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Resumen

RESUMEN

En este estudio se investigd el efecto que tiene el ultrasonido de alta intensidad sobre las
caracteristicas singulares de la molécula de colageno tipo | asilada a partir de la piel de
borrego. Se trabajé con tres tratamientos de extraccion; extraccion convencional (EC),
extraccion asistida por ultrasonido de alta intensidad a partir de una piel de borrego rasurada
(E-U-PR) y extraccion asistida por ultrasonido de alta intensidad a partir de una piel de
borrego sometida previamente a un proceso alcalino (E-U-PA) con el objetivo de eliminar el
pelo y la epidermis. La irradiacion ultrasénica fue aplicada a una frecuencia de 20 kHz con
una amplitud del 80% por periodos de 50 segundos de trabajo y 10 segundos de descanso
durante 40 minutos. Previo al proceso de extraccion, la piel de borrego fue sometida a un
proceso de hinchamiento en solucion de acido acético al 0.5 M en una relacion 1:30 (p/v).
Los rendimientos de extraccion por parte de las muestras EC, E-U-PR y E-U-PA fue de
20.25%, 26.73% y 16.99% con base al peso seco, respectivamente, tal incremento en el
rendimiento de extraccion por parte de la muestra E-U-PR fue atribuido al mejoramiento de
la accion enzimaética debido a que las ondas de choque producidas por el ultrasonido abrieron
las fibrillas de col&geno facilitando la protedlisis limitada. De acuerdo con las técnicas de
FT-IR y SDS-PAGE se demostrd que la estructura de triple hélice del coldgeno ovino tipo |

permanecio intacta incluso después de haber recibido ultrasonido de alta intensidad.
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Abstract

ABSTRACT

In this study the effect of high intensity ultrasound on the unique characteristics of the type I
collagen molecule isolated from sheepskin was investigated. There were three treatments
extraction; conventional extraction (EC), assisted extraction high intensity ultrasound from
shaved skin (E-U-PR) and assisted extraction high intensity ultrasound from a sheepskin with
previous alkaline process with the goal of eliminating hair and epidermis. The ultrasonic
irradiation was applied at a frequency of 20 kHz with amplitude of 80% for periods of 50
seconds of work and 10 seconds rest for 40 minutes. Prior to the extraction process, the
sheepskin was subjected to a swelling process in acetic acid solution to 0.5 M in a ratio 1:30
(w/v). The extraction yields from samples EC, E-U-PR and E-U-PA were 20.25%, 26.73%
and 16.99% based on the dry weight respectively. This increase in the extraction yield from
the E-U-PR sample was attributed to the improvement of the enzymatic action because the
shock waves produced by ultrasound opening up collagen fibrils facilitating proteolysis.
According to FT-IR techniques and SDS-PAGE, they demonstrated that the triple helix
structure of collagen type | sheep remained intact even after receiving high intensity

ultrasound.



Introduccion

1. INTRODUCCION

El colageno es la principal proteina estructural en vertebrados (Liu, Wei et al. 2015),
constituye alrededor de una tercera parte del contenido total de proteina en el cuerpo animal
(Huang, Kuo et al. 2016, Mohammadi, Mohammadifar et al. 2016). Hasta el dia de hoy, se
han identificado 29 tipos de colageno (tipo I-XXIX) que difieren en su secuencia de
aminoacidos, estructura molecular y funcién (Yu, Chi et al. 2014, Liu, Zhang et al. 2015).
Siendo el colageno tipo | el mas abundante y mejor estudiado, constituye mas del 90% de la
masa organica en hueso y es el componente dominante en piel, tendon, ligamentos, cérnea
entre otros tejidos intersticiales donde asiste con la arquitectura molecular y propiedades
mecéanicas (Ran and Wang 2014, Kozlowska, Sionkowska et al. 2015). La estructura
molecular del colageno tipo I consiste de dos cadenas al y una cadena a2 entrelazadas entre
si para formar una triple hélice. Cada cadena alfa (o) esta conformada por una ininterrumpida
secuencia de tres aminoacidos (Glicina-X-Y), donde la prolina frecuentemente ocupa la

posicion X y la hidroxiprolina casi siempre la posicion Y (Abou Neel, Bozec et al. 2013).

