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Resumen
En esta investigacion se propone el uso de proteina hidrolizada obtenida del desecho de
descarnado del cuero junto con quitosano y genipin como agente entrecruzante para obtener
bio-membranas compuestas reforzadas con fibras naturales de abacé (Musa textilis). La
proteina hidrolizada se mezcla con quitosano en proporciones determinadas, luego a esta
mezcla se afiade genipin como agente entrecruzante para iniciar la reaccion de
entrecruzamiento y luego se agregan fibras de abaca para aportar resistencia mecanica. El
procedimiento de hidrolisis del desecho de descarnado consiste en afiadir hidroxido de sodio
en relacion 7:100 respecto a la cantidad de desecho de descarnado para romper las
estructuras proteinicas en un lapso corto y con bajo consumo energético. Para la extraccion del
agente entrecruzante a partir del fruto del arbol Genipa americana se describe un método de
bajo impacto econémico y ambiental desarrollado por los autores del estudio. Las propiedades
fisicoguimicas de las bio-membranas fueron determinadas mediante espectroscopia de
infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR), calorimetria diferencial del barrido (DSC),
analisis termogravimétrico (TGA) y pruebas de solubilidad en laboratorio, ademas de pruebas
realizadas a la intemperie para observar los cambios y comportamiento que tienen las bio-
membranas en condiciones climéaticas normales. Por lo mencionado, esta investigacion

propone una guia para la utilizacion del desecho de descarnado de la curtiembre al cromo.

Palabras clave: residuo de descarnado, curtiembre al cromo, agente entrecruzante, bio-

membranas com puestas.
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Abstract
This research proposes the use of hydrolyzed protein obtained from fleshing waste with
chitosan and genipin as a crosslinking agent to obtain composite biomembranes reinforced with
natural fibers of abaca (Musa textilis). The hydrolyzed protein is mixed with chitosan in
proportions determined in this study, then genipin is added to this mixture as a crosslinking
agent to start the crosslinking reaction and then abaca fibers are added to provide mechanical
strength. The fleshing waste hydrolysis procedure consists of adding sodium hydroxide in a
7:100 ratio with respect to the amount of fleshing waste to break down the protein structures in
a short period of time and with low energy consumption. For the extraction of the crosslinking
agent from the fruit of the Genipa americana tree, a method of low economic and environmental
impact developed by the autors is described. The physicochemical properties of the
biomembranes were determined by means of Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA) and solubility tests in
the laboratory, in addition to tests performed outdoors to observe the changes and behavior of
the biomembranes under normal climatic conditions. Therefore, this research proposes a guide

for the utilization of fleshing waste from the chrome tannery.

Keywords: fleshing waste, chromium tannery, crosslinking agent, composite

biomembranes.
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Capitulo |

Generalidades

Introduccion

La industria de la curtiembre al cromo en la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua
genera varios desechos sélidos, entre ellos, el sebo resultante del proceso de descarnado para
la obtencion de cuero curtido. Los inconvenientes que se presentan en su procesamiento estan
ligados a factores tales como el contenido de: agua, proteinas, grasas y otros componentes, lo
gue provoca que se genere mayor cantidad de desechos, generando un impacto negativo para

el medio ambiente circundante.

El tratamiento quimico del sebo es una alternativa para el aprovechamiento de este
residuo con el propdésito de procesos de biorrefineria (Mu et al., 2003). Es posible utilizar el
sebo tratado quimicamente para producir pienso de animales de granja o en otras aplicaciones
afines. La presente investigacion propone la sintesis de bio-membranas compuestas o
composite utilizando la proteina del sebo obtenida del tratamiento quimico junto con un agente
entrecruzante o crosslinking agent para generar un material compuesto, partiendo de recursos

renovables como fibras naturales y quitosano ademas del sebo de la curtiembre.

Los materiales bio-compuestos presentan un reto en cuanto a su sintesis debido a la
complejidad de la reaccion de entrecruzamiento de las estructuras proteicas con polisacaridos
(Kluger & Alagic, 2004). Para llevar a cabo el mencionado proceso se usan agentes
entrecruzantes provenientes de fuentes renovables, con esto se busca dar utilidad a los

desechos y reducir la produccién plastico convencional (Sartore et al., 2013).

Las bio-membranas compuestas representan una alternativa sostenible para la
produccion de empaques, acolchados de cultivos, entre otros materiales poliméricos a partir de

recursos renovables, que en el futuro podrian reemplazar a los plasticos convencionales. Un
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aspecto importante para considerar es que actualmente estas tecnologias no se emplean en la
industria, esto se atribuye a los costos de produccién, la escasez de materia primay la poca

cantidad de producto final obtenido.

Por lo mencionado anteriormente, este trabajo propone una ruta para el desarrollo de
nuevos materiales a partir del sebo de la curtiembre al cromo mediante el proceso de

entrecruzamiento.

Antecedentes

En la dltima década se han incrementado los estudios para desarrollar nuevos
biopolimeros con propiedades similares e incluso mejores que los polimeros convencionales
sintetizados a partir de derivados de petréleo. La utilizacién de fibras naturales o materias
primas obtenidas de desechos industriales se considera una forma eficiente de reducir el

impacto negativo que tienen los plasticos convencionales (Velde & Kiekens, 2001).

En afios recientes se ha investigado el uso de mezclas de hidrolizados de proteina
animal proveniente de desechos industriales para sintetizar plasticos a partir de fuentes
renovables, estos procesos tratan de introducir en la industria los principios de economia verde.
Existen muchas ventajas acerca del desarrollo de bioplasticos, una de las mas importantes es

la reduccion del consumo combustibles fosiles (Katsuhisa & Hamaguchi, 2010).

La sintesis de materiales compuestos a partir de mezclas de hidrolizado de proteina o
gelatina utilizan un agente entrecruzante en lugar de un plastificante como se hace
habitualmente, la ventaja principal radica en que algunos agentes entrecruzantes pueden
obtenerse de fuentes renovables. Actualmente se siguen desarrollando e investigando estos
agentes, por su versatilidad y facilidad de aplicacién en reacciones con hidrolizados de proteina

o gelatina (Sartore et al., 2013).
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El uso de hidrolizados de proteina 0 aminopolisacaridos como el quitosano para la
elaboracion de peliculas biodegradables utilizan fibras naturales y aditivos, como oxido de
grafeno, que otorgan propiedades mecanicas especificas segun la proporcion de estos
materiales en la mezcla final, esto demuestra que se pueden tener distintas caracteristicas en

los bioplasticos sintetizados (Vlasceanu et al., 2020).

Las aplicaciones de los bioplasticos, biopolimeros o membranas compuestas han
tomado gran relevancia para la investigacion como para la industria, esto es debido al intento
de reducir las cantidades de plasticos de un solo uso y darle utilidad a los desechos industriales
para evitar que constituyan fuentes de contaminacion. Uno de los campos en que se puede
aplicar es en la agricultura, como acolchado para cultivos 0 como recipiente para plantas en

viveros y cultivos de ciclo corto (Pei et al., 2013).

Planteamiento del problema

Hasta el afio 2020 diariamente se recolectaron 12.613 toneladas de residuos solidos en
el pais, de esta cantidad el 85,6% corresponden a residuos recolectados sin diferenciacion,
esto se refiere a que no se separan los desechos de acuerdo con su haturaleza orgénica o

inorganica, provocando mayor impacto ambiental (Cando, 2021)(Ecuador en Cifras, 2021).

Los residuos industriales se suman a los desechos generados diariamente por la
poblacion del Ecuador, este hecho ha provocado dafios al ambiente, ademas de contribuir a la
proliferacién de enfermedades. Actualmente el 51% de los GAD municipales disponen los
residuos como rellenos sanitarios, mientras que el resto desechan los residuos en botaderos a

cielo abierto (Ministerio del Ambiente, 2021).

En Curtiduria Tungurahua, ubicada en el Pargue Industrial de la ciudad de Ambato se
recolectan aproximadamente 7 toneladas diarias de residuo de descarnado (sebo) mezclado

con agua, este desecho recibe un tratamiento para retirar el excedente de agua, siendo la
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cantidad estimada, 4 toneladas de residuo soélido. Este es el residuo que presenta mayor
dificultad para su reduccion debido a la contaminacién que provocaria desecharlo sin
tratamiento previo. Estos residuos son resultado del crecimiento y desarrollo de la sociedad,
estos representan un riesgo para las fuentes naturales de agua y con ello para los seres vivos
en general, ademas de provocar malos olores por la naturaleza del desecho de descarnado.
Una de las principales causas del incremento en la generaciéon y acumulacién de estos
residuos es la creciente demanda de productos industrializados, en este caso, del cuero

curtido.

Justificacion

Actualmente la industria busca implementar tecnologias y productos amigables con el
ambiente, incluyendo aspectos como biodegradabilidad y bajo uso de sustancias nocivas. Los
plasticos convencionales son sintetizados a partir de fuentes fésiles, estos materiales cuentan
con ventajas como baja densidad y versatilidad para adaptar distintas formas, no obstante,
estas ventajas se han convertido en un problema creciente por la acumulacién de plasticos en
mares y botaderos que atentan contra la naturaleza y la salud de los seres humanos (Song et

al., 2009).

Los estudiantes de la carrera de Petroquimica, en conjunto con la empresa Curtiduria
Tungurahua buscan reducir las cantidades de desechos industriales utilizdndolas como fuentes
de materia prima para sintetizar nuevos productos innovadores, contribuyendo a disminuir el
impacto ambiental. Este proyecto se suma a los esfuerzos por implementar una economia
verde con productos provenientes de fuentes renovables, y en este caso de la utilizacién de

desechos industriales de la industria de la curtiembre.

Los métodos para hidrolizar los residuos proteinicos de la curtiembre pueden dividirse

en dos ramas principales: hidrdlisis quimica e hidrélisis enzimatica. Ambos procesos presentan
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ventajas y desventajas respecto a tiempos de reaccion, cantidad de reactivos utilizados, entre

otros aspectos (Mu et al., 2003).

