
partir de piel de Pterygoplichthys pardalis.

Los valores de elongacion a la ruptura que se obtuvieron fueron de 15.99 + 0.07%,
siendo estos resultados semejantes a los obtenidos por Krki¢ et al. (2012) quienes evaluaron
la elongacion a la ruptura de una pelicula de colageno comercial reportando valores de 18.4
+ 2.7% y Weng et al. (2014), quienes elaboraron peliculas de colageno de tilapia (Tilapia
zillii) empleando glicerol al 20% como plastificante, obteniendo valores de elongacién de
17.83 * 8.01%. Estos resultados fueron superiores a los reportados por Slimane y Sadok
(2018), quienes emplearon colageno y quitosano en sus formulaciones, obteniendo valores
de 4.25 + 0.63%.

Harper et al. (2013) reportan que la adicion de proteinas en peliculas parece no tener
influencia sobre este parametro. Ademas, Silva et al. (2009) reportan que los agentes
plastificantes como el glicerol ayudan a incrementar la elongacion a la ruptura de las
peliculas. ElI motivo por el cual los valores de elongacion fueron mayores a los reportados
por Slimane y Sadok (2018) se debe probablemente a que la acetilacion del grupo N-acetil
presente en el quitosano influye negativamente por impedimento esterico, en las
interacciones entre las cadenas de polisacaridos, impidiendo que hayan interacciones entre
las moléculas que pueden formar puentes de hidrégeno, lo que repercute finalmente en la

menor elongacion a la ruptura del material (Gennadios, 2002).
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6.2.1.3 Modulo de Young

El modulo de Young “E” (también denominado mddulo de elasticidad), es un
pardmetro que indica la relacion existente entre los incrementos de tension aplicados y los
incrementos de elongacion del material evaluado (Britannica, 2019). Para dicho parametro,
mediante el analisis de los datos, se pudo apreciar un efecto estadistico significativo por parte
de los dos factores, tanto de la concentracion de coldgeno como de la concentracion de
glicerol, como lo demuestra el diagrama de Pareto en la figura 17, reportando un moédulo de
Young de 78.178 £ 7.078 MPa.

O+
B:Glicerol - -

A:Colageno

AB

0 1 2 3 4
Efecto estandarizado

Figura 17. Efecto del colageno y glicerol sobre el médulo de Young de peliculas de colageno obtenidas a
partir de piel de Pterygoplichthys pardalis.

El glicerol es uno de los plastificantes mas empleados en la elaboracion de peliculas
empleando proteinas como materia prima (Jongjareonrak et al., 2006; Deiber et al., 2011,
Vieira et al.,, 2011; Montalvo et al., 2012; Gao et al., 2017). Como se menciond
anteriormente, este factor tuvo efecto negativo sobre el mddulo de Young, lo cual puede
atribuirse a que los incrementos en la concentracion de glicerol originan un efecto de
segregacion, es decir, la formacién de zonas en la estructura de las peliculas con una
concentracion mayor de glicerol en comparacion con los otros componentes, donde dichas
zonas tendran propiedades mecanicas diferentes a las del resto de la pelicula (Gao et al.,
2017).

Debido a que no se ha reportado anteriormente que la concentracién de colageno
tenga un efecto negativo sobre el médulo de Young, atribuimos que dicho efecto puede estar
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siendo ocasionado debido a la presencia de la hélice B en el extracto empleado en las
soluciones formadoras de pelicula. Recordemos que el colageno empleado en la realizacion
de las peliculas es el mismo que se obtuvo del proceso de extraccion por el método &cido y,
como se menciono anteriormente, en el extracto hay presencia de a hélices, pero también de
B hélices (la cual se encuentra conformada por dos o hélices aln entrelazadas por puentes de
hidrdgeno en su estructura) y, asumimos que la hélice  no interactla tan eficientemente con
los demas componentes de la pelicula como lo hace la hélice a. debido a que no tiene tantos
grupos funcionales disponibles para establecer nuevas interacciones en la formacion de la

red polimérica.

