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RESUMEN
El desecho de calamar es rico en colageno y puede ser utilizado como materia
prima para elaborar biopeliculas con quitosano comercial, en este estudio se
caracterizé el colageno obtenido de la fraccion soluble en acido extraido de
desecho de calamar gigante (Dosidicus gigas); asimismo se determinaron las
propiedades fisicoquimicas, mecanicas y térmicas de las biopeliculas
elaboradas a partir de la mezcla de colageno:quitosano: 80:20, 50:50, 20:80,
0:100. EI perfil de aminoacidos confirmd la presencia de hidroxiprolina
inminoacido caracteristico del colageno. El patron electroforético mostro tres
fracciones (200, 116 y 97 kDa) confirmando la presencia del colageno. Los
termogramas obtenidos del coldgeno mostraron un pico endotérmico (Tmax
61.4°C), el quitosano utilizado fue de medio peso molecular (~570 kDa) y
mostré dos manifestaciones, una endotérmica y una transicion vitrea (81.9 y
165.05°C). Las biopeliculas obtenidas fueron comparadas en sus propiedades
mecanicas de esfuerzo-deformacién con peliculas de polipropileno y acetato de
celulosa (celofan), llegandose a detectar diferencias significativas (p<0.05) entre
las biopeliculas obtenidas. A mayor concentracion de colageno, mayor fue la
elongacién, las biopeliculas 50:50 mostraron valores de elongacion similares
(p=0.05) a las de polipropileno, el menor valor (p<0.05) de esfuerzo lo presenté
la biopelicula 80:20, las biopeliculas 20:80 mostraron valores de elongacion
similares al acetato de celulosa (celofan). La mayor velocidad de transmisién al

vapor de agua (p<0.05) la presentd la biopelicula 80:20. La propiedad que mide

Xiii



la integridad fisica en agua de las biopeliculas es la solubilidad en agua, las
biopeliculas presentaron mayor solubilidad a mayor concentracion de colageno
(p<0.05). Los termogramas obtenidos mostraron algunos comportamientos
semejantes para cada biopelicula evaluada. La microscopia electronica de
barrido permitié revelar la miscibilidad de estos dos materiales, la biopelicula de
quitosano es la que mostro una mayor uniformidad en el acomodo de su
estructura, y el mayor desorden se observé en la de mayor concentracion de
colageno, mostrando a su vez mayor opacidad. Con estos resultados se
establece que es factible obtener una biopelicula a partir de la mezcla de
colageno soluble en acido obtenido de desecho de calamar con quitosano
comercial y que la adicion de colageno puede mejorar las propiedades plasticas
de las biopeliculas de quitosano, aunque se obtendra una biopelicula con
menor transparencia y con una mayor velocidad de transmision del vapor de
agua. Esta informacion sienta las bases para futuros estudios tendientes al

aprovechamiento de este tipo de desechos.
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INTRODUCCION

Una de las pesquerias que llama mas la atencion en el sector pesquero
de Golfo de California, en el Pacifico Mexicano es la del calamar gigante. Ello
se explica por la creciente importancia en los volimenes de captura total de esa
pesqueria en la Ultima década, representando una fuente significativa de
empleos e ingresos en la region, particularmente en Sonora. De acuerdo con
las ultimas estadisticas, la produccion de calamar para el afio 2007 fue de
11,882 toneladas (SAGARPA, 2007), sin embargo, esta creciente industria
genera desechos que representan una enorme fuente de contaminacion
ambiental, los cuales son arrojados en los mismos mares donde son
capturados. Estos desechos constituyen una excelente materia prima para otros
productos, tales como las enzimas y otros sub-productos con alto valor
comercial como lo es el colageno (Haard, 1992).

Como ya se menciond, el aprovechamiento del calamar gigante no es
integral, llegandose a desechar aproximadamente entre el 40 al 60% por
organismo, y aunando al bajo precio en el mercado, es que desde hace algunos
afos, existe la preocupacién por parte de los productores como del sector
gubernamental de obtener el aprovechamiento integral de este recurso, siendo
una de las alternativas para su aprovechamiento la obtencién de colageno a
partir de estos desechos.

El colageno se considera la proteina mayoritaria del tejido conectivo en

vertebrados y en invertebrados. Como proteina estructural, es el componente



fundamental del sistema de sostén del organismo animal: huesos, cartilagos,
tendones, tejido conjuntivo y piel (Fratzl, 2008). Debido a las propiedades que
presenta el colageno se utiliza como material tanto en la industria farmacéutica,
meédica y de alimentos (Song y col., 2006; Sivakumar y Chandrakasan, 1998;
Shaoping y col., 2005; Shunji y col., 2007). Otra de las aplicaciones de este
material es en la elaboracion de biopeliculas, partiendo sobre todo del colageno
sin tratamiento térmico (Wolf y col., 2009).

En estudios recientes donde se llevdo a cabo la extraccion vy
caracterizacion parcial del colageno del calamar gigante (Dosidicus gigas), la
fraccion soluble en acido representa el 23% del tejido conectivo y presenta una
resistencia térmica superior a la reportada para especies marinas, incluso al
detectado para organismos terrestres (Valencia-Perez y col., 2008); ademas, se
observd que la concentracion de colageno y las propiedades térmicas
dependen de la regién anatdbmica de donde se extrae ésta proteina, siendo los
tentdculos los que presentan la mayor concentracion de colageno (Torres-
Arreola y col., 2008). En estos estudios se reporté que del total de la proteina
presente en este organismo, del 15-18% es colageno.

Por otro lado, el quitosano es un polimero natural obtenido por la
deacetilacién de la quitina, la cual se encuentra en el caparazén de cangrejos,
camarones y langostas y es considerado el segundo polisacarido mas
abundante después de la celulosa. El quitosano posee propiedades funcionales

muy importantes, tales como su baja o nula toxicidad, es biodegradable y



biocompatible; ademas, al obtenerse peliculas a partir de este material presenta
propiedades mecanicas que lo hacen un material muy atractivo (Kasaai, 2009;
Felse y Panda, 1999; Ke y col., 2007). Sin embargo las peliculas que se forman
son muy fragiles (Plascencia-Jatomea, 2004), por lo que se busca mezclarlo
con otros productos, para modificar sus propiedades fisicas, en particular la
elasticidad. En estudios de biocompatibilidad se reporta que hay una interaccion
entre los grupos funcionales cargados positivamente del quitosano con el
colageno, con un alto potencial de producir compositos con aplicaciones
novedosas (Sionkowska y col., 2004a; Sionkowska y col., 2004b; Wang y col.,
2008b; Lima y col., 2006; Horn y col., 2009). Recientemente se detecto que la
fraccion soluble en &cido del colageno extraido del manto de calamar, presento
alta afinidad quimica, principalmente del tipo puentes de hidrégeno, con un
quitosano comercial (Uriarte, 2007) formando aparentemente peliculas mas
elasticas que las que tenian como base solo quitosano; sin embargo, en este
estudio no se evalué las propiedades mecanicas ni fisicoquimicas, que
permitieran confirmar que se habian mejorado las propiedades plasticas del
quitosano al mezclarlo con el colageno. En funcion de ello se plante6 obtener y
caracterizar mecénica y fisicoquimicamente peliculas de compositos de
colageno extraido del desecho de calamar gigante y quitosano comercial,
entendiéndose por composito un material constituido por la mezcla de dos o

mas materiales distintos.



HIPOTESIS
El colageno soluble en acido obtenido de desecho de calamar gigante, al ser
utilizado en una mezcla compuesta de colageno:quitosano, tendra un efecto
plastificante que permitira modificar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas

de las biopeliculas de quitosano.



OBJETIVO GENERAL
Estudiar la adicién de colageno de calamar gigante como agente plastificante

en la elaboracién de biopeliculas a partir de quitosano comercial.

Objetivos Particulares

e Extraer y caracterizar parcialmente la fraccion soluble en &cido del colageno
presente en los desechos de calamar gigante (Dosidicus gigas),

e Elaborar biopeliculas a partir de una mezcla de colageno obtenido de los
desechos de calamar gigante (Dosidicus gigas) y quitosano comercial en
diferentes concentraciones por el método de casting.

e Evaluar las propiedades mecénicas de esfuerzo-deformacion, la velocidad de
transmisién del vapor de agua, solubilidad en agua, asi como las propiedades
térmicas y el analisis de microscopia electrénica de barrido de las biopeliculas

obtenidas.



ANTECEDENTES

Generalidades del Calamar

El calamar gigante (Dosidicus gigas) es una especie habitual del
Pacifico, encontrandose desde las costas de los Estados Unidos hasta las
costas de Chile, siendo las zonas de mayor aglomeracion frente a las costas de
Perd y Meéxico. Es una especie migratoria relacionada con procesos de
alimentacion y reproduccién. Tiene un cuerpo en forma cilindrica al que se le
llama manto, el cual cumple la funcion de envolver y proteger los 6rganos
internos, teniendo en un extremo las aletas, mientras que en el extremo opuesto
se encuentra la cabeza, boca, tentaculos y brazos (Figura 1)(Kreuzer, 1986;
Abugoch y col., 1999). Las diferencias que existen entre el calamar gigante y
los demas moluscos es que la cabeza, los tentaculos y los brazos forman una
sola estructura, y la boca se encuentra en medio de los tentaculos (Brusca,
1990).

Posee tres corazones, un cerebro muy evolucionado, dos o0jos bien
desarrollados y sus células nerviosas exhiben los axones de mayor longitud
conocida en el reino animal (IIM-CSIC, 2009). Su cuerpo, con esqueleto interno
cartilaginoso llamado comunmente pluma, es esférico con dos aletas laterales

muy amplias que utiliza de manera complementaria con el sifon (cavidad ventral
que desemboca hacia la parte delantera en forma de embudo recubierto por el manto),

cuando el agua penetra en la cavidad vy, al ser expulsada a presion
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Figura 1. Calamar gigante (Dosidicus gigas).

mediante el sifén, dota al animal de un sistema de locomocién por propulsion a chorro

para desplazarse a grandes velocidades. La boca de esta especie presenta un



par de dientes que asemejan el pico de un perico y alrededor de ella se
encuentran ocho tentaculos con ventosas y dos brazos contractiles que utiliza
para atrapar a sus presas (Enhardt y col., 1982). Su piel esta conformada por
cuatro capas, las dos primeras del lado externo contienen entre ellas las células
pigmentosas de los cromatéforos, mientras que las capas tercera y cuarta,
estdn compuestas por tejidos conectivos en forma de filamentos delgados
(Maza-Ramirez, 2001; Bjarnason, 1989).

En general, en el Golfo de California el tamafio de estos moluscos varia
desde los 25 cm hasta los 150 cm y con pesos superiores a los 65 kg (Nevarez-
Martinez y col., 2006). La longitud media de su manto es de aproximadamente
64 cm, la cabeza es ancha en su porcion posterior y en los brazos poseen de
100 a 200 ventosas diminutas las cuales contienen de 8 a 25 dientecillos
(Enhardt, 1991; Hochberg y Gordon, 1980; Nevarez-Martinez y col., 2006;
Markaida y Sosa-Nishizaki, 2001).

La especie presenta dimorfismo sexual ya que las hembras poseen un
manto mas ancho y abultado en la parte media, mientras que el macho
presenta un manto cilindrico y recto (Nesis, 1983; Markaida-Aburto, 2001). De
acuerdo con Bjarnason (1989), este cefalépodo es un organismo de color
marron brillante que puede cambiar a un color palido continuamente; es de
aspecto impresionante por su gran tamafo con respecto a la mayoria de los
otros calamares en el mundo.

Distribucion Geografica



Su ubicacion geografica, segun la temperatura del medio, es bastante
amplia, abarcando desde los 16° hasta los 30°C; ademas, su poblacion sigue
un patron de comportamiento migratorio bastante complejo al parecer esta
relacionado con su biologia reproductiva (Klett-Traulsen y Casas-Valdez, 1996).
Posee un amplio espectro de movimiento dentro de la zona oceanica neritica,
presentando una distribucién desde la superficie hasta profundidades mayores
a los 500 m (De la Rosa, 1994).

En México, las zonas de mayor poblacidén, segun registros de captura, se
encuentran entre los 22° y 28° de latitud norte y los 109° y 114° longitud oeste,
coordenadas que comprenden desde el Alto Golfo de California a Santa Rosalia
(BCS) y Guaymas (Sonora) (Markaida-Aburto, 2001).

Habitos Alimenticios

El calamar gigante es un consumidor voraz cuya dieta incluye una amplia
variedad de especies dentro de las cuales se encuentran crustaceos, peces y
calamares de menor tamafo, razén por la cual es un organismo de rapido
crecimiento ya que llega a alcanzar una medida de 0.8 a 1 m de longitud en tan
solo un afio de vida (Enhardt, 1991). En general, su alimentacién esta
relacionada con especies que habitan zonas de temperaturas bajas cercanas a
los 16°C, incrementandose esta actividad durante la noche. Su dieta varia
conforme crece, aunque es tipicamente cazador de organismos nectonicos
(Nesis, 1983). Esta dieta cubre una amplia diversidad de organismos y al

parecer no tiene preferencias.



La lista de organismos encontrados en su estdmago, incluye especies
gue dependen mas del habitat por donde se desplaza que a alguna preferencia
notable por dicho organismo. Los calamares juveniles son depredadores mas
activos que los adultos debido a que estos requieren de mayor energia dado
gue nadan a mayor velocidad, entre 5-25 km/h; en cambio, los calamares
adultos pueden acechar a su presa individualmente, mientras que los adultos de
mayor tamafio son organismos mas oportunistas (Nesis, 1983).