Las condiciones de pre-tratamiento, método de extraccion, proceso de dialisis, asi también
como la materia prima, son factores que repercuten en las caracteristicas singulares del
colageno tipo I, tales como; distribucion del peso molecular, composicion y conformacion
estructural (Prestes 2013, Skopinska-Wisniewska, Olszewski et al. 2014). El incremento en
el uso del colageno tipo | por parte de la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y
biomédica se atribuye a su alto contenido de proteina y propiedades funcionales como; la
capacidad de absorcion de agua, formacion de gel y la habilidad para estabilizar emulsiones
(Huang, Kuo et al. 2016, Schmidt, Dornelles et al. 2016). El colageno tipo | se obtiene a
partir de la piel y huesos de vacas y cerdos. Sin embargo, debido a los brotes de encefalopatia
espongiforme bovina, encefalopatia espongiforme transmisible y fiebre aftosa porcina, se ha
generado incertidumbre en el consumo de colageno proveniente de estos origenes por razones

de salud y religiosas.
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Las metodologias de extraccion de colageno incluyen el uso de acidos organicos (acido
acético, acido citrico y acido lactico), registrandose bajos rendimientos a comparacion de los
obtenidos por el método de extraccion enzimatico (Liu, Wei et al. 2015, Liu, Zhang et al.
2015). Sin embargo, la irradiacion ultrasonica se ha utilizado para mejorar el rendimiento de
extraccion del colageno debido a que esta tecnologia mejora la transferencia de masa en el
medio de extraccion y disminuye el tiempo de procesamiento (Kim, Kim et al. 2012, Kim,
Kim et al. 2013, Ran and Wang 2014). La irradiacion ultrasénica es el proceso en el cual, las
ondas de sonido generadas a una frecuencia no mayor a los 100 kHz, se propagan a través de
un material (Soria and Villamiel 2010) produciendo un fenémeno conocido como cavitacion
(Salazar, Chavez et al. 2010, Chemat, Zill e et al. 2011). La cavitacion es el evento fisico,
muy complejo, al cual se le atribuyen los efectos térmicos, mecanicos y quimicos (Li, Mu et
al. 2009). El objetivo de este trabajo fue asilar y caracterizar el colageno tipo | a partir de la
piel de borrego por medio de una extraccion asistida por ultrasonido de alta intensidad.
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1 MARCO TEORICO
1.1 Piel

La piel es un 6rgano de sensacion, secrecidn y excrecion que da proteccién al cuerpo animal
contra la infeccion bacteriana. Cuando la piel es sometida a una exposicion prolongada a los
rayos del sol, desarrolla filtros de color para la proteccion de los tejidos subyacentes debido
a la accién destructiva de los rayos ultravioletas. Adicionalmente, la piel se encarga de
mantener la temperatura corporal constante, evitando la perdida de calor a partir de la
excrecion de un material aceitoso (sebo) y acelerando la pérdida de calor por medio de la

evaporacion del agua (transpiracion) (Gustavson 1956).

Por otro parte, la piel esta dividida en tres capas distintas; una capa externa relativamente
delgada Ilamada epidermis, seguida de una capa mucho mas gruesa conocida como dermis y
finalmente tenemos al tejido subcutaneo, que consiste de tejido adiposo y une el estrato de la
piel con el cuerpo. Durante la preparacion de la piel para el proceso de curtido, la epidermis
y el tejido adiposo deben ser removidos, dejando a la dermis sola para ser curtida. Esta capa
consiste principalmente de haces fibrilares de colageno, entretejidos en todas direcciones. En
la Figura 1 se muestra la estructura general de la piel con ayuda de una representacion
esquematica. Se observa que la epidermis esta representada por una linea delgada y obscura
la cual marca el limite superior de la piel. Asi mismo, la epidermis se construye a partir de
queratina, mientras que el constituyente principal de la dermis es el colageno (Gustavson
1956).
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Glandula sebicea Foliculo Raiz de pelo

Figura 1 llustracion de la estructura general de la piel. La capa o region denominada como
dermis, esta constituida principalmente por una red fibrosa de colageno tipo | (Bienkiewicz
1983).