6.2.2 Calorimetria diferencial de barrido
Las peliculas se sometieron a calorimetria diferencial de barrido (DSC), encontrando

en todas las peliculas un comportamiento parecido en los termogramas (Figura 18).

Tg=-13.37°C Tm =157.93°C

Flujo de calor (Wig)

Figura 18. Temperatura de transicion vitrea y de desnaturalizacién en el termograma de pelicula de colageno
extraido a partir de piel de Pterygoplichthys pardalis (Tratamiento 7, Cuadro 8). Donde: Tg = Temperatura de
transicion vitrea; Tm = Temperatura de desnaturalizacion.

Los rangos de la temperatura de transicion vitrea (Tg) oscilan entre los -13 °C y -
17°C. Ahmad et al. (2016) reportan que la temperatura de transicion vitrea (Tg) se rige por
las caracteristicas estructurales del material polimérico, como el peso molecular, la
ramificacién de la cadena y el grado de entrecruzamiento entre los diferentes componentes

empleados en las formulaciones. El colageno consiste de 3 alfa hélices, donde cada alfa hélice
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estd conformada por una cadena de aminoacidos de alrededor de 1000 residuos (siendo los
més predominantes glicina, prolina e hidroxiprolina debido a la presencia del triplete GLY -
X-Y) (McCance et al., 2010). Al ser tanto el colageno como la goma ardbiga moléculas con
un alto peso molecular, las cuales, en trabajos recientes han reportado un alto grado de
entrecruzamiento (Sarika et al., 2015), se asume que el alto grado de entrecruzamiento entre
estos dos carbohidratos, en conjunto con el glicerol (el cual actiia como agente plastificante
uniéndose al colageno y la goma arébiga) durante la formacion de la red polimérica podrian
estar generando la disminucion de la temperatura de transicion vitrea con respecto a lo
reportado en la literatura, donde la Tg se encuentra alrededor de los 100 °C como en el trabajo
de Tang et al. (2015) quienes encontraron rangos de temperatura entre los 103 °C a los 107
°C.

Ademas, en el termograma no se aprecia la presencia de una sefial térmica que indique
la presencia de agua libre, por lo tanto, los componentes incorporaron al agua en la red
polimérica, dejando al agua presente como agua ligada, la presencia de la hélice beta del
colageno que no se encuentra entrelazada como las alfa hélices de colageno en la red
polimérica podrian también estar teniendo un efecto directo sobre la temperatura de

transicion vitrea, haciendo que esta sea mucho mas baja.

Los rangos de la temperatura de desnaturalizacion (Tm) oscilan entre los 140 °C a los
158 °C, estos resultados son semejantes a los reportados por Tang et al. (2015), quienes

reportaron rangos de Tm entre los 140 °C y los 144 °C.

La temperatura de desnaturalizacion (Tm), en peliculas de colageno, depende
directamente de la estabilidad de la estructura y ruptura de la estructura molecular tan
ordenada que caracteriza a la triple hélice de coldgeno (Ahmad et al., 2016; Suderman et al.,
2018). La cantidad de prolina e hidroxiprolina en la estructura de la proteina de colageno
determina directamente la temperatura de desnaturalizacion (Tm) de las peliculas de
colageno (Ahmad et al., 2016).

Gennadios (2002) reportd que las diferencias entre los valores de Tg y Tm se deben
a los factores, como las condiciones de medicion y tratamiento de las muestras o el contenido
de humedad, reportando que el contenido de agua en peliculas de colageno disminuye el valor
de Tg hasta 5 °C por cada 1% de agua (p/p) y que la eliminacion de humedad, tiene como
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consecuencia la formacion de entrecruzamientos covalentes, lo que incrementa los valores
de Tg. Por lo tanto, asumimos que las peliculas elaboradas poseen agua ligada en su
estructura ya que no se observo una sefial térmica indicando la presencia de agua libre en el

termograma, lo que genero el rango amplio de Tg observado.