Composicion Quimica del Calamar Gigante

La composicién quimica del musculo de especies marinas, como es el
caso del calamar gigante, varia dependiendo de algunos factores como: sexo,
talla, alimentacién, temporada y localizacion de la captura entre otros. Existen
muchas variaciones, en cuanto a composicion quimica se refiere, de especie a
especie asi como también dentro de la misma especie; esta variacion en la
composicién del masculo puede ocasionar cambios de sabor, color, textura y
apariencia (Sikorski, 1990).

La composicion quimica del muasculo de varias especies de calamar
(entre ellas Dosidicus gigas) indica que los compuestos nitrogenados no
proteicos representan alrededor del 37% del total de compuestos nitrogenados
incluida la proteina; esta fraccion estd compuesta principalmente de 300-1300
mg/100 g de Oxido de trimetilamina (OTMA), asi como de productos de su
metabolismo, otras aminas como el cloruro de amonio, aminoacidos libres y

sobre todo octopina en concentraciones de 450-1110 mg/100 g, arginina (hasta
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600 mg/100 g), ademas de glicina, alanina, betainas y nucleétidos, todos estos
compuestos considerados como precursores de sabor. En cuanto a la
composicion lipidica del manto, se encuentra principalmente constituida por
fosfolipidos y colesterol alrededor del 4%. La composicion de acidos grasos ha
sido encontrada muy similar a la de los tejidos de peces magros o blancos
como la lisa y el lenguado (Sikorski, 1986).

Importancia de la Pesqueria

La importancia de su pesqueria en la regidon noroeste del pais, como
todas las actividades de produccion pesquera, radica en los beneficios que trae
consigo esta actividad tanto en el aspecto nutricional como econdmico de la
region. Su captura a nivel nacional inicio a partir de 1974 con poca produccion y
consumo regional. No obstante, con el paso de los afios, esta pesqueria se ha
convertido en un importante recurso para los estados de Baja California Sur,
Sonora y Sinaloa (Nevarez-Martinez, 1999).

Los principales paises productores en orden de importancia de captura
son Perd, México y Chile, concentrando en estos casi la totalidad de la
produccion mundial de esta especie (Salinas, 2005), en la region noroeste de
México y mas en particular en el Golfo de California, la pesca de calamar
gigante representa la mayoria de la produccion nacional de la especie, siendo
los estados de Baja California Sur, Sonora y Sinaloa los de mayor aportacion.

La actividad de esta pesqueria se extiende a todo el afio, concentrandose frente
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a Baja California Sur en primavera y verano, y frente a Sonora en otofio e
invierno (Salinas, 2005).

La industria pesquera regional ha venido comercializando el calamar
gigante a mercados nacionales e internacionales, principalmente el mercado
asiatico, en donde se registra una fuerte demanda por productos a base de esta
especie. Esta demanda se traduce en un alto interés por aprovechar
comercialmente la totalidad de la misma. En México, las industrias que se
dedican al procesamiento del calamar gigante solo emplean tres procesos
principales, los cuales consisten en congelacién, cocido y secado (Salinas,

2005).

Generalidades del Colageno

El colageno es el principal elemento fibroso del tejido conectivo y la
proteina individual mas abundante de cualquier organismo (Brinckmann, 2005).
Este componente es muy importante debido a que contribuye de manera
significativa a la dureza del musculo del animal. Ademas, las fibras del colageno
han sido utilizadas como ingredientes en una gran variedad de productos
carnicos debido a su habilidad para atrapar agua y grasa (Wolf y col., 2009). El
coldgeno es practicamente insoluble en agua, pero a pH bajos su solubilidad
incrementa. Por lo tanto, para fines practicos, el colageno insoluble es
convertido a colageno soluble por medio de procesamientos acidos y/o

alcalinos, obteniéndose derivados como la gelatina después de un tratamiento
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térmico; sin embargo, con éstos tratamientos tan agresivos se pueden perder
algunas de las propiedades funcionales de la molécula (Figueiro y col., 2004).
Por definicion, la gelatina se considera al producto obtenido por la
hidrolisis acida parcial del colageno sometido a un proceso térmico, proveniente
de animales, ganado vacuno, porcino, aves y especies marinas. Dentro de las
propiedades funcionales que se le atribuyen a la gelatina estan: poder
gelificante y aglutinante (Fennema, 2002), puede actuar como un plastificante
(Krochta, 2002) y, aunque la gelatina es un ingrediente muy versatil como
agente funcional en la industria de alimentos (Fennema, 2002), se ha detectado
qgue la elaboracién de biopeliculas a partir de gelatina presenta propiedades
mecanicas y de barrera al vapor de agua deficientes, ademas de presentar alta
solubilidad al agua (Fakirov y col., 1997). Asi, actualmente se esta buscando
utilizar el colageno que presente cierta solubilidad, pero sin someterse a un
tratamiento térmico, es decir, sin llegar al proceso de la gelificacion (Wolf y col.,
2009). En la actualidad, embutidos como el salchichon se recubren con
materiales derivados del coldgeno (gelatina) o con materiales derivados de

mezclas de quitosano y gelatina (Chiou, 2006).

Estructura Quimica del Coldgeno

El término colageno deriva de la palabra griega “kolla” que es utilizada

para pegamento y fue definido por primera vez en el diccionario Oxford de 1893
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como “aquel constituyente del tejido conectivo el cual se convierte en gelatina
cuando se hierve”.

Actualmente, se puede definir a los colagenos como proteinas que se
arreglan en agregados supramoleculares en el espacio extracelular, las cuales
se comprimen en cadenas polipeptidicas con un gran nimero de secuencias
repetidas Gly-X-Y, donde Y es regularmente hidroxiprolina y X es regularmente
prolina (Branden, 1999).

El colageno esta clasificado dentro de las proteinas fibrosas. Estas son
aguellas que estan constituidas por cadenas polipeptidicas ordenadas que
forman fibras o laminas largas. Son fisicamente resistentes, insolubles al agua y
soluciones salinas diluidas, por lo que constituyen los elementos basicos
estructurales del tejido conectivo de los animales superiores (Lehninger y col.,
1995).

Las cadenas de colageno tienen una composicion y una secuencia de
aminoacidos que no son habituales. El coldgeno es extremadamente rico en
glicina (35%) y prolina (12%), aminoacidos que son importantes para la
formacion de una triple hélice estable. La glicina es el Unico aminoacido que es
suficientemente pequefio para ocupar el abarrotado interior de la triple hélice de
colageno, y en la mayoria de las regiones, la cadena constituye un residuo de
cada tres. Todavia no se ha determinado la secuencia completa de
aminoacidos de las cadenas de colageno, pero las que aparecen con mas

frecuencia son Gly-X-Pro, Gly-Pro-X y Gly-X-Hyp (Branden, 1999). Ademas de
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la glicina y la prolina, el colageno también contiene alanina (11%), aminoacidos
modificados (no codificables) como hidroxiprolina (9%) e hidroxilisina (3-9%)
(Figura 2) (Alberts, 1990). El 50% de las prolinas (y algunos residuos de lisina)
presentan hidroxilacion en el reticulo endoplasmico antes de que las
procadenas se asocien formando las moléculas de triple fibra de procolageno
(Alberts, 1990). Carece casi siempre de triptéfano y los aminoacidos que
contienen azufre estan presentes en bajos niveles (Fennema, 2002).

El coldgeno contiene también unidades de carbohidratos como glucosa y
galactosa unidos covalentemente a los residuos de hidroxilisina, el nimero de
monomeros de carbohidratos depende del tejido donde se encuentre (Belitz,
1999).

Se sabe que parte del colageno es soluble en disoluciones salinas
neutras, otra parte es soluble en acido y una tercera parte es insoluble
(Fennema, 2002). Estudios realizados en colageno del masculo de bovinos han
demostrado que el contenido de piridinolina incrementa con la edad de los
animales (Belitz, 1999). La piridinolina es una de las moléculas que interviene
en los enlaces intramoleculares de las fibras del coldgeno (Ando y col., 2006) y
se ha reportado que tiene una estrecha relacién con las propiedades fisicas del

mismo (Horgan y col., 1990).
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Figura 2. Representacion de la secuencia de aminoacidos del colageno

Se ha observado que cuando el colageno posee alto contenido de
piridinolina presenta menor solubilidad en agua (Ando y col., 2006; Bolboacaa y
Jantschi, 2008; Amin y Ustunol, 2007). La cual varia dependiendo del origen;
por ejemplo, en pescado, el colageno de la piel y el masculo puede ser disuelto
mas del 80%, mientras que el coladgeno del masculo porcino y bovino puede ser

disuelto solamente entre 6-18% (Amin y Ustunol, 2007).
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La estabilidad térmica de las fibras de colageno esta influenciada por el
contenido de aminoécidos, ya que la triple hélice es estabilizada por el residuo
gue se encuentra en la posicion X de la secuencia Gly-X-Y (Nomura y col.,
2000).La pequefia cadena lateral de la glicina (un atomo de hidrogeno) se
dispone hacia el interior, permitiendo que las tres cadenas polipeptidicas
compacten la triple hélice, mientras que las cadenas laterales de los residuos
de prolina e hidroxiprolina se disponen hacia el exterior de la triple hélice,
interaccionando con el disolvente (Belitz, 1999). Ademas, se sabe que la
hidroxiprolina desempefia un papel fundamental y especial como elemento que
estabiliza esta triple hélice. Cuando hay defectos de la hidroxiprolina se traduce
en la desorganizacion de la triple hélice y por lo tanto de todo el colageno
(Burjanadze, 1982). Debido a lo antes mencionado, los colagenos que
contienen pequefias concentraciones de ambos aminodcidos, prolina e
hidroxiprolina, se desnaturalizan a temperaturas inferiores que los que lo
contienen en grandes concentraciones. Los colagenos de los pescados
contienen una menor cantidad de estos iminoacidos que los colagenos de los
mamiferos, y su estabilidad térmica es menor (Fennema, 2002).

Se ha mostrado experimentalmente que la temperatura de
desnaturalizacion del colageno decae cuando la concentracion de hidroxiprolina
también decae, por lo que se cree que este iminoacido tiene una estrecha

relacion con la estabilidad térmica de la molécula (Burjanadze, 1982) .
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Una caracteristica de la fibra de colageno es que se encoge cuando se
calienta. La temperatura de encogimiento o retraccion (Ts) depende de la
especie. Para el colageno del pescado, la Ts es de 45°C y para el de
mamiferos de 60 a 65°C. Cuando el colageno nativo es calentado a una
temperatura mayor a la Ts, la triple hélice estandar se desnaturaliza,
dependiendo del tipo de entrecruzamiento.

Este fenOmeno de encogimiento ocasiona una desorganizacion de las
fiboras y el colapso de la arquitectura triple helicoidal de las subunidades
polipeptidicas de la molécula de colageno. Durante el calentamiento se pueden
alterar las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias, produciéndose la
rotura de muchos enlaces no covalentes junto con algunos enlaces covalentes
inter e intramoleculares y unos pocos enlaces peptidicos, lo cual hace que la
molécula se despliegue. El resultado es la conversion de la estructura helicoidal
del colageno a una forma méas amorfa, conocida como gelatina (Fennema,
2002). Debido a que las tres cadenas de la estructura helicoidal del colageno no
son idénticas, después de la degradacion resultan tres tipos basicos de nuevas
cadenas: las cadenas alfa, compuestas de una sola cadena peptidica, las
cadenas beta, formadas por dos cadenas peptidicas conectadas, y las cadenas
gamma, con tres cadenas peptidicas interconectadas, y dependiendo del
gradiente de temperatura, la transicion a una estructura mas organizada puede
0 no ocurrir durante el enfriamiento (Belitz, 1999).

Fuentes de Colageno
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Colageno en Organismos Terrestres. El colageno generalmente constituye
del 20 al 25% de la proteina total de los vertebrados superiores (Belitz, 1999) y
alrededor de un tercio o mas del cuerpo humano (Lehninger y col., 1995). Se
dice que cuanto mas pesado sea un animal, mas colageno posee. Por ejemplo,
una vaca mantiene su forma debido al colageno presente en su pellejo,
tendones, huesos y otros tejidos conjuntivos (Lehninger y col., 1995).

Al menos cuatro tipos de colageno (I, I, IV y V) se han identificado en
musculos de mamiferos y aves (Haard, 1995); en animales de ganado y cerdos
se ha encontrado que contienen primariamente colageno tipo | de composicion
[a1()202(D)] y tipo [ [a1(II1)] (Sikorski, 2001).

Por otro lado, el colageno presente influye significativamente en la
textura del masculo, ya que en animales jovenes es mas inestable debido a que
los puentes de hidrégeno que los unen estan en menor nimero. En cambio, en
animales maduros, el colageno posee un mayor numero de puentes de
hidrogeno (que se forman con el tiempo) y por lo tanto una mayor estabilidad.
Esto explica las diferencias en las texturas de los muasculos en animales de
distinta edad (Fennema, 2002).

Coladgeno en Organismos Acuaticos. El contenido de colageno en los
organismos marinos es menor que en los mamiferos, variando del 1 al 12% de
la proteina y del 0.2 al 2.2% del peso del musculo (Haard, 1995; Sato y col.,
1986). Se ha demostrado que juega un papel importante en el mantenimiento

de la estructura del musculo y estd estrechamente relacionado con la capacidad
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natatoria de los peces (Feinstein y Buck, 1984; Sato y col., 1986; Sato y col.,
1989) quiza debido a que es el mayor contribuyente de la fuerza tensil del
musculo (Espe y col., 2003).