Para esta investigacion se ha llevado a cabo el proceso de hidrolisis quimica, para
obtener la materia prima principal en el proceso de sintesis de un material compuesto

biodegradable para aplicaciones agricolas.

En favor de reducir el impacto ambiental se escogi6 un reactivo denominado
crosslinking agent o agente entrecruzante que se obtiene de fuentes naturales mediante

procesos de extraccion con solventes que también pueden reutilizarse (Yoo et al., 2011).

Este agente es determinante para iniciar una reaccion entre los aminoacidos producidos
en la hidrélisis del residuo de descarnado, dando como resultado una pelicula biodegradable
gue se ha denominado material compuesto. El material compuesto conforma la base para una
mezcla entre aminopolisacéaridos, proteina hidrolizada, genipin como entrecruzante y fibras
naturales para proveer de caracteristicas como resistencia mecanica y elasticidad (Sartore et

al., 2013).

Respecto a la utilizacion de plastificantes convencionales, se ha omitido el uso de estos
productos debido a la contaminacién potencial que puede generar su uso en la plastificacién de
la bio-membrana y en el producto final (Bialecka-Florjanczyk & Florjanczyk, 2007). Por este
motivo se busca una alternativa al desarrollo de materiales utilizados en la industria agricola y

en otros campos donde el material sintetizado pueda ser de utilidad.

Objetivos
Objetivo general
Aprovechar el residuo solido del proceso de descarnado de la industria de curtiembre al

cromo como base de un proceso de biorrefineria.



Objetivos especificos

¢ Aislar la proteina contenida en el residuo de descarnado para obtener proteina

hidrolizada.

e Sintetizar una bio-membrana a partir del hidrolizado proteico utilizando un agente

entrecruzante Yy fibras naturales.
e Evaluar las propiedades de la bio-membrana a base de hidrolizado de proteina.
Hipotesis
Es viable la utilizaciéon de hidrolizado de proteina obtenido del sebo de la curtiembre

para su uso como biopolimero en aplicaciones agricolas.
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Capitulo I

Marco tedrico

Curtiduria
Curtiduria hace referencia al “sitio o taller donde se curten y trabajan las pieles.”

(Diccionario de La Lengua Espafiola, n.d., definicién 1)

En el Parque Industrial de la ciudad de Ambato se encuentra la empresa Curtiduria
Tungurahua, dedicada al tratamiento de las pieles de vacuno para obtener como producto final
pieles curtidas mediante el proceso de curtiembre al cromo bajo los estdndares de calidad de la

normativa 1ISO 9001 2015.

Figura 1

Diagrama de flujo del proceso de curtiembre
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Nota. El grafico representa el proceso industrial para obtener pieles curtidas. Tomado de
Estudio de potenciales impactos ambientales y vulnerabilidad relacionada con las sustancias
guimicas y tratamiento de desechos peligrosos en el sector productivo del Ecuador (p. 130), por

(Ministerio del Ambiente, 2021).
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En la Figura 1 se muestra el esquema que describe el proceso por el que pasan las
pieles crudas hasta convertirse en cuero curtido segun la Clasificacion Industrial Uniforme de
Todas las Actividades Econémicas (ClIU) Revisiéon 3.1 dentro de la categoria D-1820 “Adobo y
tefido de pieles; fabricacion de articulos de piel”. En dicho proceso se generan desechos
sélidos ademas de afluentes de agua contaminada con sales y otras sustancias. Los residuos
sélidos que se forman son: desecho de descarnado, desecho de pelambre, desecho de

rebajado, wetblue y polvo de raspado de cuero.

Desechos de la curtiduria

Dentro del curtido de pieles animales, los residuos estan presentes en todos los
procesos Yy estos pueden ser solidos o liquidos. Por residuos soélidos se comprende aquellos
como el pelo, sebo y tejidos conectivos, carnaza, viruta de wetblue y polvo de cuero
procedentes del proceso de pelambre, descarnado, dividido, rebajado y lijado, respectivamente.
Los residuos liquidos engloban agua, sales, sangre, estiércol, sulfuro de sodio, cal, sales de
cromo, acidos, pigmentos, aceites, entre otros, que pueden producirse en las distintas etapas

del proceso de curtido al cromo (Ministerio del Ambiente, 2021).

En Curtiduria Tungurahua, solo en el proceso de descarnado se producen diariamente 7
toneladas de residuo mezclado con agua, a dicho desecho se le retira el agua y finalmente se
obtiene un total de 4 toneladas aproximadamente de residuo sélido que contiene materiales

perjudiciales para el ambiente.

Impacto ambiental

En el mundo, la industria de la curtiembre usa casi en su totalidad sales de cromo
terciario (Cr Ill) para curtir las pieles. Las sales de cromo son nocivas para los seres vivos por
su toxicidad, riesgo de promover el desarrollo de cancer en humanos, entre otros perjuicios que

pudiera presentar el uso de estas sustancias. Segun lo expuesto, el principal problema en la
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industria de la curtiembre al cromo es la inminente contaminacion de los afluentes de agua

(Famielec, 2020).

Los principales aportes negativos de la industria de la curtiembre al cromo son:
afectacion a la calidad de agua y generacién de desechos soélidos (Ministerio de Ambiente

Ecuador, 2011).

Desecho de descarnado
El residuo que se produce en el descarnado es un desecho que contiene grasay
proteinas el cual varia mucho acorde a la calidad del cuero del animal que se desea procesar

(Kundendran et al., 2017).

El descarnado es el desecho que se produce en mayor cantidad y contiene sulfuro de
sodio el cual presenta propiedades toxicas y corrosivas, lipidos (7-15%), proteinas (50-60%) y

una considerable cantidad de agua (Puhazhselvan et al., 2022).

Respecto al sebo o residuo de descarnado, actualmente la mayoria de las industrias
dedicadas al curtido del cuero sencillamente lo depositan en contenedores adecuados y
terminan en los basureros municipales, contaminando las fuentes de agua, el suelo y el aire

(Yilmaz et al., 2007).

Varios estudios realizados encaminan a utilizar dichos residuos y darles aplicaciones
con valor agregado como creacién de biopolimeros, adhesivos, fertilizantes, alimentacion

animal, industria cosmética y aplicaciones farmacéuticas (Parisi et al., 2021).

Utilidad del desecho de descarnado
El sebo, por su composicién, es utilizado como fuente de lipidos para la produccién de
biodiesel. Los lipidos a igual que la proteina se pueden obtener sometiendo a un proceso de

hidrélisis (Kundendran et al., 2017).



Luego del asilamiento de los lipidos y el proceso de transesterificacion directa con

catalizador, se puede obtener un biodiesel con

cinematica, punto de turbidez, indice de acidez, contenido de agua, punto de inflamacion y

propiedades como: densidad, viscosidad
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residuo de carbono, mejores que los obtenidos con otras fuentes de lipidos como los residuos

de la palma africana (Kundendran et al., 2017).

El sebo también es utilizado como fuente de proteinas para la produccion de varios

productos como muestran en la Tabla 1:

Tabla 1

Productos generados a base de proteinas y sus aplicaciones

Productos generados

Aplicaciones

Colageno

Geles de coladgeno

Dispersiones de colageno

Hidrolizados de colageno

Fibras de colageno

Aglutinante, texturizante alimentario, tripas
comestibles para embutidos, Portador de
farmacos y sustituto de la carne
Aplicacién clinica (administracion de
farmacos / vendaje de heridas)

Uso biomédico, Recuperacién
medioambiental

Como peptonas, bio-estimuladores,
material de envasado, polimero
biodegradable, acondicionador del
suelo/fertilizantes/cosméticos, materiales
de construccion

Material adsorbente, Fabricacion de papel
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Productos generados Aplicaciones

Corium Colageno Tripas comestibles para salchichas
Polvo de piel Aves de corral y piensos

Gelatina Fotografia, Detergentes

Colageno estabilizado con Adsorbente en el tratamiento de aguas
glutaraldehido residuales

Nota. En la tabla se muestran los productos que podrian generarse a partir de los residuos
proteinicos de la industria de la curtiembre. Tomado de Recovery and utilization of proteinous

wastes of leather making: a review (p.156), por (Sundar et al., 2011).

Biorrefineria
La biorrefineria es aquel complejo industrial que tiene como proposito transformar la
biomasa o residuos de diferentes sectores industriales en productos con valor agregado ya

sean biomateriales, productos quimicos o energia (Clark & Deswarte, 2014).

En la busqueda de materias primas y procesos industriales, limitando el dafio ambiental
aparece la biorrefineria, donde se plantea utilizar materias primas provenientes de fuentes
renovables. Otro enfoque que se plantea en el siglo XXI es la transformacién de desechos
industriales en fuentes energéticas u otros productos de valor agregado, teniendo como

finalidad principal la reduccion de contaminacién provocada por residuos sélidos.

Dentro de las materias primas que se pueden usar para una biorrefineria se encuentra
la biomasa proveniente de residuos del hogar, cultivos agricolas, madera y de las distintas

industrias como la curtiduria al cromo (Ferreira, 2017).

El uso del residuo de descarnado proveniente del proceso de curtiembre al cromo se ha

planteado como una alternativa para su transformacion quimica, de forma que constituya la
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base para un proceso de biorrefineria tomando en cuenta las alternativas que impliquen bajo

impacto ambiental.

Procesos de transformacién del residuo de descarnado

El termino hidrdlisis hace referencia a la transformacion quimica de la materia prima en
un producto con caracteristicas distintas a las que tenia en principio. De forma generalizada, se
trata de una transformacion quimica que envuelve una reaccién caracterizada por un cambio en

la estructura quimica del sustrato (Speight, 2018).

Comunmente, en la hidrolisis quimica se trabaja con soluciones a altas concentraciones
como hidréxidos de sodio o calcio y acidos como sulfarico o clorhidrico, estos deben estar bajo
temperatura y presion controladas para asi lograr la efectiva rotura de los enlaces peptidicos.
Dichos resultados no siempre son los esperados debido a que se puede producir la

degradacién del triptéfano o la transformacion de la arginina en citrulina (Cavani et al., 2017).