1.2 Proteinas

Las proteinas son biomoléculas fundamentales del organismo que se encargan de realizar los
procesos de la vida y su sustento, ellas proporcionan la materia prima para las necesidades
diarias. Las proteinas solubles en agua, presentes en sangre y Organos, muestran gran
versatilidad en sus diversas funciones a nivel celular y estan intimamente conectadas con los
procesos vitales. Ellas funcionan como los constituyentes esenciales de la multiplicacion
celular, como enzimas y hormonas del cuerpo, anticuerpos y toxinas. Sin embargo, las
proteinas solubles en agua son bastante labiles quimicamente y estan plegadas
estructuralmente de tal modo que forman particulas esféricas, por lo que son conocidas como

“proteinas globulares” (Gustavson 1956).
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Por otra parte, las proteinas fibrosas sirven de apoyo y dan proteccion a los 6rganos,
formando estructuras mas estables y resistentes. A diferencia de las proteinas globulares, las
proteinas fibrosas son insolubles en agua. Particularmente, el colageno es un claro ejemplo

de este grupo de proteinas (Gustavson 1956).

1.3 Colageno

La palabra colageno deriva del griego “Kolla” y “genos” que significan pegamento y
formacion, respectivamente (Muralidharan, Jeya Shakila et al. 2013). En contraste a las
proteinas globulares esféricas, el colageno se compone de estructuras lineales de tipo fibroso
(Schrieber and Gareis 2007). Es un importante componente estructural de la matriz
extracelular, ya que mantiene la integridad del tejido conectivo y lo provee de las cualidades
mecanicas especificas, es decir, le proporciona al tendon esa resistencia que lo caracteriza, la
compresibilidad al cartilago y la flexibilidad tanto de los vasos sanguineos como de la piel
(Brodsky, Werkmeister et al. 2005).

Adicionalmente, el colageno es el principal constituyente de la piel, ya que un 90-95% de la
dermis esta constituida de esta proteina fibrosa (Gustavson 1956). Asi mismo, el colageno
representa alrededor de un 30% del contenido total de proteina en el cuerpo animal, siendo
la proteina estructural predominante en piel y hueso (Li, Wang et al. 2013). Dentro de la
matriz extracelular, las moléculas de coladgeno estan alineadas de cabeza a cola en una
disposicion escalonada, lo que favorece la formacion de enlaces cruzados entre las regiones
telopeptidicas de cada molécula de colageno. El grado de entrecruzamiento entre moléculas

de colageno generalmente aumentan con la edad (Liu, Wei et al. 2015).
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Respecto a la solubilizacién del colageno, este es casi insolubles en soluciones alcalinas, sin
embargo, este tipo de soluciones son utilizadas para remover proteinas no colagenas. Por otra
parte, las soluciones de &cidos organicos no solo pueden solubilizar el colageno no
entrecruzado, sino que también pueden romper algunos enlaces cruzados entre cadenas de
colageno, conduciendo a una mayor solubilizacion durante el proceso de extraccion. Los
acidos organicos tales como; &cido acético, acido citrico y acido lactico, pueden ser utilizados
en la extraccion de coladgeno. Respecto a los acidos inorganicos (por ejemplo, el acido
clorhidrico), pueden ser empleados en la extraccion, sin embargo, su eficiencia de extraccion

es baja en comparacion a los acidos organicos (Liu, Wei et al. 2015).