Los organismos acuaticos son heterogéneos en composicion, el tipo de
colageno presente en estos y sus caracteristicas varian de especie a especie.
Sin embargo, se ha demostrado que el colageno tipo | y V frecuentemente
forman parte del tejido conectivo de los organismos marinos. Ademas, no se ha
encontrado en cantidades detectables el tipo Ill, que en mamiferos es el mayor
componente del perimisio (células que rodean las células endoteliales de los
capilares y vénulas pequefias) (Yoshimuray col., 2000; Sato y col., 1989).

Estos factores sugieren que las especies moleculares del colageno y su
distribucion en los organismos acuaticos son diferentes al de los musculos de
aves y mamiferos.

Propiedades del Colageno de Organismos Acuaticos. En si, los atributos de
los musculos de animales terrestres y acuaticos difieren en gran medida de
acuerdo a su composicién quimica.

En analisis realizados al colageno proveniente de pescados comunmente
utilizados para la produccion de gelatina, se ha encontrado que la distribucién
de aminoacidos es similar al proveniente de los mamiferos, pero con menores
cantidades de prolina e hidroxiprolina y altos valores de serina, treonina, y en

algunos casos metionina (Borgstrom, 1962).
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Asi mismo en un analisis donde se compararon las propiedades del
coladgeno tipo | del gran tiburén azul (Prionace glauca) y las del colageno de
cerdo, se encontro que el coladgeno proveniente del tiburon presenta una menor
temperatura de desnaturalizacion lo cual se relaciona con el menor contenido
de iminoacidos (Nomuray col., 2000).

Se ha reportado que aproximadamente el 70% del colageno del manto
de calamar no se solubiliza después de 30 min de calentamiento en agua
hirviendo, detectando incluso las fibras del colageno bajo observacion al
microscopio electronico, aun después de la coccién. Esto demuestra, de
acuerdo a estos autores, que en el masculo del calamar existe un colageno
estable al calor (Ando, 1997; Ando, 1996).

El masculo del calamar, después de la coccion, es diferente al del
pescado, ya que es relativamente duro y no se torna fragil durante el
calentamiento (Ando y col., 2001). La estabilidad térmica del colageno presente
en el manto de calamar se atribuye a la presencia de una molécula que forma
parte de las fibras del colageno, llamada piridinolina (Figura 3 y 4) (Belitz, 1999;
Ando y col., 2001). Una considerable cantidad de colageno (45 al 70%) del
manto de varias especies de calamares (Loligo forbensii, Loligo pealei, Sepia
pharaonis y Sepia officinalis), no se solubiliza ain después de 30 minutos de
coccion, manteniendo sus estructuras intactas, detectando que la piridinolina es
la molécula predominante en el colageno que permanece insoluble (Ando y col.,

2001). Esto hace suponer que la piridinolina tiene influencia en la estabilidad
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térmica del coladgeno del manto de los calamares estudiados y que esto a su
vez influye en la textura de los organismos (Ando y col., 2001).

Generalidades del Quitosano

El quitosano fue descubierto por (Rouget, 1859), quien encontré que al
tratar quitina con una solucion caliente de hidroxido de potasio se obtiene un
producto soluble en acidos organicos. Esta “quitina modificada”, como él la
llamo, se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de ioduro y &cido,
mientras la quitina era verde. Mas tarde fue estudiada por (Hoppe-Seyler,
1894), quién la denomind “quitosano”. En la Figura 5, se muestra el esquema
para la obtencién de quitosano.

La quitina es la base de la obtencion del quitosano, la cual es el segundo

polisacarido mas abundante después de la celulosa y se obtiene principalmente
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de los desechos del procesamiento de cangrejos y camarones (Synowiecki y
Shahidi, 1991).

El quitosano es un polimero catidnico que presenta grupos aminos libres
de estructura lineal con una alta densidad de cargas positivas.

Es utilizado como antimicrobiano y en tratamiento de efluentes
Industriales (Figura 6) (Plascencia-Jatomea, 2004; Yang y col.,, 2009). La
presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano
uno de los materiales mas versatiles que se estudian desde hace ya algun
tiempo, por la posibilidad de realizar una amplia variedad de modificaciones,
tales como la reacciones de anclaje de enzimas, reacciones de injerto,
obtencion de peliculas entrecruzadas, de las cuales se obtienen materiales con
propiedades adecuadas para aplicaciones inmediatas y futuras en
biotecnologia, biomedicina, agricultura, etc. (Hirano y col., 1997).

Dependiendo del pH del medio es la capacidad del quitosano para
interactuar con otras moléculas. Por ejemplo, a pH 3.1, el quitosano retiene mas
gelatina (58.3%) que a pH de 4.1 (31%), esto atribuido al caracter basico de sus
grupos NH2 (Medina-Maureira, 2005).

Otro factor que determina la interaccion entre el quitosano y otras
moléculas, principalmente proteinas, es el peso molecular de las mismas. A
menor peso molecular se traduce en una mayor facilidad de contacto entre el

quitosano y la proteina (Medina-Maureira, 2005).
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Figura 6. Quitosano comercial de caparazén de cangrejo, 85% deacetilado de
alto peso molecular (Sigma Chemicals Co, St. Louis, Mo).

Interacciones Quitosano:Proteina
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Las interacciones quimicas entre el quitosano y las proteinas se dan por la
presencia de grupos nucleofilicos como OH, NH2 en el quitosano y los grupos COOH,
NH2 en la proteina (colageno) asi como los enlaces heteroatomos-hidrogenos
polarizados. Entre las interacciones mas importantes estan las del tipo de enlace
puentes de hidrégeno asi también enlaces idnicos interacciones hidrofébicas, fuerzas
de van der Waals; siendo las primeras las mas representativas (Lima y col., 2006;
Sionkowska y col., 2004b), por ejemplo:

e Entre dos grupos hidroxilo (HO-HO)

e Entre el hidrogeno del grupo amina de la proteina y los oxigenos de los grupos
hidroxilo del quitosano y viceversa (HO-HN)

e Entre el hidrégeno sobre el nitrégeno de la amina del quitosano y el grupo

carbonilo de la proteina (C=0-HN).

En la Figura 7 se muestra la posible interaccion entre el quitosano y una
proteina (seccién del aminoacido prolina). Una de las propiedades que
caracteriza al quitosano es su grado de saturacion, el cual esta directamente
relacionado con el proceso de hidrdlisis de los grupos acetamido de la quitina
(CH3CONH-) hasta grupos aminos (NH2), la cual lleva a la obtencion del
quitosano. De acuerdo a esto se puede esperar un comportamiento distinto en
lo que se refiere a los posibles enlaces que ocurre con la proteina. A mayor
masa molar existe mayor cantidad de grupos aminos o acetilos disponibles para

enlazarse con la proteina (Medina-Maureira, 2005).
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En el quitosano, hay un nimero menor de interacciones del tipo de enlaces
puente de hidrogeno posible en los que intervienen los grupos carbonilo (C=0-
OH y C=0-NH) (Gonzalez-Gonzalez y col., 2002), el grupo acetilo puede
presentar un impedimento estérico para la formacion de enlaces de puentes de
hidrogeno, en los que intervenga el grupo hidroxilo vecino o el hidroégeno
aminico y resultar en una desventaja relacionada con la adsorcion de la
proteina.

La presencia de grupos amino a lo largo de la cadena tanto del colageno
como del quitosano, dependiendo de su tratamiento y su peso molecular,
permite su disolucién en acidos diluidos, por medio de la protonacién de esos
grupos.

En medios acidos diluidos se lleva cabo la siguiente reaccién de
equilibrio:

w NH, + HA =« NH;" + A~ (Reaccion 1)

Al adquirir cargas positivas, las aminas presentes en las moléculas tanto del
quitosano como del colageno aumentan su capacidad hidrofilica.

De diversas investigaciones donde se ha llevado cabo la mezcla de
colageno con quitosano, se ha detectado lo siguiente:

- Al aumentar la concentracion de quitosano, las fibras de la mezcla se hacen
mas delgadas (Sionkowska, 2006).
- El quitosano (16% deacetilado) aumenta la estabilidad térmica de las peliculas

de colageno. Esto se atribuye a que aumenta la organizacién microscopica de

30



la estructura de las moléculas, ocasionando a su vez un aumento en la
estabilidad térmica (Lima y col., 2006; Horn y col., 2009).

- Al mezclar el colageno con el quitosano, se puede presentar un incremento en
las interacciones hidrofilicas, induciendo una menor asociacion proteina-
proteina, por lo que la viscosidad de la mezcla aumenta y se potencializa un
comportamiento tipo fluido viscoelastico (Sionkowska y col., 2004b; Horn y col.,
2009).

- A mayor concentracion de quitosano la fuerza de elongacion disminuye

(Suyatma y col., 2004).

Biopeliculas

En los ultimos 50 afios los avances en la produccion de peliculas han sido
impresionantes, se han elaborado peliculas de polimeros sintéticos disefiados para
proteger los alimentos y productos farmacéuticos, entre otros, realizando ademas
funciones como acolchado. Con el aumento de la poblacién y la explotacién de los
recursos no renovables y el medio ambiente, se plantea el uso de recursos renovables
para producir biopeliculas comestibles y biodegradables que pueden mejorar la calidad
de los productos y/o reducir los problemas con la eliminacion de residuos (Aristippos,
2002).

Una serie de estudios han considerado adecuados a los materiales de diferentes
origenes renovables que tengan las propiedades y aplicaciones potenciales para
elaborar biopeliculas, recubrimientos comestibles y biodegradables (Tabla 1) (Daniels,

1973; Gilbert y Pegaz, 1969; Kester y Fennema, 1986; Krochta, 1992). Entre los
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materiales utilizados se tienen a las proteinas, polisacaridos, lipidos y resinas
naturales como la colofonia (Hernandez, 1994; Baldwin y col., 1997; Callegarin
y col., 1997; Shellhammer y Krochta, 1997).

Las biopeliculas y recubrimientos a base de proteinas pueden ser comestibles
y/o biodegradables, esto dependera de la formulacidn, el método de elaboracidn, y los
tratamientos previos a su modificacién. Los cambios que se dan en las proteinas se
deben al efecto de la temperatura utilizada, modificacién del pH, contenido de sal,
modificacion enzimatica y eliminacién de agua presente, lo cual determinara si la
pelicula 6 el recubrimiento resultante es comestible (Krochta y De Mulder-Johnston,

1996).
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Tabla 1. Propiedades y aplicaciones de peliculas de colageno y quitosano de diferentes
origenes.

Materiales

Propiedades

Aplicaciones

Referencias

Quitosano + PEO (6xido
de polietileno)

Colageno + quitosano

Quitosano + Colageno

Quitosano + glicerol +
cera
Quitosano + HPMC
(hidroxipropil metil
celulosa)

Quitosano + colageno

Pectina + gelatina

Colageno

Colageno + quitosano

Colageno + PLA (4cido
polilactico)
Proteina de Trigo +
colageno
Colageno + glicerol
Proteina de trigo
comparado con Colageno
Quitosano + PLA (acido
polilactico)

Mecanicas: TS=47.0 mPa, %E=4.2
Solubilidad en agua: 46.4%

NR

Interacciones puentes de
hidrogeno
PM: 220kDa bajo, 350kDa medio,
560kDa alto

Mecanicas: TS=7 mPa, %E=60.5
VTVA =9.7 g/m’dia

Aumento de la resistencia térmica
de los componentes
Mecanicas: TS=43.5 mPa, %E=3
VTVA = 147 g/m’dia

NR

Mecanicas: TS=0.61 mPa, %E=3.2
Térmicas: Tmax 115°C
Mecanicas: T5=0.49 mPa, %E=17

Mecanicas: TS=7 mPa, %E=48
Mecanicas: TS=46.6 mPa, %E=110
Mecanicas: TS=6.5 mPa, %E=6.8

Mecanicas: TS=64.4 mPa, %E=4.2
VTVA =12.5 g/m’dia

NR

Material para reemplazo
de tejido en cérnea

NR
Cubiertas comestibles para

frutas

NR

NR

NR

Formacion de la matriz
extracelular
Elaboracion de matriz
artificial de para huesos
Acelerador en la formacién
de tejido

NR
NR

NR

NR

(zivanovicy col., 2007)

(Cheny col., 2005)

(Sionkowska y col., 2004b)

(Gonzélez-Aguilary col.,
2005)

(Sebtiy col., 2007)

(Horny col., 2009)

(Liu y col., 2007)

(Songy col., 2006)

(Wangy col., 2008b)

(Jeongy col., 2007)

(Simelane y Ustunol, 2005)
(zhangy col., 2007)

(Amin y Ustunol, 2007)

(Suyatma'y col., 2004)

TS = esfuerzo a la tension
%E = porcentaje de elongacién
VTVA = velocidad de transmision del vapor de agua
PM = peso molecular
NR = no reportado
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

Para la obtencion del colageno, se partié de la cabeza y tentaculos del
calamar gigante (Dosidicus gigas) proveniente de 7 especimenes adultos,
capturados en Bahia de Kino, Sonora (México) (29°05’'N110°57°'W) en la
temporada otofio-invierno del 2007. Organismos enteros sin eviscerar fueron
transportados en hielo al Laboratorio de Productos Marinos del Departamento
de Investigacion y Posgrado en Alimentos, donde se llevo a cabo el faenado,
separando las cabezas y parte de tentaculos para proceder a cortar en trozos
pequefios en forma de cubos para ser separados en porciones de 100 g. Las
muestras fueron almacenadas a -25°C para su posterior uso.