Considerando la materia prima utilizada en esta investigacion, se abordan los
principales métodos de hidrdlisis que pueden realizarse para la transformacion del residuo de

descarnado en hidrolizado de proteina.

Hidrolisis enzimatica.

Varios autores reportan este método utilizando como catalizadores las enzimas, entre

las mas utilizadas se encuentran proteasa y alcalasa.

Este método de hidrélisis permite obtener un producto con mayor selectividad, sin
embargo, representa varios retos en consecuencia de la utilizacién de enzimas, un ejemplo de

esto es la estabilidad del pH al que seré llevado a cabo el proceso (Pecha et al., 2021).
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Otro aspecto para considerar respecto a este método es el tiempo y las limitaciones de
la actividad enzimatica frente a fluctuaciones de temperatura, cantidad de enzimas, entre otros

factores que pudieran afectar al resultado.
Hidrdlisis quimica.
Este proceso puede ser dividido en dos ramas principales: hidrdlisis &cida e hidrdlisis

basica.

Para la hidrdlisis acida pueden utilizarse: acido acético (CHsCOOH), acido sulftrico
(H2S0.), acido clorhidrico (HCI), entre otros acidos segun la materia prima que vaya a ser
procesada. Respecto al sebo de la curtiembre, se ha reportado un procedimiento de hidrolisis

con &cido acético, utilizando concentraciones de acido relativamente bajas (Akter et al., 2020).

Un aspecto importante acerca de esta forma de hidrélisis es que el tiempo necesario es
semejante al de la hidrolisis enzimatica, no obstante, presenta muy poca complejidad en su

aplicacion.

La hidrdlisis basica requiere de compuestos alcalinos como: hidroxido de sodio (NaOH),
oxido de calcio (CaQ), oxido de magnesio (MgO), entre otras sustancias basicas. Este
procedimiento ha sido llevado a cabo para obtener hidrolizado de proteina a partir del sebo de
la curtiembre al cromo en tiempos que comprenden 3, 6 y 24 horas a temperaturas que no

superan los 100 °C (Mu et al., 2003).

Este método de hidrolisis se presenta como una alternativa sencilla de practicar,
ademas de utilizar bajas cantidades de alcali, promoviendo la disminucién de residuos

contaminantes.



30

Extraccion de proteina como Building block
Se ha reportado el uso de plumas de ganso para transformarlas en hidrolizado rico en
gueratina como base para la sintesis de membranas compuestas con metil celulosa usando

glicerol como plastificante (Liebeck et al., 2017).

En otra investigacion se ha utilizado la proteina extraida de la piel del salmén como
base para la preparacion de andamios porosos entrecruzados de gelatina — colageno — genipin

utilizando una solucién de quitosano y diéxido de carbono (Liebeck et al., 2017).

La proteina presente en el sebo puede ser obtenida por los métodos antes
mencionados. Para el desarrollo de la investigacion, el método utilizado para la obtenciéon de
hidrolizado de proteina fue la hidrdlisis alcalina. La evidencia bibliografica muestra la
versatilidad del hidrolizado de proteina o estructuras que contienen aminoacidos como
colageno y queratina como base para sintetizar membranas compuestas, inclusive bio-

materiales destinados a aplicaciones médicas.

En la presente investigacién se toma como base la proteina hidrolizada obtenida a partir
del sebo de la curtiembre, dado el antecedente de aplicabilidad y compatibilidad con distintos

reactivos y métodos de sintesis para obtener membranas compuestas.

Hidrolizado de proteina
El hidrolizado de proteina es el producto de los distintos tipos de hidrolizado ya sea
guimica o enzimatica, rico en nitrégeno y aminoacidos que son utilizados para la fabricacion de

biopolimeros por su aporte al comportamiento hidrofilico (Havstad, 2020).

Como se ha mencionado anteriormente, la hidroélisis implica un cambio en la estructura
guimica del sustrato o reactante, para esta investigacion el sustrato es el sebo de la curtiembre

gue posterior al proceso de transformacion con alcali, se convierte en proteina hidrolizada.
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La intencion del proceso de hidrolisis no solo abarca la transformacion de la estructura
proteinica, tambien promueve el mejoramiento de caracteristicas como solubilidad, viscosidad y

facilidad de dispersion (Ibarz et al., 2008).

Figura 2

Proceso de hidrdlisis

Nota. En la imagen se presenta un esquema gréfico del proceso de hidrélisis de proteinas.
Tomado de Immunomodulatory Protein Hydrolysates and Their Application (p. 2), por (Kiewiet

et al., 2018).

Como se muestra en la Figura 2, el proceso de hidrélisis consiste en romper las
cadenas de proteinas en aminoacidos mas pequefios con el propdsito de facilitar el proceso

reactivo, entre otras propiedades antes mencionadas.

Quitosano

El quitosano es un biomaterial abundante que puede ser obtenido de diferentes
caparazones de crustaceos o insectos, se obtiene desacetilando la quitina en un medio basico
y con temperatura controlada, dicho parametro es el que determinard las caracteristicas que

aportard en el uso destinado (Mourya & Inamdar, 2008).
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Por sus propiedades, el quitosano es utilizado en distintas areas cémo: la industria de

alimentos, bebidas, agricultura, farmacéutica y tratamientos de agua (Velasquez, 2006).

El quitosano también tiene aplicaciones médicas, por ejemplo, mediante un
fotoentrecruzamiento de los grupos azida y lactosa con luz ultravioleta se carg6 paclitaxel para
formar un hidrogel insoluble que pueda transportar medicamentos sisteméaticos que se liberen
acorde a la biodegradacion del hidrogel, controlando asi la cantidad de medicamento y la

duracion del tratamiento (Ishihara et al., 2006).

Se puede emplear para la fabricacion de hidrogeles con gelatina que permita obtener
membranas suaves, con buenas propiedades mecanicas, térmicas y de hinchamiento.
Presentan gran compatibilidad para la adhesién celular por lo que muchos estudios concluyen
gue son pilares fundamentales para desarrollo de aplicaciones en la ingenieria tisular

(Nagahama et al., 2008).

El quitosano también puede ser reticulado mediante genipin generando hidrogeles
fluorescentes con el caracteristico color azul, presenta baja citotoxicidad lo cual no representa
un peligro para las células animales ni humanas. Debido a las propiedades que presentan
estos dos componentes, se puede utilizar en patologias de periodontitis, tratamiento de
cataratas, disfuncion hepatica, reparacién de heridas y hasta la regeneracion nerviosa

(Muzzarelli, 2009).

Fibra de abaca

Son fibras naturales provenientes de la planta de abaca (musa textilis), sus propiedades
aportan refuerzo a los materiales compuestos y presentan la ventaja de ser econémicas en
comparacion con sus homologos sintéticos. Las fibras de abaca son consideradas como un

material compuesto debido a que se alojan en la hemicelulosa y lignina (Delicano, 2018).
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La fibra de abaca presenta estabilidad térmica a temperaturas inferiores a los 250°C, su
indice de cristalinidad es superior al 65%, sus propiedades mecanicas presentan alta
resistencia a la traccién con valores que varian entre 511-1051 MPay el médulo de Young

oscila entre 13.5-29.8 GPa (Souza & D’Almeida, 2014).

Muchos materiales han sido reforzados usando fibra de abaca por las caracteristicas y
beneficios que aporta. También, su contenido estructural de 60% celulosa, 21% hemicelulosa,
un 12-16% de lignina y un 1% de pectina lo idealizan como fuente de celulosa (Barba et al.,

2020).

Genipin

El genipin es una aglicona del genipdsido que presenta gran actividad quimica ante la
exposicién de compuestos ricos en grupos amino primarios, aminoacidos, glucosamina,
proteinas, enzimas, colageno y quitosano. En presencia de oxigeno, el genipin reacciona

formando tonalidades como verde, negro o azul intenso (S. Wu & Horn, 2010).

Este reactivo puede obtenerse a partir del fruto de la Gardenia jasminoide o la Genipa
americana y es utilizado en medicina por su potencial contra el factor promotor de tumores
(Koo et al., 2006). El genipin es un excelente agente bioldgico que sirve para entrecruzamiento
natural con proteinas, colageno, gelatina y quitosano para fabricacion de materiales bioldgicos
como huesos artificiales y tejidos para heridas, también es utilizado como agente regulador
para la administracién de drogas, como materia prima para la fabricacion de pigmento azul de

gardenia y como liquido de tatuaje (Neri-Numa et al., 2017).

Existen patentes que especifican la forma en la que se puede obtener el genipin de los
frutos de Genipa americana y de la gardenia. A partir de la gardenia amarilla se puede extraer
genipin mediante el proceso especificado en (Zhu et al., 2014). De la Genipa americana

mediante la explicacion estipulada por (S. Wu & Horn, 2010).
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Entrecruzamiento (Crosslinking)

Los agentes de entrecruzamiento son utilizados para la fabricacién de biopolimeros con
capacidades Unicas de encapsulamiento celular, liberaciéon de medicamentos de forma
controlada, lentes de contacto y separacion de proteinas debido a las propiedades que aporta
en combinacién con varias bases biopoliméricas. Las reacciones de entrecruzamiento pueden
clasificarse en entrecruzamiento por reaccion quimica de grupos complementarios como
aldehidos, reacciones de adiciéon y condensacion, entrecruzamiento por irradiacion de alta

energia y utilizando enzimas (Hennink & Van Nostrum, 2012).

Dichas reacciones ocurren con grupos hidroxilo o aminas y acidos carboxilicos o sus
derivados. Se producen poliésteres, poliamidas o hidrogeles. Existen muchos reactivos
utilizados en este tipo de reacciones uno de ellos es el N,N-(3-dimetilaminopropil)-N

etilcarbodiimida y el genipin (Hennink & Van Nostrum, 2012).

Biopolimero entrecruzado

Los hidrogeles que son entrecruzados con genipin presentan mejor adhesion celular,
incrementa la densidad de entrecruzamiento y el médulo de almacenamiento. La degradacion
es mas prolongada en comparacién con la membrana de quitosano puro y su resistencia

mecanica aumenta (Yu et al., 2021).