Con base en lo anterior, podemos asumir que los componentes empleados formaron
una red polimérica donde el entrecruzamiento se llevo de manera eficiente, ademas de que,
permitieron obtener un valor de Tg bajo y un amplio rango de aplicacién en el estado gomoso,
sin comprometer la Tm y sin el riesgo de sufrir una posible desnaturalizacion de la pelicula

durante su uso.

6.2.3 Solubilidad
Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion de solubilidad de las peliculas,
permitieron observar que todas las peliculas presentaron tiempos de solubilizacién de 74.11+

6.43 segundos.

De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que las peliculas elaboradas son
peliculas altamente solubles, debido a la naturaleza higroscopica de los componentes
empleados. Colageno, glicerol y goma arabiga son moléculas que se caracterizan por poseer
una gran cantidad de grupos hidroxilo a lo largo de su estructura, siendo los grupos hidroxilos
los responsables de llevar a cabo interacciones con las moléculas de agua, aumentando la
solubilidad de las peliculas (Wang et al., 2005).

6.2.4 Color

Las peliculas obtenidas presentaron una superficie ligeramente rugosa y opaca debido
a la migracién del agua libre durante el proceso de secado, mientras que la cara que mantenia
contacto con el molde poseia una superficie lisa y brillante. Todas las peliculas poseian una
apariencia homogénea, lo que permite suponer que se llevo a cabo una mezcla homogénea

entre los componentes.

38



Con respecto a la luminosidad (L), al realizar el analisis de varianza, se observo que
los dos factores y la interaccion de ambos tuvieron un efecto estadisticamente significativo,

como se puede apreciar en el diagrama de Pareto (Figura 19).
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Figura 19. Efecto del colageno y glicerol sobre el pardmetro “L” de peliculas de colageno obtenidas a partir

de piel de Pterygoplichthys pardalis.

El efecto del aumento de la concentracion de glicerol es de caracter negativo, lo
mismo ocurre cuando se aumenta la relacion colageno-glicerol, mientras que al incrementar

la concentracion de coldgeno también lo hace la luminosidad.

En lo referente a la evaluacion de los resultados obtenidos sobre el pardmetro “a”, no
se encontro un efecto estadisticamente significativo, reportando valores para “a” dentro de
un rango entre los -5.99 hasta los -2.17, localizandose en la region del color verde. De igual

manera, no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos.

Con respecto al valor del pardmetro “b”, el diagrama de Pareto (Figura 20), se
evidencid que la concentracion de colageno tanto como la interaccion de los dos factores
tuvieron un efecto estadistico sobre este valor, siendo de caracter positivo en ambos casos.

A:Colageno

AB
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Figura 20. Efecto del colageno y glicerol sobre el parametro “b” de peliculas de coldgeno obtenidas a partir de

piel de Pterygoplichthys pardalis.
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Los valores para “b” oscilaban en un rango entre los -2.18 hasta los 15.99 y se observo
que, a medida que se incrementaba la concentracion de colageno, asi como la relacion
coladgeno—glicerol, habia un incremento del color amarillo (b+). El glicerol no tuvo un efecto

estadistico significativo sobre este parametro.

Todas las peliculas presentaron una coloracion café, la cual segun la literatura es
generada por la goma arabiga en las formulaciones de las soluciones formadoras de pelicula.
(Williams y Phillips, 2009) debido a la presencia de taninos (Burdock, 1997).

Por lo anterior, podemos concluir que las peliculas podrén presentar variaciones de
coloracion dependiendo de las concentraciones de coldgeno y glicerol empleadas en la
formulacién, pudiendo obtener peliculas con alta o baja luminosidad y diferentes

intensidades de color amarillo.

Este parametro es importante, ya que existen diferentes aplicaciones para peliculas en

las que se requiere una caracteristica visual del producto (Thakur y Thakur, 2016).