El quitosano empleado fue comercial el cual provenia de caparazon de
cangrejo, 85% deacetilado de alto peso molecular (Sigma Chemicals Co, St.
Louis, Mo).

El trabajo experimental se dividi6 en dos fases (Figura 8), el objetivo
central de la fase | fue la obtencién y caracterizacion fisicoquimica del colageno
soluble en acido proveniente de la cabeza y tentaculos del calamar gigante;
mientras que el objetivo central de la fase I, fue la de elaborar biopeliculas de
compositos a partir de la mezcla del colageno extraido y quitosano comercial,

para evaluar sus propiedades mecanicas y fisicoquimicas.
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Figura 8. Diagrama de flujo general para el desarrollo de las dos fases
propuestas para la elaboracion del trabajo experimental.



Fase I:

Obtencién y Caracterizacion del Colageno Soluble en Acido

El proceso para la obtencién del colageno se basa en la solubilidad que
presentan las principales proteinas presentes en los tejidos. Para llevar a cabo
dichoproceso de obtencidn se siguié la metodologia reportada por Sivakumar y
Chandrakasan (1998) y Uriarte (2007) (Figura 9).

La cabeza y tentaculos finamente picados fueron lavados con agua
destilada. Con la finalidad de remover las proteinas miofibrilares, la muestra se
homogenizo6 con 3 volimenes de Urea 6 M en acetato de sodio (pH 6.8) usando
un homogeneizador de tejido ("Wisetis" HG-15D, DAIHAN) por un tiempo de 3
min a 0°C, posteriormente se coloco en agitacibn magnética constante durante
24 h a 4°C. Al término de la agitacion, las muestras fueron centrifugadas a
13416 G por 40 min a 4°C en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R
(Eppendorf AG Int., Hamburgo Alemania). El precipitado obtenido fue tratado
posteriormente con buffer neutro (Tris 0.05 M con NaCl 1 M, pH 7.2), dejandose
en esta solucién por 24 h a 4°C; en esta etapa del proceso se obtuvo el
colageno soluble en solucién salina. Finalmente, el precipitado obtenido se tratd
con acido acético 0.5 M para obtener la fraccion soluble en acido, la cual fue

liofilizada y mantenida en refrigeracion hasta su uso.
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Lavado, pesado de los desechos

Homogenizado con 3 volimenes de Urea 6M en CH3 COONa 0.5M pH(6.5)

Agitacion constante por | fth a 4°C

Cerl\ fugacion

Z—

Colageno soluble en NaCl <:I Homogenizado con Tris 0.05M + NaCl 1M

Agitacion constante por 4 th a 4°C

Cen| [fugacion

<—2

Colageno soluble en acido <:I Homogenizado con CH3COOH 0.5M pH

Figura 9. Representacion esquematica del método empleado para la
extraccién de colageno (Sivakumar y Chandrakasan, 1998; Uriarte,
2007).

Caracterizacion de la Fraccion Acida del Colageno
de los Desechos de Calamar

Concentracion de Proteina

La concentracion de la proteina se determiné por el método de Bradford
(1976), utilizando albumina de suero bovino como estandar (Img/mL). A una
longitud de onda de 595 nm en un espectrofotémetro (Perkin EImer lambda 2S).

Electroforesis en Gel de SDS - Poliacrilamida
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Mediante esta técnica permiti6 establecer el peso molecular de la
fraccion obtenida y corroborar que se obtuvo colageno. La corrida
electroforética se realizé en geles de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida al
7.5%, en condiciones desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia de
Laemmli (1970), utilizando un voltaje de 120 volts. Después de corrida, los
geles fueron tefidos con Azul de Comassie R-250 al 10% y destefiidos con
acido aceético al 10%.

Los marcadores de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad) para
estimar los pesos moleculares de los componentes de la muestra, fueron:
miosina, 200 kDa; B-galactosidasa, 116.25 kDa; fosforilasa b, 97.4 kDa;
seroalbumina bovina, 66.2 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; anhidrasa carbonica, 31
kDa; inhibidor de tripsina de soya, 21.5 kDa; lisozima, 14.4 kDa y aprotinina, 6.5
kDa. Finalmente, para la interpretacion de los geles se utilizé6 un analizador de
imagenes Bio-Rad modelo 395.

Perfil de Aminoacidos

Ademas del peso molecular, otro indicador de que se trabajé con
colageno, es el contenido de prolina e hidroxiprolina, para lo cual es necesario
llevar a cabo la determinacién de los aminoacidos presentes en la muestra.
Para este andlisis se utilizé la metodologia descrita por Vazquez-Ortiz (1995) y
el método de derivatizacién en precolumna de Lindroth (1979). El método en
general consistio en pesar 3 mg de la muestra liofilizada, la cual se colocé en

tubos para llevar a cabo la hidrélisis, con HCI 6 N y &cido tioglicolico como
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antioxidante. A los tubos se les aplicé vacio y se cerraron. Posteriormente, los
tubos se calentaron en una placa de calentamiento por 6 h a 150°C. Al término
de la hidrdlisis se dejaron enfriar y se evaporé el reactivo en un rotavapor Buchi
(Buchi, Flawil, Suiza), obteniéndose un concentrado, el cual se resuspendié en
2 mL de buffer de citrato de sodio 0.2 N pH 2.2 y se almacend en viales a
temperatura ambiente hasta su inyeccién en el cromatégrafo (Vazquez-Ortiz y
col., 1995; Lindorth y K., 1979).

Para la determinacion de los aminoacidos primarios se tomaron 250 pL
del extracto hidrolizado, mezclandose con 250 pL de o-ftalaldehido (OPA).
Previo a la inyecciéon de la muestra se tomd control del tiempo con un
cronémetro por 2 min, para después filtrar y recibir el filtrado en un vial oscuro,
del cual posteriormente se inyectd6 20 upL en el cromatografo. Para la
determinacién de los aminoacidos secundarios (prolina e hidroxiprolina) se
tomaron 125 pL del extracto hidrolizado, se les adicion6 0.5 ml de buffer de
boratos 0.4 M pH 10.4. De esta dilucion, se tomaron 250 uL y se mezclaron en
un jeringa con filtro con 250 uL con la solucién derivatizante (NBD-CI 2 mg/mL
en MeOH); una vez filtrada, la mezcla se calenté a 60°C durante 5 min en un
vial oscuro con tapa. La reaccion de derivatizacion se detuvo con la adiciéon de
50 uL de HCI 1 M y se enfri6 a 0°C. Para el analisis, se tomaron 20 uL de
extracto final y se inyectaron en el cromatografo.

El area producida por la fluorescencia de los aminoacidos se registré con

la ayuda del programa Chem Station (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA).
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Los aminoacidos fueron identificados y cuantificados de acuerdo al tiempo de
retencion y las areas comparadas con un estandar externo de aminoacidos.
Calorimetria Diferencial de Barrido

El comportamiento térmico de la molécula obtenida fue determinado
mediante la determinacién de la temperatura de transicion y la energia de
desnaturalizacion o descomposicion, medida como entalpia (AH) utilizando un
calorimetro diferencial de barrido (Perkin Elmer Diamond DSC (Waltham, MA,
USA). De la fracciébn &cida del colageno liofilizado, se pesaron 20 mg de
muestra. Las microcdpsulas de acero inoxidable que contenian la muestra
fueron selladas herméticamente con una engargoladora (Perkin Elmer). Las
condiciones de la medicién fueron: velocidad de barrido de 10°C/min en un
rango de temperatura de 30 a 200°C, usando aire como referencia. La energia
total de desnaturalizacion de la proteina, el cambio de la entalpia, se midié por
la integracion del pico bajo el area, obteniéndose los termograma, entalpias
(J/g) y temperaturas maximas (°C) de transicibn para todas las muestras
(Brown, 1998).

Analisis al Quitosano Comercial

Con la finalidad de verificar el peso molecular del quitosano comercial,
asi como sus propiedades térmicas, se llevo a cabo la determinacion de las

mismas.
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El peso molecular del quitosano se determind mediante la viscosidad

intrinseca (n), la cual se obtuvo a partir de la medicién de la viscosidad relativa

(Mrer)-

Para la muestra de quitosano se preparo 4 diluciones en acido acético
0.3M con 0.2M de acetato de sodio. Posteriormente se determiné el tiempo de
paso por un viscosimetro capilar Ubbelohde a 25°C en un bafio de agua
(Gonzalez-Aguilar y col., 2005). El valor de la viscosidad relativa se calculé con
la ecuacion 1.

(Mre)) =t/ ts (Ecuacion 1)

En donde tx corresponde al tiempo de paso de la solucién de quitosano y
ts es el tiempo de paso del solvente.

El valor de la viscosidad intrinseca se determind utilizando los valores de
la viscosidad relativa, mediante la extrapolacién grafica conjunta de las curvas
obtenidas de las ecuaciones de Huggins, Kramer y punto critico, a una
concentracion tedrica de polimero igual a 0. A continuacién se calcul6 el peso
molecular a partir de los valores de viscosidad intrinseca, empleando la
ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada:

(n)=KMw* (Ecuacion 2)

En donde K y a son las constantes, con valores de 3.04x10° y 1.26,

respectivamente y Mw es el peso molecular (Rinaudo y col., 1993).

41



Para las propiedades térmicas del quitosano comercial se utilizd el
calorimetro de barrido diferencial, siguiendo el procedimiento antes sefialado en
el apartado de caracterizacion del colageno.

Fase ll:
Elaboracion de Biopeliculas

Extraida y caracterizada la fraccion soluble en &cido del colageno
presente en los desechos del calamar gigante, y confirmado el peso molecular y
propiedades térmicas del quitosano comercial, se procedid a obtener las
biopeliculas aplicando el método de casting (Plascencia-Jatomea, 2004).

Para poder preparar las soluciones tanto de quitosano, como de
colageno, primeramente se determind el medio en el cual ambos presentaban
su méxima solubilidad, siendo solubles ambos en medio &cido. Por lo tanto, se
prepard una solucion de quitosano comercial al 2% (p/v) en acido acético 0.5 M.
Para el coladgeno obtenido de los desechos de calamar gigante, se utilizaron las
muestras liofilizadas y también se prepard una solucién al 2% (p/v) en acido
acético 0.5 M. Para la obtencion de la biopelicula se mezclaron las soluciones
anteriormente preparadas.

Partiendo de la hipétesis de que el coldgeno tendr4 un efecto
plastificante en una biopelicula de quitosano, se evaluaron tres biopeliculas
siendo la biopelicula 1 el control sin colageno:

Biopelicula 1. 100% quitosano.

Biopelicula 2. 80% quitosano : 20% colageno
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Biopelicula 3. 50% quitosano : 50% colageno
Biopelicula 4. 20% quitosano : 80% colageno.

El procedimiento que se siguid para obtener la mezcla y asegurar que se
contaba con la concentracion deseada en cada mezcla, consistido en pesar el
volumen necesario de cada solucidn para obtener la concentracion requerida,
posteriormente estos volimenes se mezclaron utilizando un homogeneizador
("Wisetis" HG-15D, DAIHAN). Cada mezcla se colocé en un molde de forma
rectangular con medidas de 9.5 cm por 18.6 cm y en molde circular con
diametro de 9.5 cm en una superficie plana nivelada, en la cual se dej6 reposar
hasta que se evapora el acido acético (Plascencia-Jatomea, 2004). Antes de
verter la mezcla en los recipientes, se midié el volumen del recipiente y
posterior a ello se midio el volumen de la mezcla para establecer el espesor que
dicho volumen proporciona a la biopelicula al secarse. Una vez encontrado el
volumen a utilizar por cada mezcla; este se determino mediante comparacion
de medias, para qué no hubiese diferencia significativa entre los volimenes
empleados por mezcla, ni en el espesor obtenido. Con esto se aseguraba que
los valores obtenidos de las evaluaciones realizadas a las biopeliculas, fuese
anicamente por efecto de la concentracion de colageno.

Todas las biopeliculas tuvieron un espesor similar para poder llevar a cabo
las comparaciones, y que el espesor no fuese un factor que afectara los resultados.
El diagrama de flujo para la elaboraciéon de la biopelicula se muestra en la Figura

10.
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Caracterizacion de las Peliculas de Colageno y Quitosano

Las cualidades de los materiales son consecuencia directa de su
composicion y de su estructura molecular (Jenkins, 1991). Las propiedades
mecanicas mas comunes que se le determinan a un material para su
caracterizacion, identificacion y control son: resistencia a la tension y elongacion, asi
como la propiedad de barrera que es la velocidad de transmision al vapor de agua,
velocidad de transmision al oxigeno, CO, entre otras. Dentro de éstas, las dos
primeras son importantes para determinar la resistencia del material, la capacidad de
estiramiento antes de romperse y la fuerza necesaria para romper el material
(Ramirez, 2001). Y la tercera es un requerimiento importante en la seleccion del

sistema de envasado para alimentos, ya que esta propiedad permitira el paso de

Colageno Quitosano
80% 20%
50% 50%
20% 80%
0% 100%

Velocidad: 9.50 G

Homogenizado Tiempo: 3 min

Eliminacién de burbujas
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Recipiente rectangular de 9.5 x 18.6 cm
y un circular de 9.5 cm de diametro

Secado a temperatura ambiente

Biopelicula

Figura 10. Representacion esquematica del método empleado para la

elaboracién de biopeliculas.

gases 0 vapores a través de su estructura molecular, ya sea hacia adentro o hacia
afuera del envase (Marsh y col., 2007).