Figura 3

Mecanismo de reaccién entre genipin y quitosano
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Nota. En la imagen se presenta el mecanismo de reaccion entre genipin y quitosano. Tomado
de Genipin-cross-linked hydrogels based on biomaterials for drug delivery: a review (p. 1586),

por (Yu et al., 2021).

Dentro de la reaccién entre el genipin y el quitosano (Figura 3), el primero actlia como
un dialdehido y el mecanismo es similar al que ocurre entre el quitosano y el glutaraldehido. La
razén por la que no se recomienda el empleo de glutaraldehido es por su citotoxicidad (Yu et

al., 2021).

Disefio experimental

Dentro de la investigacion, el disefio experimental o disefio de experimentos cumple un
rol fundamental en la obtencién de informacion relevante que permita el desarrollo de productos
o procedimientos innovadores, ademas de facilitar la toma de decisiones para mejorar aspectos

criticos en productos (Eriksson et al., 2001).

El disefio experimental dentro de la investigacion provee una poderosa herramienta
para determinar caracteristicas o interacciones de las variables que tienen incidencia en los
resultados esperados. La aplicacion del disefio de experimentos no solamente aplica a
investigacion, a continuacion, se mencionan algunos campos donde es muy (til el disefio

experimental:

Industria quimica.

- Industria de polimeros.

- Industria de manufactura de vehiculos.
- Industria farmacéutica.

- Industria de plasticos y pinturas

- Industria de telecomunicaciones
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Mediante la ejecucion de experimentos se puede obtener datos que generen
conocimiento, esto representa el punto de partida para la aplicacion del método cientifico, ya
gue las condiciones que interactlan pueden generar cambios, estos cambios deben ser
cuantificados o cualificados para determinar que propiedades tiene el resultado (Gutierrez & de

la Vara, 2008).

Para la aplicacion de la metodologia que mejor se ajuste a la investigacion es necesario
determinar las variables o factores de estudio que pudieran tener mayor impacto en el resultado
deseado. A su vez, cada factor cuenta con niveles de estudio que seran determinados por el

investigador.

La combinacién entre niveles de estudio de cada factor se denomina tratamiento, donde cada
tratamiento dara como resultado un valor denominado respuesta experimental (Montgomery,

2004).

Andlisis fisicos y quimicos
FTIR

Es el equipo que consta de una fuente de radiacion infrarroja que, luego de la
colimacion es direccionada mediante el uso de espejos al interferémetro. EI mecanismo de

funcionamiento del equipo se muestra en la Figura 4.

Figura 4

Esquema del equipo FTIR
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Nota. En la imagen se presenta un esquema grafico del funcionamiento basico del FTIR.

Cormpartirmento L

Tomado de Analisis Instrumental (p. 79), por (Sierra et al., 2009).
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En la Figura 4 se detalla el principio con el cual se basan los espectrometros multiplex o

de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es: (A) fuente de infrarrojos, (B)

espejo, (C) interferébmetro. El andlisis FTIR se basa en mostrar mediante un interferograma la

cantidad de radiacion absorbida por las muestras de interés (Sierra et al., 2009).

Dicho equipo se utiliza debido a la capacidad de analizar los enlaces de los atomos

mediante vibracién, este efecto se obtiene por la radiacion del infrarrojo que posee una

frecuencia oscilante entre 20 y 14500 cm™ (Sierra et al., 2009).

DSC

El analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) tiene como fin, mediante el uso

de variaciones térmicas, recopilar los cambios de entalpia que sufre la muestra y el material de

referencia durante el andlisis (Sandoval et al., 2004).
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Una vez realizado el andlisis, los resultados de la entalpia mostrada en funcion de la
temperatura (Dh/dt) se muestran en un termograma y son suficientes para determinar los

valores de entalpias de reaccion o transicion (Sandoval et al., 2004).

Figura 5

Curva DSC del almidén
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Nota. En la imagen se presenta un termograma que se obtiene en un DSC. Tomado de Papel

del agua en la gelatinizacion del almidon de maiz: Estudio por calorimetria diferencial de

barrido (p. 135), por (Pineda et al., 2010).

En la Figura 5 se visualiza que a una temperatura aproximada de 65°C se produce un
pico endotérmico con el cual se puede obtener la entalpia de transicién que servira para

interpretacion de los cambios que sufre la muestra (Pineda et al., 2010).

TGA

El analisis termogravimétrico (TGA) es aquel que mide el cambio del peso de una
muestra expuesta al calor de forma continua. Permite observar en los distintos puntos térmicos

la cantidad de masa perdida en forma de gas (Matteini & Moles, 2001).
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Puede mostrar los cambios ocurridos a una muestra especifica en funcion de la
temperatura y tiempo en una grafica que recibe el nombre de termograma o curva de

descomposicion térmica (Matteini & Moles, 2001).
Figura 6

Termograma del oxalato de calcio dihidratado

100 =

Vartaciin en peso AP (%

Nota. Termograma del oxalato de calcio dihidratado. Tomado de Ciencia y restauracion:

método de investigacion (p. 151), por (Matteini & Moles, 2001).

En la Figura 6 se muestran los distintos descensos que sufre el oxalato de calcio

dihidratado: primero se evapora el agua a los 100°C, segundo el CO a los 400°C y por ultimo el

CO; a los 600°C (Matteini & Moles, 2001).

Estado del arte

En Ecuador no se han desarrollado estudios relacionados con el tema de esta
investigacion, esto se debe a que los hidrolizados de proteina animal son utilizados
principalmente en la produccién de alimento para animales domésticos y de granja. En otros

paises se han realizado investigaciones afines, las cuales se describen a continuacion:

“Fabricacion, propiedades y bioaplicaciones de peliculas compuestas de

celulosa/colageno hidrolizado”, este estudio describe la preparacién de peliculas
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biodegradables de colageno hidrolizado reforzados con celulosa regenerada para mejorar las
caracteristicas comunes de las peliculas de colageno hidrolizado, proveyendo una alternativa

sencilla y poco contaminante para la elaboracion de empaques (Pei et al., 2013).

“Hacia una descarga cero residuos de cuero que contienen cromo a través de una
hidrolisis alcalina mejorada”, en esta investigacion se investiga acerca del método mas factible
y menos contaminante para producir hidrolizado de proteina a partir de desechos de la
curtiembre al cromo, realizando una comparacion entre dificultad, tiempo requerido y

rendimiento entre los procesos de hidrélisis enzimatica e hidrolisis quimica (Mu et al., 2003).

“Peliculas mezcladas de quitosano-gelatina reticuladas con genipin reforzadas con
oxido de grafeno”, se describe el proceso de sintesis y caracterizacion de peliculas
biocompuestas entre quitosano y gelatina, entrecruzadas con genipin y reforzadas con oxido de
grafeno. Las mejoras aportadas por la adicién de 6xido de grafeno son estudiadas mediante
espectrometria de infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos X (XDR)

(Vlasceanu et al., 2020).

“Preparacion y desempefio de nuevos materiales poliméricos biodegradables basados
en proteinas hidrolizadas para aplicacion agricola”, en esta investigacion se desarrollan
materiales poliméricos biodegradables basados en proteina hidrolizada proveniente de los
desechos de la industria del cuero, los materiales desarrollados consisten en acolchados para

plantaciones en invernaderos (Sartore et al., 2013).
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Capitulo 1l

Metodologia

En este apartado se desarrolla la descripcién de equipos, materiales, reactivos y
procedimientos que se ejecutan en favor del desarrollo de este trabajo, tanto para la extraccion
del genipin, como para la transformacién del sebo de la curtiembre en hidrolizado de proteina.
Estas actividades se enlistan a continuacion, culminando con la elaboracion de la bio-

membrana compuesta o composite y cada uno de los ensayos y andlisis efectuados.

Equipos, materiales y reactivos
Equipos
- Balanza analitica digital.
- Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) Mettler Toledo DSC 1 STAR System.
- Espectrémetro de infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR ATR) PerkinElmer,
modelo Frontier.
- Analizador termogravimétrico (TGA) PerkinElmer, modelo Pyris 1 TGA.
- Agitador magnético con calefaccion Boeco, modelo MSH 420.
- Estufa de secado.
- PH metro de mesa Boeco, modelo CT 676.

- Espectrofotémetro UV-visible Boeco, modelo S 220.

Rotavapor Boeco, modelo RvVO 400 SD

Materiales
- Pipetas graduadas de 1 ml, 5 mly 10 ml
- Vasos de precipitacién de 100 ml, 600 mly 2 |.
- Balones aforados de 100 mly 250 ml.
- Embudos de vidrio.

- Embudo Buchner.
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- Kitasato de 500 ml.
- Papelfiltro.

- Soporte universal.
- Equipo Soxhlet.

- Termdémetro de mercurio.

Reactivos
- Acetato de Etilo.
- Dietiléter.
- Acetona.
- Hexano.
- Metanol.
- Acido acético.
- Acido fosforico.
- Acido clorhidrico.
- Hidroxido de sodio.
- Cloruro de amonio.

- Agua destilada.

Obtencién de la materia prima
La materia prima consiste en el residuo de sebo de la curtiembre sin grasa, obtenido del
proceso de descarnado de las pieles de vacuno proporcionado por la empresa Curtiduria

Tungurahua, dedicada a la fabricacién de cuero por medio del proceso de curtiembre al cromo.

Para la extraccion del agente entrecruzante (genipin) se utilizan los frutos del arbol
Jagua o Genipa americana y para la obtencion de quitosano se utilizan los caparazones de
camaron sin cabeza ni patas. Las fibras de abacé fueron obtenidas del arbol de la planta Musa

textilis.
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Proceso de hidrolisis del sebo

El primer procedimiento para acondicionar el sebo recolectado de los desechos de la
curtiembre es lavarlo con agua por varias veces, para eliminar componentes indeseados como
tierra 0 pedazos de plastico que pudieran estar presentes. Posteriormente, se realiza una
precoccién a temperatura de 80 °C por 45 minutos para ablandar la materia prima y retirar los
remanentes de grasa existente, una vez transcurrido el tiempo, se deja enfriar y se filtra toda el
agua, por ultimo, se lava nuevamente el sebo con agua limpia hasta que el agua de lavado sea

clara como se muestra en la Figura 7.