6.2.5 Biodegradabilidad
6.2.5.1 Demanda quimica de oxigeno

Se elaboré una curva patrén con biftalato de potasio de acuerdo a lo establecido en la
NMX-aa-028-scfi-2001 a fin de determinar la concentracion (mg de O2/L) de la muestra
problema (Anexo 2).

Tomando en cuenta los factores de dilucién de la muestra se encontraron valores de
DQO de 1.203x10° + 3.682x10* mg de O2/L.

6.2.5.2 Demanda bioquimica de oxigeno
Posterior a la digestion de la muestra durante un periodo de 5 dias, el valor de DBO

obtenido en los resultados de esta determinacion fue de 9.354x10° + 5.310x10* mg de Oa/L.
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6.2.5.3 Indice de biodegradabilidad

Las peliculas de colageno presentaron un indice de biodegradabilidad del 77.74 +
6.76%, lo que permite clasificarlas como un material biodegradable de acuerdo a la
clasificacion propuesta por Ardila et al. (2012) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Criterios de biodegradabilidad segun la relacion entre demanda quimica y bioquimica de oxigeno
(Ardilaetal., 2012).

DBOs*/DQO** Caracter
> 80% Muy biodegradable
70 - 80% Biodegradable
30-70% Poco biodegradable
< 30% No biodegradable

*Demanda bioquimica de oxigeno transcurridos cinco dias después de la reaccion; **Demanda bioquimica de oxigeno.

Los resultados obtenidos a partir de las determinaciones de DQO, DBO e indice de
biodegradabilidad obtenidos en este proyecto son de vital importancia, debido a que en
trabajos realizados sobre la elaboraciéon de peliculas de coldgeno no se reportan estudios
donde determinaron la biodegradabilidad de las mismas (Gomez-Guillen et al., 2011; Vieira
et al., 2011; Tang et al., 2015; Atarés y Chiralt, 2016; Suderman et al., 2018). Los autores
atribuyen que sus peliculas son biodegradables Unicamente por la naturaleza organica y

bioldgica de los componentes empleados en la formulacion de las mismas.

Sin embargo, existen trabajos como el realizado por Gawande et al. (2016) quienes
elaboraron un polimero a base de glucosa y sorbitol, determinando la biodegradabilidad
mediante la relacion DBO/DQO, reportando indices de biodegradabilidad del 41.27% a los
4 dias y del 49.81% a los 6 dias. Tai et al. (2019), determinaron la biodegradabilidad de
peliculas compuestas de almiddn-poliuretano mediante la cuantificacion de diéxido de
carbono, comparando la cantidad de CO> liberado durante la degradacion microbiana, con
respecto al valor tedrico de CO2 de la oxidacion completa del carbono presente en las
peliculas evaluadas, reportando una biodegradabilidad del 86% transcurridos 180 dias, en
peliculas con 80% de almiddn y 20% de plastificante (glicerol) en sus formulaciones. Tai et

al. (2019) reportan gque, aunque el almidon y el glicerol son compuestos biodegradables, no
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se alcanzo6 un 100% de biodegradabilidad, observando la conversion de una fraccion de los
componentes de la pelicula por los microorganismos en disacaridos, monosacéridos y
moléculas pequefias que contenian grupos carbonilo en su estructura. Tai et al. (2019)
reportan que la biodegradabilidad se ve afectada por el caracter hidrofébico de los
componentes de la pelicula. En las formulaciones que contenian poliuretano observaron un
alto grado de reticulacién quimica en la estructura y la formacion de una barrera impermeable

ante la accion microbiana al momento de la degradacion.

Con base en lo mencionado anteriormente, se puede asumir que algunas de las razones
del porqué las peliculas elaboradas en este proyecto tuvieron una biodegradabilidad del 77%
en un plazo de 5 dias puede deberse al caracter hidrofilico del colageno (Lee et al., 2001) y
el glicerol (Vieira et al., 2011), a la formacion de una red polimérica mediante interacciones
débiles (puentes de hidrogeno) entre ambos componentes en las peliculas, y a la excelente
biodegradabilidad que presentan ambas moléculas en la naturaleza (Vieira et al., 2011;
Moula Ali et al., 2017).