Espesor: Antes de proceder con la determinacion a todas las peliculas se les midié
el espesor utilizando un micrémetro marca Mitutoyo modelo IP65 Coolant Proof, con
rango de 0-1 pulgadas; se cuid6 que la variacion de espesor en todas las peliculas
no fuera mayor al 10%, se midi6 en diez partes de la pelicula en los extremos y en el
centro, sacando un promedio tomandose ese promedio como el espesor final.
Propiedades Mecanicas de Esfuerzo—Deformacién: Al mezclar el quitosano con
el colageno obtenido del calamar gigante, se esperaba que se aumentara el

porcentaje de elongacion, lo cual indicaria que obtuvo una pelicula mas plastica.
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El porcentaje de elongacion y el esfuerzo se monitorearon de acuerdo a
la Norma ASTM-D882-91 “Propiedades de Tension en Laminas Plasticas
Delgadas”.

Para llevar a cabo estas pruebas, las biopeliculas recién formadas se
cortaron en tiras de 0.5 cm de ancho por 8 cm de largo y se almacenaron en
bolsas selladas por 48 horas antes de la prueba con la finalidad de evitar la
posible ganancia de humedad. Las pruebas se llevaron a cabo en un analizador
de textura Instron (United Modelo SSTM-5KN), a una velocidad transversal de
10 mm/s para tensién y elongacion al punto de fraccion (Cota, 2007).

Ademas de establecer las propiedades mecanicas de las biopeliculas
obtenidas, se determinaron las propiedades de una pelicula comercial a base
de acetato de celulosa (celofan) y otra de polipropileno; estos materiales son
comunmente utilizados en la elaboracion de peliculas plasticas comerciales, de

alli la importancia de comparar las biopeliculas con estos materiales.

Velocidad de Transmisién del Vapor de Agua: Otro parametro muy
importante para determinar el potencial de utilizacién de un material dentro de la
elaboracion de peliculas es la permeabilidad, siendo la propiedad que tienen las
peliculas plasticas de permitir el paso de gases o0 vapores a través de su
estructura molecular, es una propiedad del material, y la difusién o paso de
gases 0 vapores siempre ira del lugar de mayor concentracion al de menor
concentracion (Han, 2005). La proteccion al alimento del intercambio de gases y

vapores depende de la integridad del envase y de la permeabilidad del material.
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Los principales factores que influyen en la permeabilidad a gases y vapores son
la naturaleza del polimero y del permeante, la temperatura y el espesor del
material de envase (Graciano-Verdugo, 2006; Marsh y col., 2007). Para evaluar
la permeabilidad se utiliza la evaluacion de la velocidad de transmision del
vapor de agua la cual se define como la constante de velocidad en la que el
vapor de agua penetra a través de una pelicula de la muestra en condiciones
especificas de temperatura y humedad relativa (Robertson, 2006).

Es importante para aquellos alimentos que tienden a ganar o perder
humedad. Los alimentos susceptibles a la humedad necesitan ser envasados
en materiales con una alta barrera a este factor. La penetracion de humedad
ocasiona pérdida de textura, ablandamiento o humedecimiento de productos.
Ademas, favorece el desarrollo de hongos y levaduras, asi como una apariencia
indeseable del producto para el consumidor (Graciano-Verdugo, 2006).

La velocidad de transmisién del vapor de agua, se llevé a cabo por el
meétodo de las capsulas segun la Norma ASTM 96-80. Se utiliz6 un material
higroscopico dentro de la capsula de aluminio y posteriormente se recubrié con
las peliculas, se almacend en camara a humedad relativa de 55% y luego se
midid la ganancia de peso de la muestra durante mas de 10 dias (hasta
conseguir el equilibrio) tomando medidas cada dia para al final de este tiempo

elaborar una grafica peso ganado vs tiempo.

Solubilidad en Agua: La solubilidad de las peliculas es una propiedad importante

gue se relaciona con la utilidad de las peliculas elaboradas. En algunos casos, la

47



facilidad del disolverse en agua es deseable y en otros casos lo que se quiere es que las
peliculas o el recubrimiento presente una resistencia a la solubilidad para garantizar la
integridad de los alimentos. Dependiendo del tipo de proteina que se emplea para la
elaboracién de peliculas se tendran peliculas con diferentes capacidades de solubilidad
en agua (Krochta, 2002).

Para esta determinacion se pesaron muestras cercanas a 0.0001 g,
estas fueron secadas en una estufa de secado a 100°C por 24 horas para
obtener el peso inicial de la materia. Las muestras secas fueron puestas en 50
ml de agua deionizada, la cual contenia 0.02% p/v azida de sodio (como
prevencion del crecimiento microbial), a continuacion fueron agitados por 24
horas, las biopeliculas fueron inspeccionadas visualmente hasta obtener total
solubilidad segun sea el caso. Después de 24 horas las peliculas que no se
pudieron disolver fueron extraidas del agua y se pusieron a secar a 100°C por
24 horas, para determinar el peso de la materia seca que no se disolvié en agua
(Gontard y col., 1992). Los resultados se reportan utilizando la relacion que se

muestra en la ecuacioén 3.

Peso inicial de la materia seca — Peso de la materia seca que no se disuelve 100 (Ecuacion 3)
Peso inicial de la materia seca

Propiedades Térmicas: Las propiedades térmicas permiten el conocimiento
del comportamiento de los materiales al ser sometidos a un calentamiento. La
resistencia térmica de éstos determinara la estabilidad de la molécula y el

meétodo al que pueden ser sometidos para la obtencion de peliculas, ya que
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procesos como la extrusion necesitan de materiales termoplasticos para poder
producir peliculas de calidad (Krochta, 2002).

Las propiedades térmicas de las biopeliculas obtenidas fueron evaluadas
en funcion de la temperatura de transicion y energia de desnaturalizacion (AH)
mediante el uso de la calorimetria diferencial de barrido. Para esto se utilizé un
calorimetro de barrido diferencial marca Perkin EImer Diamond DSC (Waltham,
MA, USA). Se cortaron las biopeliculas en tiras muy delgadas y se colocaron
en las micro capsulas de acero inoxidable, pesando alrededor de 20 mg por
cada muestra; las capsulas fueron selladas herméticamente con una
engargoladora marca Perkin Elmer. Las condiciones de la medicion fueron:
velocidad de barrido de 10°C/min en un rango de temperatura de 30 a 200°C,
usando aire como referencia. La energia total de desnaturalizacién de la
biopelicula, el cambio de la entalpia, se midi6é por la integracién del pico bajo el
area, obteniéndose los termogramas, entalpias (J/g) y temperaturas maximas
(°C) de transicion para cada biopelicula. Esta determinacién se repitié al menos
tres veces para cada una de las peliculas obtenidas.

Microscopia Electronica de Barrido: Esta técnica permite una observacion de
las posibles interacciones de los materiales mostrando una imagen clara del
comportamiento de los materiales a diferentes concentraciones.

Para el analisis de las superficies de las biopeliculas se utilizé un
microscopio electronico de barrido marca JEOL Modelo 5410LV equipado con

un EDS marca Oxford. Se utilizd6 una pequeia cantidad de muestra, se fij6 en
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un porta muestras de bronce con una tira de papel de carb6én autoadhesiva de
13 mm y se sometié a observacion directa en el microscopio con un voltaje de
aceleracion de 5 kilovoltios (KV). Para las diferentes biopeliculas se realizo el
mismo procedimiento.

Diseio Experimental y Analisis de Datos

Este trabajo se dividié en dos fases: (I) La obtencion de la fraccion acida
del coldgeno presente en los desechos de calamar gigante; (1) La elaboracion
de biopeliculas de coladgeno — quitosano.

En la fase (I) de la obtencion del coldgeno se aplico un proceso de
extraccion reportado por otros autores, se partio de la cabeza y tentaculos de
calamar de una captura Unica, evitando asi el efecto de temporada y zona de
pesca. Para obtener el colageno se partié de lotes de 100g de muestra molida.
El proceso se repitid hasta obtener la suficiente cantidad de muestra liofilizada y
llevar a cabo las evaluaciones de caracterizaciobn del coldgeno extraido y
elaboracién de biopeliculas.

Las variables respuesta de la primera fase fueron: concentracion de
proteina, movilidad de las fracciones proteicas en el andlisis electroforético,
concentracion de aminoacidos e iminoacidos (prolina e hidroxiprolina), y la
temperatura de transicion y entalpia.

Cada una de las determinacion analiticas se repitieron hasta obtener una
variacion entre replicas menor al 5%, para la evaluacion de los datos se aplico

un analisis descriptivo (Glover y Michell, 2008).
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En la fase (II) se elaboraron tres diferentes mezclas de colageno -
quitosano y se obtuvieron las biopeliculas por casting; para lo cual se utilizo un
disefio completamente al azar en el que se utilizo como control una biopelicula
de quitosano.

Todos los experimentos se repitieron dos veces. En cada replica, 5
biopeliculas de cada una de las mezclas elaboradas fueron preparadas para
medir las propiedades mecéanicas y velocidad de transmision de vapor de agua,
3 biopeliculas fueron usadas para evaluar la solubilidad al agua y propiedades
térmicas, y 2 biopeliculas para llevar a cabo las observaciones realizadas a
través del microscopio electronico de barrido.

Los variables respuesta para esta segunda fase fueron: el espesor, las
propiedades de esfuerzo-deformacion, la velocidad de transmisién de vapor de
agua, la solubilidad en agua y la temperatura de transicion, entalpias y la
temperatura de transicion vitrea.

El procedimiento de modelos generales lineales se aplicé para evaluar
las diferencias entre las peliculas, usando el paquete estadistico JMP 5.0.1.

El analisis de varianza (ANOVA) de una sola via se aplicé a todos los
tratamientos. La prueba de Tukey se utilizo para la comparacion mdultiple de

medias, se trabajo con un nivel de significancia de 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Fase I:

Caracterizacion del Colageno

Extraccion de Colageno

Se logré extraer 9.3 + 0.01g de proteina por cada 100 g de desecho.
Durante el proceso de la extraccion se separaron las proteinas estromales de
las miofibrilares y sarcoplasmaéticas, obteniéndose la fraccion soluble en acido
del colageno.

La cantidad de proteina extraida es superior a la obtenida para otras
especies de calamar como Loligo patagonica (3%), similar a lllex argentinus
(11%), lllex condenti (10.6%), aunque menor a Tadoropis eblanae (13-18%)
(Sikorski, 1986; Nevarez-Martinez y col.,, 2000; Morales y col., 2000;
Kolodziejska y col., 1999).

La concentracion de colageno soluble en &cido presente en el contenido
total de proteinas fue de 74.1 + 2.9%. Valores menores del colageno soluble en
acido se detectaron en el manto del calamar gigante (70%) (Uriarte, 2007), sin
embargo valores mas altos de éste coldgeno soluble en acido se han detectado
en otras especies de calamar, como el calamar volador (l. coindetii) y al calamar
pota (T. eblanae), donde se reportan valores entre 77 — 87% (Morales y col.,
2000).

Se sabe que a mayor grado de entrecruzamiento en el colageno menor

sera su solubilidad en acido (Friess, 1998). Por lo tanto, es posible que exista
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un menor grado de entrecruzamiento en el colageno presente en la cabeza y
tentaculos del D.gigas comparado con el manto, y mayor comparado con otras
especies de calamar.

Perfil de Aminoacidos

La deteccidn realizada por fluorescencia presentd los valores de los aminoacidos
primarios que se muestran en Tabla 2, en donde puede apreciarse que los valores de
glicina obtenidos son de 2.8 + 0.1mg/g proteina. Un aminoacido que se esperaba en
bajas concentraciones era la metionina, sin embargo el analisis arrojé valores muy
elevados (50.1 + 2.9 mg/g proteina).

Los valores de glicina son menores a lo reportado por otros autores, ya que se
espera que una muestra de colageno presente una alta concentracién de este
aminoacido (entre 27 y 34.5 mg/g de proteina); esto puede atribuirse a la region
anatdmica de donde se extrajo el colageno, ya que en los tentaculos se encuentran los
aminodcidos como la alanina, lisina que son la principal fuente de energia metabdlica
para el calamar gigante.

Por otro lado el contenido de metionina es elevado en comparacién con otros
valores reportados (0.6 a 1.3 mg/g proteina) (Song y col., 2006; Giménez y col.,

2009; Kim y Park, 2004). Esto puede atribuirse a que durante el proceso de

extraccion del colageno, no se alcanz6 a remover completamente otro tipo
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Tabla 2. Contenido de aminoacidos en el colageno soluble
en acido extraido de los desechos de calamar gigante

(Dosidicus gigas).

Aminoécidos Concentracion mg/g
Acido aspartico 0.7+0.1
Acido glutamico 1.5+0.2

Glicina 28+0.1
Treonina 1.3£0.2
Alanina 05+0.1
Tirosina 1.7+0.1
Metionina 50.1+29
Valina 1.5+0.01

Lisina 1.0+0.2

Cantidad Total de AA 61.087

Los aminoacidos fueron cuantificados por HPLC, segun
modificaciones al método (Vazquez-Ortiz y col., 1995).
Los analisis se realizaron por triplicado, indicando el valor

promedio = el error estandar.

de proteinas como las miofibrilares, tal como se aprecia en el analisis
electroforético, que se discute mas adelante.

El contenido de los aminoacidos secundarios presentes en el coldgeno soluble en acido

obtenido de la cabeza de Dosidicus gigas se muestran en la Tabla 3. Los resultados

54



indican un contenido de hidroxiprolina es de 4.6% y de prolina de 8.3%. La
concentracion tanto de hidroxiprolina como de prolina fueron menores al detectado en
el colageno soluble en acido presente en manto de calamar gigante (6.5% y 10.9%
respectivamente) (Uriarte, 2007).