Figura 7

Acondicionamiento del sebo

Nota. Lavado del sebo con agua para retirar impurezas.

La hidrdlisis se lleva a cabo utilizando como base hidréxido de sodio en proporcion
7:100 respecto a la cantidad de sebo, ademas, es necesario agregar agua destilada hasta que
el sebo quede cubierto. Esta mezcla fue colocada en un vaso de precipitados de 2 L, utilizando
un agitador magnético para propiciar el correcto mezclado a una temperatura de 90 °C por 3
horas. Una vez transcurrido el tiempo, el producto debe filtrarse en caliente y al vacio para

obtener un liquido marrén - amarillento viscoso, los lodos obtenidos del fondo contienen las
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impurezas. Como ultimo paso del proceso de hidrélisis, se mide el pH del hidrolizado y se

neutraliza con una solucion de &cido fosférico 0.5 M (Mu et al., 2003).

Contenido de proteinas del hidrolizado

El método Dumas, o método de combustion de nitrégeno es una alternativa al método
de determinacion de proteinas Kjeldahl. La base del método Dumas es la conversion de todas
las formas de nitrégeno en la muestra a 6xidos de nitrégeno mediante combustion a 800 — 1000
°C y luego la reduccion a nitrégeno gaseoso para efectuar las mediciones mediante un detector

de conductividad térmica (Jung et al., 2003).

La reaccion que describe el proceso de combustion es:

Muestra + O, — CO;, + H.O + NOy + O3

Luego del proceso de combustion se lleva a cabo la reduccion y separacion de los
gases, estos son recogidos y llevados a un horno de alta temperatura donde se eliminan todos
los gases exceptuando el nitrégeno y 6xidos de nitrégeno, finalmente los dxidos de nitrdgeno
son reducidos a gas nitrégeno mediante un tubo catalizador de cobre (Saint-Denis & Goupy,

2004).

Reaccion de reduccién y separacion:

CO; + H20 + NxOy + O, + Cu — CO2 + H,O + N2 — N

El porcentaje de nitrégeno total de la muestra es determinado mediante la sefial medida
por el detector de conductividad térmica, para determinar el porcentaje de proteinas se utilizan

factores de multiplicacién segun el tipo de muestra introducida en el aparato (Jung et al., 2003).

El analisis de proteinas fue realizado en las muestras de sebo secadas por 24 horas a
45 °C y de las muestras de hidrolizado de proteina para determinar la cantidad total de

nitrégeno en ambas.
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Extraccion de genipin

Para la extraccion del genipin a partir de los frutos de la Genipa americana se siguieron
dos métodos presentados en la patente US20130115252A1, con la finalidad de seleccionar el
gue tenga mejor rendimiento en la extraccion de genipin, permita la reutilizacién de los

solventes utilizados y requiera menos tiempo. Dichos métodos se describen a continuacion:

Método uno

Las frutas de Genipa americana se pelaron y cortaron en trozos pequefios. A
continuacion, fueron pesados 866 g de fruta y se licuaron con 1300 g de agua destilada hasta
obtener un pure. El pure se dejé reposar por 15 minutos y se separé el residuo solido del
liguido mediante filtracion, en este punto fueron afiadidos 1212.4 g de agua destilada al residuo
solido para una segunda extraccion por el tiempo determinado. El pH del filtrado liquido se
ajusto a <4 usando acido citrico, para luego ser concentrado entre un 25-55% (w/w) de
contenido sélido. El extracto acuoso concentrado que contiene genipin fue extraido con
dietiléter en relacion 1:1 mediante vigorosa agitacion, la mezcla fue dejada en reposo hasta que
pudo observarse la separacion de fases: la capa superior con color amarillento, mientras que la
capa inferior presentd color azul intenso. Se recolecté la capa superior y el proceso se realiz
por duplicado. El ultimo paso consiste en concentrar el extracto rico en genipin usando un

rotavapor, el producto sera un polvo blanco — amarillento con alto contenido de genipin.

Método dos

El segundo método guarda similitudes con el primero, tomando en cuenta que las frutas
peladas y cortadas de Genipa americana pueden ser procesadas con agua o solvente polar en
relacion 1:1.5. El solvente utilizado en este método fue metanol, con indice de polaridad de 5.1.
Una vez mezclado el solvente con la fruta pulverizada mediante vigorosa agitacién, se dejé
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente, una vez transcurrido el tiempo de extraccion,

se recolecto el solvente utilizado y se repitié el proceso. El pH de la solucién se ajustod entre 3.8
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— 4 usando &cido acético. El proceso de concentracion del extracto fue efectuado en rotavapor
de acuerdo con las condiciones de temperatura y presion de vacio dadas por el fabricante del
equipo. La concentracién del extracto se detuvo cuando el contenido de solidos se encontraba
entre 40 — 70% (w/w). A continuacion, fue efectuada una segunda extraccion con solvente no
polar en relacién 1:1, dicho solvente debe cumplir dos requisitos: indice de polaridad entre 0 — 5
y solubilidad en agua menor al 30%. El solvente utilizado para este efecto fue hexano, con
indice de polaridad de 0.1 y solubilidad en agua menor al 30%, este solvente fue mezclado con
el extracto mediante vigorosa agitacion, luego se dejé reposar hasta que la separacion de fases
fue evidente, entonces se recogi6 el solvente y el proceso fue repetido 3 veces. Por ultimo, el
nuevo extracto rico en genipin fue concentrado en rotavapor y el solvente recolectado puede

usarse nuevamente. El producto consiste en un polvo blanco — amarillento rico en genipin.

Método propuesto

El proceso de extraccién de genipin a partir de los frutos del arbol Genipa americana fue
desarrollado por el grupo de trabajo, tomando en cuenta algunas consideraciones
metodoldgicas de (S. Wu & Horn, 2010). En la patente se proponen varios métodos para
extraer genipin, sin embargo, mediante la experimentacion se determiné que no eran viables
para la investigacion por falta de medios y baja efectividad, en consecuencia, se propone el

siguiente método de extraccién de genipin a partir del fruto de la Genipa americana.

Las frutas seleccionadas fueron pesadas en balanza analitica y se retiré su corteza, a
continuacion, se cortaron en pedazos mas pequefios para luego ser trituradas y pesadas
nuevamente como se muestra en la Figura 8. La fruta triturada se colocé en bandejas de

aluminio dentro de una estufa de secado a 45 °C por 24 horas.

Figura 8

Tratamiento de la fruta de la Genipa americana
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Nota. A) fruta picada. B) fruta triturada.

Cuando el fruto triturado estuvo completamente seco, se utilizé el equipo Soxhlet que
consiste en un tubo refrigerante de 300 mm, un extractor Soxhlet de 250 ml y un bal6n de 250
ml. La materia prima fue ubicada dentro de dedales de celulosa y luego se colocé en el
extractor. El solvente usado debe tener un indice de polaridad de entre 0 y 5, por esto se ha
utilizado el acetato de etilo con indice de polaridad de 4,4. La temperatura de extraccion no
debe superar los 90 °C y el tiempo de extraccién por carga es de 1 hora y 20 minutos tal como

se ilustra en la Figura 9.
Figura 9

Proceso de extraccién del genipin

Nota. Extraccion del genipin por medio del equipo Soxhlet.
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Una vez que se han extraido los genipdsidos de la fruta, el solvente cargado con el
agente entrecruzante se llevo a rotavapor, en este punto el solvente utilizado fue recuperado y
el producto obtenido fue un extracto rico en genipin. Para purificar el genipin se utilizaron dos

solventes: acetona y hexano.

En primer lugar, se afadieron unas gotas de acetona y la mezcla fue sometida a
vigorosa agitacion para inducir la precipitacion del genipin, a continuacién, se agrega hexano
en relacion 1:1 y la mezcla fue filtrada mediante vacio para retirar las resinas excedentes. El
producto filtrado se separ6 cuidadosamente de la mezcla y se secé en estufa a 45 °C. Este

proceso fue repetido entre 2 y 3 veces hasta obtener un polvo blanco ligeramente amarillento.

Obtencién de Quitosano
El quitosano utilizado en la investigacion fue obtenido mediante el método indirecto
presentado por (Lalaleo, 2010), en el método se detallan los procesos a seguir para obtener

guitosano a partir de caparazones de camaron.

Los caparazones de camardn deben estar secos y sin cola ni patas. El procedimiento
comienza con la coccion de los caparazones triturados con una solucién de hidroxido de sodio
(NaOH) al 0.5% (w/v), en relacion 2:3 por 30 minutos con agitacion constante a 80 °C para

desproteinizar la materia prima.

El precipitado del procedimiento anterior fue lavado con abundante agua y luego se
sometid a un nuevo proceso de coccidn con una solucion de NaOH al 3% (w/v) por 10 minutos
con agitacion constante a 80 °C. Este proceso fue realizado por triplicado y el filtrado resultante

fue lavado con abundante agua por varias veces hasta obtener un pH cercano a 7.

La desmineralizacion del precipitado fue llevada a cabo con una solucién de acido
clorhidrico (HCI) 2M a temperatura ambiente por una hora, seguido fue descartado el

sobrenadante y el sélido resultante se lavo varias veces hasta obtener pH cercano a 7. El
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solido obtenido consiste principalmente en quitina, esta fue colocada en bandejas y luego fue

secada a 50 °C por 6 horas.

El proceso de desacetilacion se llevo a efecto con una solucion de NaOH al 50% (w/v) a
100 °C en relacion 1:2 (w/v) por lapso de 4 horas. Una vez mas, el sobrenadante fue
descartado y el s6lido remanente se lavé con abundante agua hasta obtener un valor de pH

cercano a la neutralidad.