Con base en lo anterior, se puede afirmar que las peliculas elaboradas con colageno
extraido por método acido de piel de P. pardalis, glicerol y goma arabiga son biodegradables
ya que la mayor parte de la materia organica e inorganica presente en ellas se puede oxidar

bioquimicamente.
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7. CONCLUSIONES

Se determinaron las mejores condiciones de operacion (tamafio de particula malla 30,
relacion materia prima:solucion de extraccion 1:20 y 24 horas de tiempo de extraccion) para
llevar a cabo la extraccion de coldgeno empleando la piel de pez diablo (Pterygoplichthys

pardalis) como materia prima.

El empleo de colageno, goma arabiga y glicerol permitio la formacion de peliculas
biodegradables. Se encontré6 que estas peliculas poseen propiedades mecanicas como
elongacion a la ruptura o fuerza de corte, semejantes a las de peliculas elaboradas con otros
polimeros. Ademas, las peliculas elaboradas en este proyecto poseen una temperatura de
transicion vitrea menor a 0 °C y una temperatura de desnaturalizacion por encima de 140 °C,
lo que les permite tener un rango de temperaturas amplio de aplicacion sin que la pelicula

sufra algin cambio de fase o desnaturalizacion.

Las peliculas de colageno presentaron un indice de biodegradabilidad del 77%, lo que
permite considerarlas como un material biodegradable, siendo este dato de vital importancia
ya que se puede hacer un uso de las peliculas sin que representen un desecho con un alto

impacto ambiental.

Estos resultados demuestran que la piel de Pterygoplichthys pardalis es una fuente
opcional para la extraccion de colageno y una alternativa al colageno extraido de mamiferos
como porcinos y bovinos, ademas, se demostro que el colageno extraido puede ser empleado

para la creacion de nuevos materiales como peliculas biodegradables.
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8. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

A partir del estudio y analisis de los resultados obtenidos en el desarrollo del proyecto,
se logro la extraccion de colageno a partir de piel de P. pardalis, sin embargo, en la
composicion del extracto obtenido aproximadamente el 50% era colageno. Se sugiere evaluar
diferentes métodos de purificacion, como puede ser el acoplamiento de un proceso de
dializado posterior a la extraccion de coldgeno por el método &cido, esperando con ello una

mejora sobre el porcentaje de colageno puro en el producto de la extraccion.

Para la evaluacion de las peliculas, se llevaron a cabo algunas caracterizaciones que
sirvieron de base para determinar pardmetros importantes como el médulo de Young o el
indice de biodegradabilidad de las muestras, no obstante, existen otros parametros que no se
evaluaron en esta tesis, que podrian proporcionar mas informacion sobre la forma en la que
los componentes presentes en las peliculas estan interactuando y el efecto que estos tienen
en las propiedades del producto. Se espera que en futuros experimentos se realicen analisis
termogravimeétricos, permeabilidad al vapor de agua, transmision de luz y contenido de
humedad, caracterizaciones que no formaron parte de los objetivos de este proyecto, pero
que podran enriquecer el acervo cientifico generado a partir de los procedimientos llevados
a cabo durante el presente proyecto.

Se espera poder evaluar la aplicacion de las peliculas de colageno elaboradas, siendo
su uso en la salud algo que no se ha evaluado, esperando poder desempefiarse como un
material que pueda ayudar a mejorar la salud de personas que han sido victimas de
quemaduras debido al origen organico y biologico de los componentes empleados para la
obtencion de las peliculas.

De igual manera, se espera que este proyecto pueda servir para una posible aplicacion
industrial del pez diablo, especificamente la piel, ya que se trata de un desperdicio no

aprovechado.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Curva patrén para la cuantificacion de proteinas por el método Lowry

empleando albumina de suero bovino
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Anexo 2: Curva patron para la cuantificacion de consumo de oxigeno
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