Siendo el &cido acético el solvente organico mas utilizado y comin para la obtencion de
colageno tipo I debido a la alta capacidad de extraccion en comparacion a los demas acidos
organicos. La concentracion de acido acético determina el valor de pH del medio de
extraccion, por lo que regula la densidad de carga de la molécula de colageno, afectando la
interaccidn electrostatica y estructura de la misma, determinando la solubilidad y capacidad
de extraccion a partir del tejido animal (Liu, Wei et al. 2015). Sin embargo, el rendimiento
de extraccidén puede ser mayor con la aplicacion de una digestion enzimatica (pepsina)
limitada. La pepsina, obtenida de la mucosa gastrica porcina, es una enzima especifica que
escinde la region telopeptidica de las moléculas de colageno, dejando a estas susceptibles a
la solubilizacion por parte del &cido acético. El bajo rendimiento atribuido al uso individual
del acido acético en el proceso de extraccidn, es debido a la presencia de enlaces cruzados
covalentes formados a través de la reaccion de grupos aldehido (RCHO) con los aminoacidos
lisina e hidroxilisina en los sitios helicoidales de los telopéptidos (Li, Wang et al. 2013, Yu,
Chi et al. 2014).
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1.3.1 Revision historica

El colageno ha sido un material util para la humanidad por milenios. No esta claro, cuando
se conocio por primera vez que las pieles podrian ser preservadas contra el deterioro y
putrefaccion a través del curtido del coldgeno. Mientras materiales como el cabello,
probablemente, lo primero en ser utilizado como suturas médicas hace 5,000 afios, las suturas
“catgut” de colageno (término traducido como cuerda de tripa) también se utilizaron para el
cierre de heridas. Pero la quimica y otras aplicaciones del colageno se desarrollaron durante
los ultimos 200 afios (Brodsky, Werkmeister et al. 2005).

Durante el afio de 1,820 se realizaron estudios de productos hidrolizados obtenidos a partir
de substancias naturales, posteriormente Ilamados proteinas. Después, se aplicaron
tratamientos con &cido hirviendo (H2SO4 y HCI) en gelatina y otras proteinas, lo que llevo
en el afio 1,900 a la obtencidn de 13 aminoacidos y consecuente a ello, al concepto de que
las proteinas son polimeros de amino&cidos. Estudios posteriores de la gelatina, llevaron al
descubrimiento de la hidroxiprolina (Hyp) e hidroxilisina (Hyl). Sin embargo, se considerd
que estos aminoacidos se formaron por modificaciones secundarias (Brodsky, Werkmeister
et al. 2005). Por lo que, gracias a los resultados sobre el estudio de la gelatina, se abrio la

linea de estudio del colageno.

Por otra parte, los primeros histélogos ya habian extraido colageno al tratar tejidos en un
medio &cido, por ejemplo, se observo que el tendon se hinchaba y disolvia en &cido acético
diluido. Posteriormente, el comienzo de los estudios quimicos sobre el colageno soluble se
atribuye a Nageotte (Bentley 1976). El encontr6 coldgeno soluble en los extractos de &cido
acético a partir de varios tejidos, ademas, se dio cuenta de que este podria ser precipitado por
sal y re-agregado en fibrillas por medio de una dialisis con agua. Mas estudios sobre la
solubilidad del colageno bajo diferentes condiciones, llegaron a ser la base de su purificacion
(Brodsky, Werkmeister et al. 2005). A mediados del afio 1950, la comprension de la
secuencia caracteristica de aminoacidos en el colageno, junto con los estudios de difraccion
por rayos X de la fibra de colageno, condujeron a la primer propuesta estructural de triple
hélice comprendida por tres cadenas helicoidales levdgiras enrolladas entre si por una torsion
en el sentido de las manecillas del reloj (Bentley 1976).
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1.4 Fibrilogénesis in vivo

Todos los colagenos fibrilares estan formados por cadenas alfa que consisten de una
secuencia ininterrumpida de alrededor de 300 tripletes (Gly — X — Y). Debido a la repulsion
estérica entre la prolina e hidroxiprolina presentes en las posiciones X e Y respectivamente,
las cadenas alfa se doblan en una hélice levdgira. La presencia del aminoacido glicina es
esencial para la formacion de la triple hélice, toda la glicina es empaquetada ordenadamente
dentro de la espiral mientras que otros aminoacidos son acomodados en el exterior.
Dependiendo del tejido y tipo de colageno, las triples hélices pueden ser tanto homotrimeras

como heterotrimeras (Abou Neel, Bozec et al. 2013).