Disefio experimental
Para determinar la interaccion de cada componente de la bio-membrana, se utiliza el
disefio experimental multifactorial de 3 factores con 2 niveles de estudio cada uno (Tabla 2)

donde se muestran las variaciones en las cantidades de cada componente.

Tabla 2

Factores y niveles de estudio

Factores Niveles de estudio
A: Cantidad de 1 %wt.
hidrolizado (HFW) 3 %W,
B: Cantidad de 1 %wt.
quitosano (CH) 3 %wit.

C: Cantidad de genipin 0.6 %wt.

(GEN) 1 %wt.

En la Tabla 3 a continuacion, se muestra el disefio adoptado para la investigacion. Para

este caso concreto no se utilizaron experimentos de control Ginicamente con proteina, ya que
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no es posible hacer las peliculas sin entrecruzante ni quitosano. Para simplificar los nombres se

utilizan las siglas HFW para el hidrolizado de proteina, CH para quitosano y GEN para genipin.

Tabla 3

Tratamientos realizados

Tratamientos Cdbdigo % wt. HFW % wt. CH % wt. GEN Y
1 A 1 1 0.6

2 B 3 3 1

3 C 1 1 1

4 D 3 3 0.6

5 E 1 3 0.6

6 F 3 1 1

7 G 1 3 1

8 H 3 1 0.6

Para realizar el analisis estadistico y pruebas correspondientes se utilizé el software Minitab,
teniendo en cuenta la prueba de Tuckey para la determinacién de las diferencias significativas

en propiedad de mayor impacto.

Preparacion de las bio-membranas

Para elaborar la solucion de las bio-membranas se utiliz6 como base una solucién de
acido acético al 1% V/V, con el fin de promover la solubilizacién del quitosano, ademas de
mantener el pH en niveles adecuados para propiciar la reaccién de entrecruzamiento (Mi et al.,

2005).
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El volumen total escogido para las pruebas fue de 50 ml. Se empezé con 40 ml de
solucién de 4cido acético 1%, luego se afiadid la cantidad correspondiente de quitosano y
luego fue calentada a una temperatura entre 40 — 50 °C hasta que el quitosano se haya

disuelto completamente y se forme una solucion viscosa transparente (Vlasceanu et al., 2020).

En el restante de volumen se prepar6 la solucion de hidrolizado de proteina colocando
la cantidad de hidrolizado adecuada para la mezcla, a esta solucion se agrego el genipin de
acuerdo con la proporcién y la mezcla fue sometida a agitacion hasta visualizar una mezcla
correcta, de inmediato se afiadié esta solucién a la solucién de quitosano y se sometié a

vigorosa agitacion a temperatura ambiente por 20 minutos (Sartore et al., 2013).

Para las bio-membranas que contienen fibras de abaca, es necesario afiadir las fibras
junto con la solucion de hidrolizado de proteina y genipin. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion, las soluciones formadoras se colocaron en un vidrio reloj y se dejaron secar a 25 °C

por 24 horas como muestra la Figura 10.

Figura 10

Soluciones formadoras de bio-membranas

Nota. En la figura se muestran algunas pruebas de soluciones formadoras.
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Pruebas fisicoquimicas
Solubilidad

En la sintesis de la bio-membrana desarrollada en este trabajo se buscan
caracteristicas de biodegradabilidad y bajo impacto ambiental, debido a que se trata de un
biopolimero a base de proteina. Entre las caracteristicas principales proporcionadas por la
heterogeneidad de la estructura polimérica se encuentran: estabilidad térmica y

comportamiento hidrofilico (Havstad, 2020).

La metodologia adoptada para determinar la solubilidad de las bio-membranas fue

desarrollada por (J. Wu et al., 2013).

Con el propésito de mantener una humedad relativa del 0% en las peliculas, fueron
sometidas a secado en estufa a 45 °C por 48 horas antes de realizar la prueba de solubilidad
en agua. Las dimensiones de las bio-membranas fueron 20 mm x 20 mm, estos cuadrados se
colocan en 5 ml de agua destilada a 25 °C en un bafio de agua con agitacién a 50 rpm por 5
minutos. Transcurrido el tiempo, se retir6 la bio-membrana del agua cuidadosamente y se
colocé en estufa de secado a 100 °C hasta obtener un peso constante. Todas las pruebas

fueron llevadas a cabo por triplicado.

La solubilidad en agua de las muestras fue calculada mediante la ecuacion:

1. w, =W, 100
W,

0

Donde:

- Wo: peso de la bio-membrana seca antes de la prueba.

- Wi: peso de la bio-membrana seca después de la prueba.
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Anélisis térmicos
Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico se realizé con el propésito de determinar la pérdida de
peso de la bio-membrana de acuerdo con los cambios de temperatura. Las pruebas fueron
llevadas a cabo en el equipo TGA PerkinElmer Pyris 1, utilizando el modelo propuesto por
(Giteru et al., 2019). Tomando muestras de 10 mg con una curva de temperatura desde 25

hasta 750 °C con tasa de calentamiento de 10 °C/min y un caudal de nitrégeno de 20 ml/min.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
El ensayo de calorimetria diferencial de barrido fue realizado conforme a la norma

ASTM D3418, segun la descripcién de Shen y Kamdem (Shen & Kamdem, 2015).

Se tomaron muestras de 5 mg con 0% de humedad relativa y se colocan en el equipo
DSC Mettler Toledo Star System. Primero se mantiene el equipo a temperatura estable por 2
minutos antes de calentar la muestra a una tasa de 5 °C/min con un régimen de temperatura de

25 — 225 °C, con caudal de nitrégeno de 20 ml/min.

Caracteristicas estructurales
Espectrometria de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

Para este andlisis se utilizo el equipo ATR-FTIR PerkinElmer Frontier con el fin de
valorar las interacciones de los componentes: proteina hidrolizada, quitosano y agente
entrecruzante, ademas de verificar la efectividad del método en la extraccion del genipin (Pei et

al., 2013).

Las muestras de las bio-membranas fueron colocadas en pedazos secados
previamente a temperatura ambiente. Cada espectro obtenido fue evaluado en la regién de

4000 a 400 cm™ en condiciones ambientales.



Capitulo IV

Analisis de resultados
Proceso de hidrolisis del sebo

El acondicionamiento e hidrolisis del sebo de la curtiembre fue realizado con el
proposito de obtener un producto con mayor contenido de proteina que la materia prima para
facilitar su solubilidad, entre otras propiedades que mejoren el proceso reactivo. Es necesario
indicar que las muestras de sebo proporcionadas contenian grasa en muy baja cantidad, esto
se debe a que en la empresa se realiza un proceso de pre — descarnado para utilizar la grasa

animal.

La revision bibliografica muestra que el sebo o residuo de descarnado contiene 78.9%
(£2.5) de humedad, 1.6% (+0.4) de grasa y el contenido de proteinas es 19.7% (+2.8) (Anzani

et al., 2018).

Respecto al rendimiento del proceso, se realizaron pruebas por triplicado para

determinar la cantidad de hidrolizado de proteina que puede obtenerse del sebo.

Tabla 4

Cantidad de hidrolizado obtenido

Muestra () Sebo'(g) Grasa(g) HFW (g) % Sebo % HFW?
1976.38 473.95 23.05 264.32 23.98 44.23
2124.75 468.45 23.0 259.15 22.05 44.68
2259.73 564.93 225 299.30 24.99 47.01

Nota. ! Peso sin agua. ? porcentaje respecto a la masa de sebo sin agua.
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Los resultados obtenidos en la hidrolisis (Tabla 4) muestran un rendimiento promedio
del 45.3% tomando como base el peso del sebo sin agua. Cabe resaltar que se realizo el
mismo tratamiento a todas las muestras, acorde con la metodologia correspondiente al proceso
de hidrolisis escogido. El agua obtenida en el acondicionamiento del sebo contiene en gran

parte las sales usadas para la curtiembre y puede ser tratada junto con aguas residuales.

Contenido de proteinas del hidrolizado
Para determinar la cantidad de proteina que contiene el residuo del sebo y el
hidrolizado, se utiliza el método Dumas, con un factor de conversién de proteinas de 6.25,

obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 5:

Tabla b

Contenido de proteinas en las muestras

Muestra % N % proteinas
Sebo sin tratamiento 4,124 25.776
Hidrolizado 10.212 63.824

Los resultados obtenidos en el proceso de hidrolisis se encuentran acorde a los
resultados de investigaciones previas, donde se indica que el porcentaje de nitrdgeno del
hidrolizado de proteina del sebo de la curtiembre contiene 8.7% (+1.9) de nitrégeno (Anzani et

al., 2018).

En el proceso de hidrolisis utilizado, se demuestra que el porcentaje de proteinas se

incrementa del 25.77% a 63.82%.
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Extraccion de genipin

En este proceso se consideraron aspectos como la complejidad de los métodos
efectuados, cantidad de solventes utilizados y rendimiento en la extraccion, haciendo énfasis
en que el método propuesto busca reutilizar todos los solventes y obtener la mayor cantidad

posible de genipin.

Cada experimento fue llevado a cabo en las mismas condiciones climéaticas con el
proposito de limitar el error que pudiera producirse respecto al rendimiento en la extraccion de

genipin
Los resultados obtenidos de cada método se describen a continuacion:

- El primer método no representa complejidad elevada, sin embargo, no cumple con el
requisito de poder recuperar correctamente el solvente utilizado, esta limitaciéon es
atribuida a la alta volatilidad del dietiléter, ya que, aun utilizando valores bajos de
temperatura y presion en rotavapor para evitar la pérdida de solvente, no se logré
recuperar el mismo en cantidades favorables. En contraste, el rendimiento en la
extraccién de genipin mostré ser favorable, obteniéndose cantidades cercanas a las
mencionadas por la patente.

- Siguiendo la linea de las consideraciones mencionadas, el segundo método representa
poca complejidad y el solvente puede ser reutilizado, no obstante, la cantidad de
genipin obtenida es muy baja. El método fue replicado tres veces y no se pudo obtener

el producto deseado.