La presencia de prolina e hidroxiprolina se relaciona con la presencia de
coldgeno, debido a que estos aminoacidos no se encuentran en forma habitual en otras
proteinas (Vazquez-Ortiz y col., 2004), por lo que la deteccién de los mismos confirma
que se trabajo con esta proteina. Ademas, se ha establecido que la concentracién de
estos inminodacidos esta relacionado con la estabilidad térmica del coldgeno (Sikorski y
col., 1984), considerando a la hidroxiprolina la responsable de dicha estabilizacion
debido a su habilidad de formar puentes de hidrégeno (Guo y col., 2003; Khew y Tong,
2008). De ahi que el colageno soluble en acido extraido de la cabeza y tentdculos del
calamar gigante presente propiedades térmicas menores a las detectadas en el manto,

como se menciona en el apartado de calorimetria, que se describen mas adelante.
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Tabla 3. Contenido de proteina, coldgeno soluble en acido, prolina e
hidroxiprolina de los desechos de calamar gigante (Dosidicus gigas).

Colageno Extracto (100g de desechos)
Total (% del contenido de proteina) 9.3+0.01
. - 0 .
Colageno soluble en éacido (% del colageno 741+29
total)
, . . 0 .

Hidroxiprolina (% del colageno soluble en 48401

acido)

Prolina (% del colageno soluble en &cido) 83%0.2

Los valores son promedio de 3 repeticiones.
El porcentaje de colageno fue determinado multiplicando el valor de hidroxiprolina por
el factor 21.56.
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Perfil Electroforético

El perfil electroforético de la fraccion acida del colageno se muestra en la
Figura 11, en donde se aprecia la presencia de 3 fracciones o bandas en el
carril D, dos de ellas cercanas con pesos moleculares de 116 y 97 kDa, y una
tercera alrededor de los 200 kDa. Este patron es semejante a lo reportado por
otros autores para el colageno de origen marino, incluyendo al calamar gigante
(Uriarte, 2007; Torres-Arreola y col., 2008; Bower y col., 2006; Kim y Park,
2004; Valencia-Perez y col., 2008).

Los valores obtenidos en 116 y 97 kDa son dos bandas relacionadas con las
cadenas 2 «, la cadena ol superior y o2 o; este comportamiento es reportado
por otros autores para la misma especie (Uriarte, 2007; Torres-Arreola y col.,
2008; Valencia-Perez y col., 2008). La presencia de las dos cadenas ay la
tercera cadena B esta relacionada con el colageno Tipo | y el Tipo V, detectados
principalmente en organismos marinos (Fullerton y col., 2006). Este tipo de
coldgeno se caracteriza por presentar una estructura heterotrimétrica, por lo
que para poder confirmar que efectivamente se trata de un colageno Tipo | o
bien Tipo V se requeriria llevar a cabo estudios del tipo de cristalografia de
rayos x y dicroismo circular que nos permitirdn conocer mas al detalle los

enlaces y estructuras presentes en esta muestra.
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kDa

116
97

Figura 11. Gel de electroforesis de SDS — poliacrilamida del colageno
extraido de los desechos del calamar gigante (Dosidicus gigas).
Carril A: Marcador de amplio rango. B: Colageno soluble en Urea.
C: Colageno soluble en tris y NaCl. D: Colageno soluble en Acido.

Calorimetria Diferencial de Barrido

Los resultados obtenidos del andlisis calorimétrico se muestran en la Tabla 4.

Del termograma obtenido de la fraccién de colageno soluble en acido (Figura
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12A) se observa un solo pico endotérmico en el rango de 55-81°C. Lo que
indica que se tiene una sola molécula en términos de transicion térmica,
presentandose su temperatura maxima a 61.4°C.

El analisis térmico ha sido utilizado por otros autores para dilucidar la
estructura del colageno nativo, los enlaces que lo asocian a otras
macromoléculas y se ha establecido que un proceso endotérmico esta asociado
a la desnaturalizacion de la proteina (Linsenmayer y col., 1984). El pico
observado en el presente estudio se relaciona con la transicién de la triple
hélice del coldgeno en una sola espiral de forma aleatoria, la cual se presenta
cerca de los entrecruzamientos. ElI fendmeno antes mencionado podria
explicarse en funcion de los enlaces que estabilizan la triple hélice, que pueden
ser puentes de hidrégeno, entre los grupos OH y NH, de las cadenas vecinas
entre los aminoacidos como la lisina, tirosina, treonina, prolina, hidroxiprolina, y
enlaces hidrofébicos donde intervienen los grupos de alanina y metionina,
fuerzas de Van der Waals e interacciones de cargas opuestas entre residuos de
las cadenas laterales donde participa el acido aspartico (Lima y col., 2006;
Rochdi y col.,, 1999), los cuéles contribuyen de diferente manera en la

estructura y estabilidad de la molécula. La distribucion no aleatoria de iones y

59



Tabla 4. Temperaturas y entalpias de los diferentes picos presentes en el

colageno soluble en &cido extraido de desechos de calamar

gigante y el quitosano comercial.

Pico 1
Tmax AH Tg ACp
Muestras °C (kJ.mol?) °C (kJ.mol™)
Colageno  1614+35 60.3 + 4.2 ND ND
Quitosano 181,06+ 0.6  0.67 +0.06 165.05 + 1.1 0.54+0.1

N = 3 veces

(1) Simboliza picos endotérmicos

ND = no se detectd
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Tmax = 61.4°C

Colageno

AH=60.03 Jig

I
Flujo de Calor Endotérmico (mW)——

40 60 80 120 160 200
Temperatura (°C)

Quitosano

Tmax = 81.06°C Tg =165.05°C

AH=0.67 Jig ACp = 0.549 Jig

Flujo de Calor Endotérmico (mW)——

| T [ T | T | T T
40 60 a0 100 120 140 160 1380 200

Temperatura (°C)

Figura 12. Termogramas obtenidos mediante calorimetria de barrido
diferencial de: (A) la fraccién acida del coldgeno soluble en
acido extraido del desecho de calamar gigante y (B)

quitosano comercial.
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las cadenas hidréfobas laterales en forma repetitiva, da como resultado cargas
positivas y/o negativas, que permiten la union de las hélices, mientras que los
enlaces hidrofébicos contribuyen a la estabilizacion de la estructura a través de
las interacciones hidrofébicas y electrostaticas. Durante el proceso de transicion
térmica, ésta se inicia con la ruptura de los puntos mas débiles de la hélice,
entre las agrupaciones menos estables, una pequefa regidn presente en la
molécula la cual contiene los enlaces de baja energia es el lugar méas favorable
para iniciar la desnaturalizacion (Chahine, 2000; Lima y col., 2006).

La temperatura de transicion térmica detectada en este estudio, es
menor a la reportada previamente en el colageno de calamar gigante, con picos
endotérmicos entre 115-123°C (Valencia-Perez y col., 2008; Hernandez-
Izquierdo y Krochta, 2008; Torres-Arreola y col., 2008; Wang y col., 2008b; Lima
y col., 2006; Uriarte, 2007). Como ya se menciond, hay una relacion favorable
entre la estabilidad térmica de una proteina con el contenido de los
inminoacidos (hidroxiprolina y prolina). En un estudio anterior se detectd que el
colageno soluble en acido del manto de calamar gigante presentaba 174
residuos/1000 residuos de éstos dos inminoacidos con una estabilidad térmica
de 119°C (Uriarte, 2007). En el presente trabajo, el contenido total de estos dos
inminoacidos fue de 129.7 residuos/1000 residuos con una estabilidad térmica
de 61.4°C. Sin embargo, son valores mas altos a los reportados para el
colageno extraido de otras especies marinas, incluso para otras especies de

calamar (Paredi y col., 1996). Esto ultimo se atribuye a la presencia de la
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molécula entrecruzadora, piridinolina, la cual se espera se encuentre en mayor
proporcion en el calamar gigante (Torres-Arreola y col., 2008), estableciéndose
gue a mayor contenido de piridinolina mayor es la estabilidad térmica del
colageno (Ando y col., 2001).

Caracterizacion del Quitosano Comercial

Peso Molecular

El peso molecular del quitosano comercial en funcion de la viscosidad se
muestra en la Tabla 5. La determinacion de este peso molecular se realizd por
viscosimetria (Parada y col., 2004), utilizando la ecuacién de Mark-Houwink-
Sakurada. Se ha definido que un quitosano de peso molecular medio se
encuentra entre los 400 y 600 kDa, valores superiores se consideraria un
molécula de alto peso molecular (Freier y col., 2005; Gonzalez-Aguilar y col.,
2005) por lo que se establece que el peso molecular del quitosano con el que
se trabajo es de medio peso molecular.

Calorimetria Diferencial de Barrido

El termograma obtenido para el quitosano comercial se muestra en la
Figura 12B. Donde se observan dos transiciones, una endotérmica (70-99°C) y
una transicién vitrea (160-180 °C). El primer pico se relaciona con un proceso
de evaporacién de agua, ya que se presenta en un intervalo de temperaturas

semejante a lo reportado por Suyatma y col. (2005). La segunda transicion esta
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Tabla 5. Peso molecular y viscosidad intrinseca del quitosano

comercial.

Muestra [n] (dl/g) PM (kDa)

Quitosano Sigma

~570.3
Chemicals 10.3 +0.294

[n]: viscosidad intrinseca, PM: peso molecular.
n=3
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relacionada con el desarreglo de la molécula de quitosano, asociada con la
relajacion del mismo como consecuencia de la ruptura de los enlaces
glucosidicos de la molécula. Esta transicion es una transicion vitrea (Tg) de este
material (Mucha y Pawlak, 2005; Suyatma y col., 2004), Se entiende como (Tg)
al punto intermedio de temperatura entre el estado fundido y el estado rigido del

material (Maglic y col., 1984).

Los resultados aqui observados, estan relacionados con la ruptura de
enlaces del tipo puente de hidrogeno presentes en el quitosano, siendo el
aumento de esta resistencia térmica atribuido a la cantidad de enlaces
presentes en la composicién del quitosano principalmente la interaccion de los
grupos amida con —OH y los —NH2 (Sionkowska y col., 2004b).

Fase Il

Elaboracion de Biopeliculas

En este apartado se discutiran los resultados de las biopeliculas
obtenidas de la mezcla de colageno:quitosano. Se esperaba que el colageno
soluble en acido fuese menos higroscopico (Bower y col., 2006; Chajra y col.,
2008) sin embargo, la obtencién de biopeliculas partiendo de la fraccion de
colageno soluble en acido extraido del calamar gigante no fue posible que
adquiriesen la forma del recipiente empleado (cajas petri y/o molde rectangular).
Por otro lado, se buscaba que las propiedades del quitosano se viesen

modificadas al mezclarse con el colageno (Bower y col., 2006; Chajra y col.,
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2008), tal como pudo apreciarse en el presente trabajo, ya que se observo que
en los compositos evaluados, a medida que aumentaba la concentracion de
quitosano, la consistencia y el grado de brillantez de las peliculas fueron
modificandose (Figura 13). Con lo cual se estaria cumpliendo el objetivo central
del estudio, que el colageno puede servir como un agente plastificante en la
obtencion de biopeliculas de quitosano por el método de casting.

La biopelicula obtenida de la mezcla 80% de colageno y 20% de
quitosano (Figura 13a.) presentd una consistencia extremadamente flexible, por
lo que al formarse las biopeliculas, tenian dobleces, corrugaciones, ademas de
ser muy opaca. La biopelicula que se obtuvo de la mezcla 50% colageno y 50%
quitosano, adquirié perfectamente la forma del molde empleado; sin embargo,
aun es opaca y con flexibilidad (Figura 13b.). Al trabajar con la mezcla 20%
colageno y 80% quitosano, la biopelicula también adquirié perfectamente la
forma del molde usado, aun es flexible y presenta brillo (Figura 13c.).
Finalmente, la biopelicula de 100% de quitosano, tal como se esperaba, se
formé perfectamente en el molde, presentd brillantez, una rigidez excesiva,
poca flexibilidad y alta fragilidad (Figura 13d.).

En trabajos donde se obtuvieron peliculas de quitosano y agentes
plastificantes (Cota, 2007; Martinez, 2009), asi como de peliculas de quitosano
y colageno (Uriarte, 2007; Cota, 2007; Martinez, 2009), se observé un

comportamiento similar al antes mencionado.
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Figura 13. Biopeliculas de coldgeno soluble en acido extraido de los desechos de

calamar gigante y quitosano comercial en diferentes concentraciones.
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Este comportamiento se atribuye al hecho de que, si el quitosano se
mezcla con otros compuestos, como plastificantes o agentes antimicrobianos,
con un volumen molecular mayor al del anidén, en este caso el colageno se
obtienen peliculas méas suaves (Begin y Van Calsteren, 1999). EI
comportamiento observado en la mezcla de quitosano y colageno puede
atribuirse a las interacciones moleculares que se dan entre la molécula de
quitosano con la proteina. Se ha reportado que debido a los grupos
nucleofilicos como OH, NH2 y a enlaces heteroatomos-hidrogenos polarizados
(Figura 7), se dan interacciones electrostaticas entre el solvente, el colageno y
el quitosano, ademas de puentes de hidrégeno (Uriarte, 2007). Por lo tanto, al
aumentar la concentracion de colageno se pueden llevar a cabo modificaciones
conformacionales de las biomoléculas en la matriz de la pelicula formada. Este
tipo de interaccion y otras del tipo hidrofébico pueden también presentarse entre
estas dos moléculas, lo cual puede explicarse por los resultados obtenidos en el
estudio calorimétrico.