El colageno tipo I, es una triple hélice heterotrimera porque consiste de dos cadenas alfa 1y
una cadena alfa 2 (Figura 2). Esta estructura tiene forma de varilla y presenta un didmetro y
longitud de aproximadamente 1.5 nm y 300 nm respectivamente. Flanqueada por dominios
terminales no helicoidales (N- y C- propéptidos) Illamados telopéptidos. La presencia del C-
propéptido, se especula que es esencial para la formacion de la triple hélice e impide la
formacion intracelular de fibrillas de colageno durante la sintesis y el transporte, mientras
que el N- propéptido, se piensa que esta involucrado en el control del diametro de las fibrillas
(Abou Neel, Bozec et al. 2013).

El procoladgeno es secretado a partir de las células, principalmente por fibroblastos y
osteoblastos en el espacio extracelular (Figura 3). Respecto a la seccion (A) de la Figura 3,
el procolageno es convertido en tropocolageno por medio de proteasas que escinden los N-
y C- telopeptidos; este ultimo tiene la capacidad de ensamblarse espontdneamente en
microfibrillas. La seccién (B), nos muestra los enlaces cruzados intra-microfibrilares
inmaduros que unen dos moléculas de colageno de la cabeza a la cola, sin embargo, los
enlaces cruzados inter-microfibrilares maduros unen dos enlaces cruzados inmaduros
relacionando dos microfibrillas. Todas las microfibrillas de colageno siguen el “modelo de
apilamiento escalonado de un cuarto de longitud”, donde cinco moléculas de tropocolageno
estan escalonadas con un desplazamiento de D = 67 nm, una brecha de 0.6 D y una
superposicién de 0.4 D (Abou Neel, Bozec et al. 2013, Liu, Wei et al. 2015).
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1.4.1 Entrecruzamiento natural

El empaquetamiento del colageno es estabilizado a partir de puentes de hidrégeno, asi como
por fuertes enlaces cruzados inter-moleculares que son los responsables de la estabilidad
estructural necesaria para la formacién del tejido e insolubilidad en el agua (Abou Neel,
Bozec et al. 2013). Por otra parte, ha sido reportado que los anillos de pirrolidina de los
aminoéacidos prolina e hidroxiprolina imponen restricciones en la conformacion de la cadena
polipeptidica (estructura secundaria) ayudado a fortalecer la estabilidad térmica de la triple
hélice (Huang, Shiau et al. 2011). El colageno es unico a diferencia de otras proteinas de
origen animal debido a que presenta un alto contenido de hidroxiprolina (Brodsky and
Ramshaw 1997). Asi mismo, Li y colaboradores (2013) mencionan que la hidroxiprolina,
hidroxilisina y prolina son aminoacidos Unicos, encontrados en el colageno. Por otra parte,
Liu y colaboradores (2015) nos dicen que la hidroxiprolina es un marcador unico para el
colageno, pero no es Unico del colageno ya que este aminoécido forma parte de la elastina,
sin embargo, la cantidad de elastina en la piel es mucho menor que la del colageno.

De los aminoécidos prolina e hidroxiprolina, este ultimo tiene la capacidad de formar un
puente de hidrégeno adicional a los dos ya existentes por cada tres aminoacidos que
conforman la triple hélice, debido a su grupo hidroxilo (Ramachandran 1988, Li, Wang et al.
2013, Yu, Chi et al. 2014). La hidroxiprolina solo se produce en la tercera posicion (Y) de la
secuencia repetitiva caracteristica (Gly-X-Y-), es del tipo 4-trans. El grupo funcional (OH)
de este amino&cido permite la formacidon de interconexiones via puentes de hidrogeno dentro
de la estructura de triple hélice, contribuyendo de esta manera a su estabilidad (Kiew and
Mashitah 2013). Sin embargo, también contribuye a la formacion de interconexiones via
puentes de hidrégeno con estructuras de triple hélice vecinas (Ramachandran 1988). Por lo
tanto, la hidroxiprolina no solo es importante en la estabilidad interna de una molécula de
colageno sino también en la formacion de fuertes vinculos entre moléculas de colageno