El método de extraccidén propuesto presenta las siguientes ventajas: buena

recuperacion de los solventes utilizados y rendimiento aceptable en la extraccion de genipin.

El punto clave en este método de extraccion reside en deshidratar la materia prima, al

no contener agua en la matriz, permite el contacto directo entre los genipdsidos y el solvente no
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polar. Esto ayuda a la recuperacion de las resinas que contienen genipin, que posterior a ser

concentradas en rotavapor, son purificadas con una cantidad limitada de hexano y acetona.

Los resultados de porcentaje en peso de la masa de agua contenida en los frutos de la

genipa americana se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6

Contenido de humedad de los frutos de la Genipa americana

Fruta sin cascara (g) Fruta seca (g) % Agua
276.29 64.44 76.67
246.03 60.32 75.48
246.29 60.47 75.45

Los solventes usados pueden recuperarse utilizando rotavapor, sin embargo, la
complejidad de esta metodologia es mas elevada que los métodos de la patente, ya que
requiere de varias fases y el tiempo requerido ronda las 4 horas sin contar el tiempo necesario

para que la materia prima esté seca.

A continuacion, en la Tabla 7 se muestran los resultados del rendimiento en la

extraccion.

Tabla7

Contenido de genipin extraido

Fruta con cascara (g) Fruta deshidratada (g) % Genipin

307.97 64.44 0.2229

266.91 60.32 0.2505
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Fruta con cascara (g) Fruta deshidratada (g) % Genipin

272.98 60.47 0.2179

El rendimiento total de las pruebas realizadas se aproxima a 0.23% en peso respecto a
la masa total de las frutas utilizadas para la extraccion de genipin, este resultado va acorde con

lo mencionado en la patente (S. Wu & Horn, 2010).

Obtencidn de quitosano

El proceso utilizado para la obtencién de quitosano a partir de caparazones de camarén
mostroé resultados favorables en la etapa de desacetilacion, esto puede evidenciarse mediante
el analisis del espectro obtenido por FTIR que se explica en el apartado correspondiente del

capitulo 4 de esta investigacion

Preparacion de las bio-membranas

En la fase temprana de la investigacion se realizaron pruebas para obtener bio-
membranas mezclando hidrolizado de proteina y genipin. Cuando la reaccién empez6 se
observaba un color azulado caracteristico del entrecruzamiento del genipin y los aminoacidos,
sin embargo, luego del tiempo de secado la bio-membrana no presentaba buenas

caracteristicas fisicas.

Posteriormente se afiadié quitosano en baja proporcion para verificar si se mejoraban
las caracteristicas de la bio-membrana, en este caso se evidencio mas maleabilidad en las bio-

membranas, aunque la resistencia al estiramiento no era la deseada.

Una vez se determinaron las proporciones adecuadas de los reactivos, se llevaron a
cabo 8 experimentos por triplicado para visualizar que combinacion presentaba mejores

caracteristicas a simple vista, estos efectos se muestran a continuacién en la Tabla 8:



Tabla 8

Caracteristicas de las soluciones formadoras de bio-membranas

Nombre Disolucion de  Cantidad de Viscosidad
reactivos burbujas

A Buena Muy alta Alta

B Muy mala Muy alta Media

C Buena Muy alta Media

D Mala Media Media

E Buena Baja Alta

F Media Muy baja Alta

G Buena Baja Media

H Muy buena Muy baja Media

Las caracteristicas cualitativas presentadas en la tabla fueron observadas con el

propésito de evaluar la facilidad de colocacién de las soluciones formadoras en un molde.
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Varias muestras mostraban propiedades no deseadas como: demasiada cantidad de burbujas y

viscosidad muy elevada y baja disolucion de los reactivos.

Este fue un primer paso para seleccionar las combinaciones que exhibian mejores

cualidades para elaborar bio-membranas, posteriormente se analizaron las caracteristicas del

entrecruzamiento y analisis térmico a estas combinaciones.

Analisis de FTIR

FTIR del hidrolizado de proteina

El analisis de espectrometria de infrarrojos con transformada de Fourier de la Figura 12

permite identificar la presencia de aminoacidos en la muestra de hidrolizado de proteina. En la
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region entre 3000 — 3500 cm aparece un pico ancho que evidencia tensién de los grupos -OH

en la muestra.

El pico en 1588 cm™ indica la flexion del enlace amina N-H, en 1403 cm™ se presenta la
torsion del enlace carbonilo de las aminas y amidas, el pico en 1331 cm™ indica la tensién de
estiramiento del enlace C-N de aminas aromaticas, por Ultimo, en 1065 cm™ se encuentra la

tensién del enlace amina N-H.
Figura 11

Espectro IR de la muestra de HFW
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Con estos datos se puede demostrar la presencia de aminoacidos, amidas y

aminoacidos aromaticos.

FTIR del genipin

Para determinar si el compuesto obtenido es genipin, se realizé el analisis de
espectroscopia de infrarrojos, considerando las interacciones de la radiacion con los grupos

funcionales caracteristicos de la molecula.

Los grupos funcionales que determinan la huella digital del compuesto son: C-H, C=0,

C=C del anillo aromatico, C-O del éter y C-O del éster. Estos enlaces se muestran en la Figura

12 a continuacion:
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Figura 12

Estructura quimica del genipin

el

HO OH

El espectro IR de la Figura 13 pone en evidencia que: Los picos en la longitud de onda
de 3395 y 3232 cm ™ muestran el estiramiento del enlace O-H, a 2931 cm™ se presenta el
estiramiento de los enlaces C-H, mientras que, en 1679, 1620 y 1440 cm™ aparecen las
vibraciones de tension de los enlaces C=0, C=C y del anillo aromético, respectivamente. Por
Gltimo, en la longitud de onda 1297 cm™ se tiene la vibracion asimétrica del enlace C-O del éter

y a 1103 cm™* aparece la vibracién de tension simétrica y asimétrica del enlace C-O del éster.

Acorde a los datos reportados por (Alvarez, 2017), los datos obtenidos por el analisis

FTIR realizados en la presente investigacién denotan la presencia de genipin.
Figura 13

Espectro IR del genipin extraido



62

1014

52
4000 3500

FTIR del quitosano
El estudio del espectro FTIR de la muestra de quitosano (Figura 14) las interacciones que
presentan los grupos funcionales de esta molécula con la radiacion electromagnética. La banda

fuerte en la region 3359 — 3296 cm™ corresponde al estiramiento de los enlaces N-H y O-H.

Las bandas situadas alrededor de 2879 cm™ corresponden a los estiramientos simétricos y
asimétricos del enlace C-H. Estas bandas son tipicas en los espectros tipicos de muestras de

polisacéridos (Queiroz et al., 2015).

En las bandas situadas a 1643 y 1317 cm™ se verifica el estiramiento de los enlaces C=0
de amida primaria y C-N de amida terciaria, respectivamente. Estas interacciones indican la

presencia de grupos nh-acetilo residuales.

El doblamiento CH2 y CHs se confirma en las bandas situadas en 1419 cm?y 1375 cm™.

Finalmente, la interaccion a 1064 cm™ al estiramiento C-O.
Figura 14

Espectro IR del quitosano extraido
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FTIR de las muestras de bio-membranas
El analisis de los espectros IR de las muestras de bio-membranas permite identificar el
entrecruzamiento HFW-CH-GEN por las interacciones de la formacién de enlaces

caracteristicos con la radiacion IR.

En la region entre 3500 — 3200 cm™* existe una sobreposicion en el estiramiento del enlace
N-H de las aminas y la vibracién en la banda especifica del O-H, este efecto es mucho mas
visible en la muestra A, mientras que, en el resto las interacciones de los enlaces mencionados
son mas marcadas, dichas diferencias tienen relacion con la solubilidad de los reactivos en la

solucion formadora de bio-membrana.

El pico en la regién 2370 — 2335 cm™ aparece por tensién de los enlaces de CO,, esta
caracteristica fue mas evidente en las muestras B y D, mientras que en las demas muestras no
se visualizaba dicha interaccion. La siguiente interaccién se encuentra entre 2140 — 2000 cm™ y

se debe a la tensiéon del enlace C=C formado en la reaccion de entrecruzamiento.

Los picos situados a 1626, 1548 y 1251 cm™ de la muestra F indican la presencia de
amidas I, Il y lll, respectivamente, dichos compuestos estan presentes en las demas muestras

en diferentes proporciones. Por ejemplo, la muestra A no presenta gran variacion respecto a las
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bandas caracteristicas de aminas I, Il y lll, esto indica que el proceso reactivo no fue favorable

debido a la poca solubilidad de reactivos que exhibia la muestra.

La banda en 1470 — 1400 cm™ indica los modos vibracionales de los enlaces C-N y N-H
gue probablemente se han sobrepuesto con la sefial de la vibracion del estiramiento del anillo
aromatico del genipin generada a 1440 cm™ (Vlasceanu et al., 2020). Por (ltimo, la banda
situada entre 1085 — 1050 cm™ muestra la tension del enlace C-O que es apreciable en todas

las muestras debido a la presencia de genipin.
Figura 15

Espectros IR de las muestras de bio-membranas
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Nota. --A, --B, --C, --D, --F.

Con base en el analisis de las bandas caracteristicas en los espectros IR de las
muestras de bio-membranas de la Figura 15, se demuestra que la reaccion de
entrecruzamiento ocurre en mayor medida en las muestras F y H. Esta afirmacién se encuentra
acorde a los resultados del entrecruzamiento entre los aminoacidos y genipin, ya que
compartes similitudes con los picos caracteristicos presentados en la investigacion de

(Vlasceanu et al., 2020).
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Solubilidad
Las pruebas de solubilidad fueron realizadas por triplicado segun el procedimiento
descrito anteriormente y el valor considerado fue la media para cada muestra. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 9 a continuacion:

Tabla 9

Porcentaje de solubilidad de las muestras

Muestra Ws1 (%) Ws2 (%)  Media

A 31.11 18.43 26.77
B 15.37 20.18 17.77
C 37.39 50.41 43.90
D 28.51 20.51 2451
E 50.38 48.25 49.32
F 43.75 55.74 49.75
G 39.29 41.81 40.55
H 65.96 60.88 63.42

Nota. Los valores de la tabla representan la media de las pruebas realizadas.