Espesor

La adicion de agentes plastificantes puede llegar a modificar el espesor
de las biopeliculas de quitosano (Plascencia-Jatomea, 2004) y asi afectar
principalmente sus propiedades de barrera, por lo que se tuvo especial cuidado
en mantener un espesor uniforme (Tabla 6) de esta manera, la diferencia

detectada en las propiedades mecéanicas y de velocidad de transmision al vapor
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Tabla 6. Espesores de las biopeliculas obtenidas de colageno
soluble en acido extraido de desechos de calamar gigante

y quitosano comercial.

] Espesores
Peliculas
(mm)
80% colageno — 20% quitosano 0.0722
50% colageno — 50% quitosano 0.072°
20% colageno — 80% quitosano 0.073?
0% colageno —100% quitosano 0.074%

n=40

Las biopeliculas fueron elaboradas hasta obtener una variacion menor o
igual al 10%.

Los voliumenes de las mezclas fueron: 70 mL (80C-20Q); 67 mL (50C-
50Q); 65 mL (20C-80Q y 0C-100 Q).

El coeficiente de variacion para todas las peliculas fue menor al 6.6%.

Letras diferentes entre renglones indican diferencia significativa p< 0.05.

de agua evaluadas sean producto de las interacciones moleculares y propias de

cada material, no por efecto de una diferencia entre los espesores.
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El espesor de las biopeliculas es una medida de la densidad de la8s
mismas y que se relaciona con el volumen molecular del anién correspondiente
al solvente en el cual se disolvio el quitosano y el colageno (Begin y Van
Calsteren, 1999). Se encontro que al aumentar la concentracion de colageno se
obtienen biopeliculas con un espesor ligeramente menor, esto atribuido a las
interacciones quimicas que se dan entre ambos compuestos. Se ha reportado
qgue durante el proceso de evaporacion y formacion de la biopelicula, las
soluciones formadoras se gelifican antes de que las moléculas tanto del
polimero como del anién y del plastificante se puedan alinear y compactar,
contribuyendo asi a obtener biopeliculas con diferente espesor.

Propiedades Mecanicas de Esfuerzo-Deformacion

El quitosano presenta una alta barrera al oxigeno y baja velocidad de
transmision al vapor de agua; sin embargo, la biopelicula que se forma es muy
poco elastica y fragil, por lo que se busca mezclarlo con algunos agentes
plastificantes con el fin de mejorar sus propiedades mecanicas, principalmente
el porcentaje de elongacion (Butler y col., 1996).

Los valores obtenidos de esfuerzo y porcentaje de elongacion de las
biopeliculas elaboradas se muestran en la Tabla 7. Se observa que a medida

gue disminuye la concentracion de colageno, el esfuerzo necesario para la

70



Tabla 7. Propiedades mecanicas de esfuerzo-deformacion de las biopeliculas de
coldgeno soluble en &cido extraido de desechos de calamar gigante y

guitosano comercial.

Peliculas Esfuerzo (mPa) Elongacion (%)
80% colageno — 20% quitosano 1.5'+0.1 29.1°+ 0.9
50% colageno — 50% quitosano 41%+1.2 39.8%+ 3.2
20% colageno — 80% quitosano 35.54 +4.4 12.3°+ 1.1
0% colageno —100% quitosano 50.1°+ 3.6 5_2di 0.3

n=>5

Las medias y desviaciones estandar fueron obtenidas de las evaluaciones
realizadas a las 4 biopeliculas elaboradas

La determinacion se realizo por duplicado

Letras diferentes entre renglones indican diferencia significativa con p < 0.05
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ruptura de la biopelicula es mayor y el porcentaje de elongaciéon va
disminuyendo. El modulo elastico es definido como la fuerza intrinseca e indica
la rigidez de la biopelicula (Srinivasa y col., 2007), es decir, determina el punto
en el que la biopelicula se rompe al someterse esta a un estiramiento. Este
punto de ruptura cuando la biopelicula esta estirada dependera principalmente
de la fuerzas de las interacciones que se dé entre las cadenas de los
biopolimeros mezclados como se menciona en otros apartados las principales
interacciones de estos dos materiales son mediante puentes de hidrégeno,
fuerzas idnicas e interacciones electrostaticas (Suyatma y col., 2004). En este
parametro se detectaron diferencias significativas (p<0.05) entre las diferentes
biopeliculas evaluadas.

Una caracteristica importante de las biopeliculas es su funcionalidad, la
cual esta relacionada con sus caracteristicas mecanicas, como la fuerza de la
estructura, que se determina mediante el esfuerzo aplicado al material y la
deformacion resultante (Rayas y col., 2003). Se observé que la adicién del
colageno aumenta el porcentaje de elongacion de la biopelicula de quitosano de
5.2 + 0.3% hasta 39.8 + 3.2%. Incluso se detectd, que la biopelicula elaborada
con la mezcla 50% colageno:50% quitosano, presenté un porcentaje similar al
de un plastico comercial (polipropileno 38.4%). Este comportamiento se atribuye
a la propiedad hidrofilica de la molécula de colageno, lo cual le confiere a la
biopelicula un cierto grado de hidratacion dando como resultado un aumento en

el porcentaje de elongacion (Simelane y Ustunol, 2005).
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Al comparar la biopelicula 20% colageno:80% quitosano, esta posee
propiedades similares, en cuanto a elongacion al acetato de celulosa (celofan
9.2%) ya que no se detectaron diferencias significativas (p<0.05), lo cual indica
que ésta biopelicula posee una flexibilidad similar al material comercial
relacionado directamente con el tipo de composicion quimica del quitosano al
ser muy semejante al acetato de celulosa solo cambiando en el grupo funcional
amino que lo diferencia de este.

En lo que se refiere al esfuerzo o fuerza tensil, esta fue menor en las
biopeliculas con mayor contenido de colageno, siendo los materiales
comerciales (celofan 69.6 mPa y polipropileno 110 mPa) los que presentaron
mayores valores (p<0.05). Esto indica que éstos ultimos materiales requieren
de mayor fuerza para lograr su ruptura. EI comportamiento de las biopeliculas
gue contienen colageno, en cuanto a la fuerza tensil, es similar al de una
biopelicula con plastificante, ya que se ha reportado que a medida que decrece
la concentracién de plastificante se espera una disminucion del porcentaje de
elongacién y un incremento del esfuerzo a la ruptura (Suyatma y col., 2005). Asi
las biopeliculas 100% quitosano fueron mas rigidas y presentaban un valor mas
alto en esfuerzo, lo cual también ha sido reportado por otros autores (Belalia y
col., 2008; Sebti y col., 2007).

El comportamiento anterior se atribuye al elevado peso molecular de los
materiales empleados, induciendo que la interaccién entre los principales

grupos hidrofilicos del quitosano como son los amino primarios, los grupos
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hidroxilos y las unidades de glucosamina presentes, con los grupos hidroxilo,
carboxilo y aminos del colageno, no se dieran en forma mayoritaria, o que
provoco valores altos de elongacion y bajos de esfuerzo (Wang y col., 2005;
Suyatma y col., 2005). Mientras que la ausencia del colageno indujo a que los
grupos hidrofilicos del quitosano como los amino primarios, los grupos
hidroxilos y las unidades de glucosamina, se alinearan y compactaran, por lo
gue exhibid un porcentaje de elongacion menor y un mayor esfuerzo (Miranda y
col., 2003). Valores similares en cuanto a esfuerzo (51.8 mPa) y elongacion
(4.7%) en peliculas elaboradas con quitosano comercial sin plastificantes,
fueron reportados para quitosano 85% y 95% deacetilado por (Zivanovic y col.,
2007; Belalia y col., 2008).

Los parametros medidos para determinar las propiedades mecéanicas de
las biopeliculas elaboradas fueron fuerza tensil, el porcentaje de elongacion,
siendo estas caracteristicas las mas comunmente evaluadas. La fuerza de
tensién o el esfuerzo indica la tension maxima que puede soportar una pelicula
antes de romperse, dando una medida de integridad y durabilidad de las
peliculas para potenciales aplicaciones, mientras que el porcentaje de
elongaciéon o la deformacién es una medida que presenta las propiedades de
estiramiento de los materiales (Miranda y col.,, 2003; Rayas y col.,, 2003;

Srinivasa y col., 2007).

Velocidad de Transmision del Vapor de Agua
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Los resultados del analisis de la velocidad de transmision del vapor de
agua se muestran en la Tabla 8, los cudles indican que existen diferencias
significativas entre las biopeliculas. Las biopeliculas con mayor concentracion
de colageno (80 y 50%) presentaron mayor velocidad que las de baja
concentracion (20% y 100%) quitosano.

La velocidad de transmision del vapor de agua es una medida de la
permeabilidad de las biopeliculas, esta indica la cantidad de vapor de agua que
atraviesa una membrana de un espesor determinado, por unidad de area y en
un determinado tiempo con una gradiente de presion. Uno de los
inconvenientes de los biopolimeros en los que son basados las biopeliculas es
su sensibilidad al agua dependiendo directamente la capacidad de absorciéon
del polimero (Sebti y col., 2007).

La velocidad detectada en las biopeliculas conteniendo 80 y 50% de
colageno es semejante (170 gr/m? dia) a lo que reporté Belalia y col (2008) para
biopeliculas de quitosano y las de 20% y 0% de colageno fueron similares a los
detectados en peliculas elaboradas para gelatina de pescado (98 gr/m? dia)
(Belalia y col., 2008; Liu y col., 2007).

Esto puede atribuirse a que al aumentar la concentracién de colageno se
aumentaba la concentracion del iminoacido hidroxiprolina (Giménez y col.,

2009), produciendo un efecto de relajacién en la cadenas del quitosano
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Tabla 8. Velocidad de transmision del vapor de agua de las
biopeliculas obtenidas de colageno soluble en acido extraido

de desechos de calamar gigante y quitosano comercial.

Velocidad del vapor de agua

Peliculas 5 .
(gr/m~ dia)
80%colageno — 20% quitosano 190°
50% colageno — 50% quitosano 170°
20% colageno — 80% quitosano 100°
0% colageno — 100% quitosano 1142

n=3
Todas las biopeliculas presentaron un coeficiente de variacién menor o
igual al 3.98%

Letras diferentes entre renglones indican diferencia significativa p< 0.05.

aumentando los enlaces puentes de hidrogeno e incrementando el espacio
intermolecular aumentando la sorcibn de moléculas polares. Aumentando la
percolacion de moléculas de agua, permitiendo asi su paso a traves de la

biopelicula, ademas las moléculas de agua también forman puentes de
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hidrogeno con la proteina y también con el quitosano (Miranda y col., 2003;
Zivanovic y col., 2007).

Al comparar las biopeliculas con materiales plasticos como polipropileno
con una velocidad de 6.6 gr/m? dia (Wilmer, 1991), el cual es ampliamente
utilizado en la industria de peliculas, no se obtuvieron semejanzas con ninguna
concentracion de biopelicula, lo cual indica que el material obtenido en el
presente estudio puede tener una aplicacion distinta a la de un material plastico;
sin embargo, los valores reportados para el acetato de celulosa (celofan 155
gr/m? dia) (Paine y Paine, 1992) son semejantes a las biopeliculas obtenidas
entre las concentraciones de 100% y 50% — 50%.

Solubilidad en Agua

La solubilidad de las biopeliculas en agua se muestra en la Tabla 9,
donde se aprecia que a medida que aumenta la concentracion del quitosano
decrece significativamente la solubilidad de las biopeliculas en agua.

La solubilidad al agua es una propiedad quimica relacionada con la
habilidad de disolverse en un solvente, expresa el porcentaje inicial de materia

seca determinandolo desde el peso seco residual después de la inmersion
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Tabla 9. Solubilidad al agua de las biopeliculas obtenidas de
colageno soluble en acido extraido de desechos de

calamar gigante y quitosano comercial.

Peliculas % de solubilidad
80%colageno — 20% quitosano 4423+ 1.9
50% colageno — 50% quitosano 40.48%+ 2.4
20% colageno — 80% quitosano 29.92°+1.4
0% colageno — 100% quitosano 0

n=3
Las medias y desviaciones estandar fueron obtenidas de las
evaluaciones realizadas a las 4 biopeliculas elaboradas

Letras diferentes entre renglones indican diferencia significativa p< 0.05.
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comparada con el peso seco inicial. Los valores detectados en las biopeliculas
con alta concentracion de colageno son similares a los reportados para
peliculas de quitosano con 6xido de polietileno (46.6%) (Zivanovic y col., 2007),
pero menores a los de colageno de pescado (90%) (Giménez y col., 2009). El
mayor porcentaje de solubilidad detectado en las biopeliculas con mayor
contenido de colageno se puede atribuir a que al aumentar el contenido de éste,
se aumenta la concentracion de aminoacidos como la serina, treonina, tirosina,
acido aspartico, asparagina, glutamina, histidina, lisina, lo cuales poseen una
mayor afinidad por el agua de acuerdo a lo reportado para la molécula del
colageno (Bolboacaa y Jantschi, 2008).

Por otro lado, se tiene que las biopeliculas con concentraciones mas
altas de quitosano presentaron la menor solubilidad (0%-29.92%), confirmando
el caracter poco hidrofilico del quitosano. Al disminuir el contenido de colageno,
probablemente se mantuvo el nimero de enlaces covalentes de la molécula del
quitosano y por lo tanto un decremento de la solubilidad de las peliculas.
Algunos autores han reportado que el quitosano presenta un 100% de
solubilidad en el agua mediante un proceso de quaternizacion, provocando una
protonaciéon de los grupos amino presentes en la molécula y aumentando asi la
solubilidad de la molécula (Belalia y col., 2008).