Tomando como base que en la investigacion se ha planteado el uso de las bio
membranas en la agricultura, los resultados de las pruebas de solubilidad indican que la
combinacion mas adecuada para esta aplicacion es la H, dicha bio-membrana presenta mayor
solubilidad en agua, este aspecto es de vital importancia para asegurar la degradabilidad del

material en contacto con agua en el suelo.



66

Andlisis del disefio experimental

El objetivo del andlisis del disefio experimental utilizado en esta investigacion es
aumentar la solubilidad de la bio-membrana en contacto con agua para obtener
biodegradabilidad en un lapso corto. Para esto se necesita verificar que las interacciones entre
los factores tienen efecto significativo respecto a los efectos individuales de cada factor. En la

Tabla 10 se muestra el andlisis de varianza del disefio.

Tabla 10

Andlisis de varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 3305,30 472,19 10,56 0,002
Lineal 3 710,57 236,86 5,30 0,026
HFW 1 6,46 6,46 0,14 0,714
CH 1 667,83 667,83 14,94 0,005
GEN 1 36,27 36,27 0,81 0,394
Interacciones 3 2325,20 775,07 17,34 0,001

de 2 términos

HFW*CH 1 2028,38 2028,38 45,37 <0,001
HFW*GEN 1 207,00 207,00 4,63 0,064
CH*GEN 1 89,82 89,82 2,01 0,194
Interacciones 1 269,53 269,53 6,03 0,040
de 3 términos
HFW*CH*GEN 1 269,53 269,53 6,03 0,040
Error 8 357,67 4471
Total 15 3662,97

Nota. Los valores de la tabla representan la media de las pruebas realizadas.

El analisis de varianza muestra que las interacciones mas significativas son: CH,
HFW*CH y HFW*CH*GEN, ya que tienen un valor de p que cumple la condiciéon p<0.05. Por
tanto, se puede decir que existe significancia en la interaccién de los 3 factores en la solubilidad

de las bio-membranas.
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Figura 16

Gréafica normal de los efectos
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Nota. En esta gréfica se muestran las interacciones de los factores en el disefio experimental.

La grafica de la Figura 16 muestra que las interacciones, siendo significativas, tienen
efectos distintos. El efecto HFW*CH es el mas significativo, sin embargo, contribuye a disminuir
la solubilidad de la bio-membrana, el efecto B presenta incidencia moderada en la solubilidad.
El efecto méas interesante para la investigacion es la interaccion HFW*CH*GEN, esto muestra
gue las combinaciones realizadas tienen caracteristicas de solubilidad distintas, aunque se

varie solamente uno de estos parametros. Estos efectos pueden evidenciarse en la Figura 17.



Figura 17

Diagrama de Pareto

Término

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

(la respuesta es %5ol; o = 0,05)

AB

ABC

AC

BC

2.5:06

2 3 4 5
Efecto estandarizado

68

Factor MNombre
A HFW

] CH

C GEN

Nota. El diagrama muestra los factores que tienen mas incidencia en la respuesta experimental.

Andlisis termogravimétrico

La descomposicién térmica de las bio-membranas se caracteriz6 mediante el analisis

termogravimétrico (TGA) como se muestra en la Figura 18.

Figura 18

Termograma de la muestra H
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La curva TGA muestra que la descomposicion térmica de la bio-membrana H presenta
dos fases; la primera a 150 °C y la segunda entre 200 y 460 °C. La pérdida inicial de masa a

150 °C se atribuye a la evaporacién del agua (Giteru et al., 2019).

Para esta muestra, la pérdida total de masa se encuentra en torno al 63% vy las
temperaturas de onset y endset son 200 y 460 °C, respectivamente. Esta observacion indica

gue la bio-membrana H demuestra termoestabilidad hasta los 700 °C.
Figura 19

Termograma de la muestra H2
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Nota. Termograma obtenido de la muestra H2.

El termograma de la Figura 19 muestra el comportamiento térmico de la muestra H2, al
igual que la muestra anterior, la descomposicién ocurrida a 180 °C se debe a la perdida de

agua.

Las temperaturas onset y endset son 220 y 490 °C con una pérdida de masa del 55%
aproximadamente. Esta muestra contiene fibras de abacé en su estructura para mejorar sus

caracteristicas fisicas.
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Ambas muestras indican perdidas de masa similares, sin embargo, la pérdida de masa
en la muestra H es mayor, este efecto se atribuye a la adicion de fibras de abaca en la muestra

H, aportando también al mejoramiento de la termoestabilidad de la estructura.

Calorimetria diferencial de barrido
El estudio de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realiz6 para determinar las

caracteristicas térmicas de las bio-membranas en relaciéon con su microestructura.
Figura 20

Curva DSC de la muestra F2
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Nota. Curva DSC obtenida de la muestra F2.

La curva DSC de la muestra F2 (Figura 20), presenta dos tipos de procesos
endotérmicos: el primero, con una temperatura de transicion vitrea (Tg) de 39.35 °C, luego se
visualiza un proceso de fusion de la fase cristalina del biopolimero con una temperatura Tm de
48.81 °C y AH de 64.58 mJ. El segundo proceso endotérmico presenta la pérdida de masa por

presencia de agua en la muestra F2 con una Tm de 109.20 °C y AH de 2820.89 mJ. Dentro del
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rango analizado, la muestra F2 no presenta degradacion, pardmetro importante para los

biopolimeros ya que es uno de los factores determinantes para su aplicacion.
Figura 21

Curva DSC de la muestra H
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Nota. Curva DSC obtenida de la muestra H.

Los resultados de la curva DSC de la muestra H (Figura 21), indican la presencia de dos
procesos endotérmicos: El primero presenta una temperatura de transicién vitrea (Tg) de 35.62
°C, un proceso de fusion de la fase cristalina del biopolimero con temperatura de 43.86 °C y AH
de 233.73 mJ. El segundo proceso esta caracterizado por una temperatura de fusibn Tm de
116.71 °C AH de 5724.89 mJ que representa la pérdida de peso por presencia de agua en la
muestra H. A igual que la muestra F2, la muestra H, dentro del rango analizado, no presenta

proceso de degradacion.
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

- El proceso de transformacién del sebo crudo en hidrolizado de proteina ha demostrado
ser un método importante para aprovechar las proteinas del desecho, puesto que se
aumenta la cantidad de nitrégeno al descartar los componentes no deseados de la
matriz. Esta afirmacion se corrobora mediante el andlisis de nitrégeno por el método
Dumas, ademas el hidrolizado de proteina obtenido presenta propiedades importantes
como: solubilidad, facilidad de almacenamiento y bajo olor, comparado con el sebo
crudo.

- El método uno para extraccion de genipin presenté mejor rendimiento respecto al
segundo método. El proceso propuesto en esta investigacion para extraccion de genipin
es un método eficaz para obtener este compuesto a partir de la fruta de la Genipa
americana. En este método estan inmersos los procesos de secado de la fruta,
extraccion con solvente y purificacion del extracto. La efectividad de la extraccién se
comprueba mediante el analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y los solventes pueden ser reutilizados en el proceso de extraccion y
purificacién del reactivo.

- Se determiné gue la proporcién de los componentes en la bio-membrana afecta su
viscosidad y solubilidad. Al evaluar estas caracteristicas, se identificé la combinacion
3% HFW-1% CH- 0.6% GEN se ajustaba a los objetivos de la investigacion. Ademas, se
logré mejorar estas caracteristicas mediante la adicién de fibras de abaca, que
proporcionaron una mayor resistencia.

- El uso de quitosano en las bio-membranas contribuyo a mejorar las caracteristicas

fisicas de maleabilidad y elasticidad. La adicion de fibras naturales de abaca
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Unicamente aporté mayor resistencia en las bio-membranas, estas fibras no tuvieron
incidencia en el proceso reactivo. La conjuncion de estos elementos en el resultado final
de las bio-membranas resulto positiva, constituyendo una alternativa en cuanto a
caracteristicas fisicas del producto final.

- Las caracteristicas como solubilidad, termoestabilidad y biodegradabilidad de la bio-
membrana con mejores propiedades fisicas fueron testeadas en condiciones
ambientales. Los resultados de esta prueba, junto a los resultados de solubilidad en
laboratorio indican que la bio-membrana es altamente soluble en agua, mientras que, en
contacto con tierra hiumeda, la solubilidad es mas lenta. Los resultados de los andlisis
térmicos (TGA y DSC) muestran termo-estabilidad frente a cambios de temperatura,
incluso a altas temperaturas, este hecho indica que el calor ambiental no representa un
problema en la durabilidad de la bio-membrana.

- Las bio-membranas desarrolladas presentaron caracteristicas promisorias para su uso
como envase para cultivos de trasplante lo que contribuye a la disminucion de

contaminacion provocada por el uso de plasticos convencionales en la agricultura.

Recomendaciones

- Se recomienda utilizar frutos verdes de la Genipa americana para la extracciéon de
genipin, ya que su contenido disminuye con la madurez de la fruta. Segun experimentos
y bibliografia. El solvente acetato de etilo en el proceso Soxhlet puede ser reutilizado
hasta 3 veces, pero no mas, ya que esto puede afectar el rendimiento total debido a la
saturacion de soluto en el solvente.

- Las aplicaciones del hidrolizado de proteina obtenido a partir del sebo de la curtiembre
no se limitan a la mostrada en esta investigacion, para futuras investigaciones se
recomienda indagar acerca de las interacciones que tiene este material con otros

agentes entrecruzantes o plastificantes.
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Para futuras investigaciones, se recomienda el andlisis de las caracteristicas
microscopicas de las bio-membranas por medio de microscopia electronica para brindar
mejor comprension de la estructura y la mezcla de los componentes en la bio-

membrana.
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