En cuanto a la solubilidad de los materiales que recubren algunos
alimentos, como por ejemplo en las frutas, se busca que éstos presenten una

solubilidad entre 30-50%, con la finalidad de mantener una humedad relativa
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adecuada durante el almacenamiento de las mismas (Vifia y Martino, 2007).
Basandose en este parametro, se podria suponer que la adicion del colageno
favorece la utilizacion de las biopeliculas de quitosano en el recubrimiento de
algunos vegetales.

Calorimetria Diferencial de Barrido

El andlisis calorimétrico de las biopeliculas elaboradas permiti6 conocer el
comportamiento termodinamico de los materiales, mostrando su interaccion para
asi establecer su estabilidad térmica.

En la Figura 14 se muestran los termogramas obtenidos para las
biopeliculas elaboradas de la mezcla de colageno soluble en acido extraido del
calamar y quitosano comercial. En la (Figura 14A.) se observan las transiciones
gue se presentan en las temperaturas de 60 a 100°C y en la (Figura 14B.) se
presentan las transiciones vitreas. Se representa al colageno con la letra (C) y el
quitosano con (Q); dependiendo de la concentracion de colageno utilizado en la
biopelicula el comportamiento observado fue diferente.

En las biopeliculas a base de (100%Q) se detectaron dos picos, el primero
detectado en el rango de temperatura de (70-80°C) se atribuye a la evaporacion
del agua (Neto y col., 2005; Mucha y Pawlak, 2005), el valor de la entalpia obtenido
confirma esta manifestacion ya que se sabe que la energia requerida para la

evaporacion del agua es de orden de 1.4 J/g (Burns y Hill., 1996), el segundo pico
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Figura 14. Termograma de biopeliculas obtenidas de colageno soluble en acido

extraido de los desechos de calamar gigante vy quitosano comercial
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(95-105°C) se relaciona con la ruptura de los enlaces de puentes de hidrogeno de
la molécula de quitosano (Kasaai, 2009; Kittur y col., 2002).

Para esta misma biopelicula (100%0Q), en la Figura 14B se observa que la
transicion vitrea se presenta en el rango de (140-170°C). Esta transicion vitrea se
refiere a la relajacion del quitosano, la cual se relaciona a la pérdida de los enlaces
glucosidicos (Suyatma y col., 2004; Mucha y Pawlak, 2005; Suyatma y col., 2005).

En las biopeliculas a las que se le adicion6 colageno, se observaron dos
picos endotérmicos en las mezclas de (80%C — 20%Q) y (20%C — 80%Q). El
primer pico (60-80°C) atribuido a la evaporacion del agua, el segundo pico (85-
95°C) esta relacionado con la desnaturalizacion de la molécula de colageno,
con la transicién de la triple hélice del colageno en una sola espiral de forma
aleatoria, lo cual se presenta cerca de los entrecruzamientos. El fendbmeno
antes mencionado podria explicarse en funcion de los enlaces que estabilizan la
triple hélice, ya que son de varios tipos entre los que se tienen puentes de
hidrogeno, hidrofébicos, fuerzas de Van der Waals e interacciones de cargas
opuestas entre residuos de las cadenas laterales (Lima y col., 2006; Rochdi y
col., 1999).

Para estas biopeliculas (80%C — 20%0Q) y (20%C — 80%Q), en la Figura
14B se observa que la transicion vitrea (Tg) del quitosano se presenta en el
rango (140-170°C).

En la biopelicula (50%C-50%Q) solo se observé un pico endotérmico en

el rango de (60-80°C), relacionado con la evaporacion de la molécula de agua;

82



se puede interpretar que la interaccion del colageno y el quitosano en esta
proporcion de la mezcla, no permiten la manifestacion endotérmica del
colageno. Como no se dispone de resultados parecidos en otras
investigaciones es necesario realizar mas estudios para dilucidar este
comportamiento.

Para esta biopelicula (50%C-50%0Q) en la Figura 14B se observa que la
transicion vitrea (Tg) del quitosano se presenta en el rango (130-180°C), el
valor de Tg es menor que las de las otras biopeliculas. Este comportamiento
estd asociado con la proporcion de los materiales, al estar en iguales
concentraciones hubo formacion de enlaces i6nicos en la molécula de
colageno, provocando cambios estructurales en la triple hélice de esta
molécula, modificando sus propiedades térmicas (Horn y col., 2009), afectando
la manifestacion de la transicion vitrea (Tg) del quitosano, un comportamiento
similar fue detectado por Uriarte (2007).

Como se aprecia en la Tabla 10, los valores de calor especifico de la
transicion vitrea (ACp) fueron estadisticamente mayores (p<0.05) en la
biopelicula elaborada con la mayor concentracién de colageno (80%C-20%Q).

Al requerirse mayor energia para que se lleve a cabo la relajacion del
quitosano, indica que solamente esta concentracion de colageno tuvo la
capacidad de disminuir la ruptura de los enlaces puentes de hidrogeno (Kasaai,

2009; Kittur y col., 2002) y la pérdida de los enlaces glucosidicos, relacionados
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Tabla 10. Temperatura y calor especifico de la transicidn vitrea de las biopeliculas obtenidas de

colageno soluble en acido extraido de calamar gigante y quitosano comercial

Peliculas :(g: (Kj.An(:SI'l)
80%colageno — 20% quitosano 160.52 + 0.8 0.83°+0.1
50% colageno — 50% quitosano 148.1°+ 1.1 0.272 +0.1
20% colageno — 80% quitosano 159.82 + 0.8 0.262 +0.1
0% colageno — 100% quitosano 159.22+ 0.9 0.302 + 0.03

n= 3 veces

Las medias y desviaciones estandar fueron obtenidas de las evaluaciones realizadas a las 4
biopeliculas elaboradas

Letras diferentes entre renglones indicas diferencia significativa p< 0.05

con la transicion vitrea del quitosano (Mucha y Pawlak, 2005; Suyatma y col.,
2005). En este estudio, la corrida calorimetria se realizo en el rango de 30 a
200°C lo cual permitio observar solamente la manifestacion de la transicion

vitrea del quitosano y no todo el comportamiento térmico de este material. Por
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ello se recomienda para estudios posteriores trabajar a temperaturas superiores
a los 250°C.

Microscopia Electronica de Barrido

El Microscopio electrdnico de barrido (o SEM, de Scanning Electron Microscopy),
usa electrones para formar una imagen. Tiene una gran profundidad de area, la cual
permite que se enfoque a la vez una gran parte de la muestra. También produce
imagenes de alta resolucion, significa que caracteristicas espacialmente cercanas en la
muestra pueden ser examinadas a una alta magnificacion. Los resultados para las
distintas concentraciones de peliculas se pueden observar en la Figura 15.

En la imagen del SEM para la concentracion de 80-20 coldgeno:quitosano
muestra claramente una dispersion homogénea de las fibras de colageno, y a medida
que la concentracién de quitosano va aumentando se tiene un cambio de esta
homogeneidad, mostrando el cambio del aspecto fibroso del coldgeno a uno mas liso
(Wang y col., 2005); estos espacios son producto del reacomodo de la fibras de
coldgeno (Shaoping y col., 2005) , estos espacios se van perdiendo conforme se van

ordenando las

85



Figura 15. Imagenes de microscopia electronica de barrido para las distintas

concentraciones de biopeliculas colageno:quitosano. Donde: A= concentracion

80-20. B=concentracidon 50-50. C=concentracidon 20-80. D=concentracion 0-100.
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moléculas de quitosano. Los puntos de color blanco son polvo o suciedad que se
encuentran en el ambiente. El acomodo de las fibras de coldgeno en las peliculas con
mayor contenido de este material, son el agente causal de la opacidad detectada en las
biopelicula. Se ha reportado que la inclusién de proteinas en la elaboracion de peliculas
produce peliculas asperas, densas y con poca brillantez (Liu y col., 2007). A medida que
la concentracién de quitosano aumenta, se disminuye el ordenamiento de las fibras de
coldgeno, mostrando una superficie mas lisa con menor opacidad y mas brillante,
debido a la reduccién del ordenamiento natural de las fibras de colageno (Horn y col.,
2009), por lo tanto las biopeliculas con menor contenido de coldgeno, fueron las que
menor velocidad de transmisién al vapor de agua presentaron.

Finalmente se observa que las biopeliculas elaboradas solo de quitosano
presentan una mayor uniformidad en su acomodo, presentando una superficie lisa,
gran brillantez y también mayor rigidez, observaciones similares han sido reportadas
para peliculas de quitosano por otros autores (Nordqvist y col., 2007; Wang vy col.,

2005).

CONCLUSIONES
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El colageno soluble en acido proveniente de los tentaculos y cabeza del
calamar gigante, logro extraerse con 0.5 M de acido acético con un rendimiento
del 9 %. El colageno soluble en acido obtenido mostré una temperatura de
transicion menor a la reportada previamente, debido a la baja concentracion de

hidroxiprolina y prolina.

El colageno soluble en &cido obtenido de la cabeza y tentaculos del calamar
gigante actia como plastificante en las biopeliculas obtenidas de compositos de

quitosano.

Las peliculas elaboradas con una mayor concentracion de colageno,
presentaron mayor opacidad, mayor capacidad de elongacion, velocidad de
transmision de vapor de agua y solubilidad. En la biopelicula con 80% de
colageno presento mayor energia potencial indicando una modificacion en la

temperatura de transicion vitrea (Tg) del quitosano.

En funcion de las propiedades detectadas en cada una de las peliculas
elaboradas, las cudles se resumen en la tabla 11, la posible aplicaciéon podria
ser en el campo de la medicina, en el caso de las peliculas obtenidas de las
mezclas 80% colageno:20% quitosano y 50% colageno:50% quitosano, por su
baja propiedad de esfuerzo y alta solubilidad. Las biopeliculas obtenidas a partir

de la mezcla 20% colageno:80% quitosano y 100% quitosano, se podrian
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aplicar como recubrimiento de frutas y productos horticolas, tales como el
aguacate, ya que presentan una permeabilidad al vapor de agua que podria
favorecer la humedad relativa que requieren este tipo de productos durante su
almacenamiento, ademas de presentar propiedades térmicas, esfuerzo y
elongacion, adecuadas para recubrir un fruto. Sin embargo aun faltaria realizar
mas analisis, como estabilidad de la pelicula, permeabilidad a diferentes

temperaturas, capacidad antimicrobiana, entre otras.
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Tabla 11. Peliculas y cubiertas de colageno y quitosano, principales propiedades evaluadas y

aplicaciones.
Velocidadde  Solubilidad ..
. . Tmax  Esfuerzo Elongacion L
Material transmision en agua Aplicacién
2 () (mPa) %
g/m°dia %
Quitosano + cera de abeja Recubrimiento
. 167.04 NR NR 49.2 93
(Miranday col., 2003) de aguacate
Quitosano + glicerol Recubrimiento
. 6.48 NR NR 50.9 9.1
(Miranday col., 2004) de aguacate
Lignina + etileno (Bono y Elaboracion de
NR NR NR 255 58
Lambert, 1994) bolsas
. . Matriz artificial
Coldgeno + quitosano .
NR NR 115 0.65 32 formacién de
(Wangy col., 2008a)
huesos
Quitosano + celulosa Elaboracion de
i 73.2 NR NR 12 7.24 )
(Garciay col., 2004) peliculas
Colageno + PLGA (Jeongy Formacién de
NR NR NR 0.49 17 i}
col,, 2007) tejidos
Almiddn (Flores y col., Recubrimiento
544 22-31 NR 2.35 29
2007) de frutas
Almidon + quitosano (Xuy Recubrimiento
47.83 NR NR 33-40 33-61
col., 2005) de frutas
Almiddn oxidado (platano) -
i 131- Recubrimiento
(Zamudio-Flores y col., NR 30-50 NR NR
151 de frutas
2007)
80% Colageno + 20% Formacién de
. 190 44 170 15 29.1
quitosano huesos
50% Colageno + 50% Formacion de
) 170 40 157 4.1 39.8
quitosano huesos
20% Colageno + 80% Recubrimiento
) 100 29 169 35.5 123
quitosano de frutas
0% Colageno + 100% Recubrimiento
; 114 NS 170 50.1 5.2
quitosano de frutas

NR = no reportado

RECOMENDACIONES
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Ya que en este estudio se trabajo con quitosano de medio peso molecular y con
colageno extraido de la cabeza y tentaculos, se recomienda realizar estudios
sobre el comportamiento de las biopeliculas elaboradas con quitosano de
distinto peso molecular asi como también con colageno extraido de una sola

region anatémica.

Es necesario continuar con la investigacion de las caracteristicas de las

peliculas para obtener un proceso mejorado de disefio y apariencia.

Se sugiere realizar técnicas de analisis mas detalladas que complemente este
estudio, como son la permeabilidad al oxigeno, espectrofotometria de infrarrojo,
resonancia magnética nuclear, con la finalidad de obtener informacién sobre las

propiedades y el comportamiento de estos dos materiales en una mezcla.

Llevar a cabo evaluaciones de estabilidad de las mezclas evaluadas, a
diferentes temperaturas y porcentajes de humedad, y asi determinar si las
peliculas pueden ser adecuadas para recubrir alimentos como los

hortofruticolas.

Asi también se recomienda evaluar algunas propiedades funcionales de las
biopeliculas como su posible actividad antioxidante, y/o fungistatica.
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