vecinas.
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Se cree que la estabilizacién inicial de las microfibrillas de colageno es a través de la accién
de la lisil oxidasa que cataliza aldehidos a partir de la lisina e hidroxilisina en los dominios
N- y C- terminal, esta accion representa a casi todos los enlaces en los tejidos jovenes. Los
aldehidos catalizados son altamente reactivos, por lo tanto, reaccionan quimicamente y
espontaneamente con residuos de lisina modificada o no modificada de otras cadenas dentro
de la misma molécula o de moléculas adyacentes, uniendo dos moléculas por la cabeza y la
cola a través de entrecruzamientos intra-microfibrilares inmaduros. Otro proceso de
entrecruzamiento se basa en la reaccion con glucosa o sus metabolitos, y es conocido como
glicacion. No se produce enziméaticamente y en Ultima instancia puede resultar en enlaces
cruzados inter-moleculares, pero este proceso todavia estd sujeto a debate. (Abou Neel,
Bozec et al. 2013).

1.5 Conformacion estructural

El colageno tipo | estd compuesto de tres cadenas alfa, dos son idénticas (al) y una difiere
ligeramente (a2) (estructura primaria). Cada cadena alfa comprende algunos 1014
aminoacidos y tienen un peso molecular de 100 kDa. Ademas, cada cadena alfa es enrollada
en una hélice levogira con alrededor de tres aminoacidos por vuelta (estructura secundaria)
debido a que la prolina e hidroxiprolina limitan la rotacion del esqueleto polipeptidico
contribuyendo a la estabilidad de la triple hélice. Posteriormente, tres cadenas alfa son
torcidas alrededor de una a la otra en el sentido de las manecillas del reloj para formar una
super triple hélice (estructura terciaria). Debido a la distribucion de carga, estas estructuras
bésicas estan escalonadas por alrededor de un cuarto de su longitud (estructura cuaternaria,
Figura 4). Por otra parte, muy poca metionina esta presente en la molécula de colageno y el

triptéfano estd completamente ausente (Schrieber and Gareis 2007).
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Figura 4 Jerarquia estructural del colageno. 1) La estructura primaria con la secuencia
repetitiva Gly-X-Y, donde X es cominmente prolina e Y es a menudo hidroxiprolina. 2) Una
hélice levogira se forma en la estructura secundaria. 3) La union de tres hélices forman una
super triple hélice con una longitud de 300 nm, llamada molécula de colageno, con residuos
de glicina en el centro. 4 a) Varias moléculas de colageno se acumulan para dar origen a
microfibrillas que a su vez forman una fibrilla (4 b). El conjunto de las fibrillas da origen a
una fibra. Estas pueden ser de varios tamafios, que van desde un micrén a un tamafio evidente

para el ojo (Johansson 2013).
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1.6 Familia del colageno

Mas de 28 tipos de colageno, genéticamente distintos, son identificados por su secuencia
polipeptidica y clasificados segun su funcién. La mayoria pertenece a los formadores de
fibrillas, el colageno tipo I es el mas sobresalientes (Abou Neel, Bozec et al. 2013). Segun
Schrieber y Gareis (2007), el colageno tipo | es el mas abundante ya que conforma mas del
90% de la masa organica de los huesos y es el principal en el tejido conectivo, es decir, piel,
tendon, ligamentos, entre otros. El tipo 1l se produce practicamente y exclusivamente en el
tejido cartilaginoso. El tipo 111 depende de la edad: piel muy joven puede presentar hasta un
50%, pero con el transcurso del tiempo se reduce a un 10% o 5%. El tipo V y Xl son
considerados una subfamilia del colageno fibrilar pues se mezclan con los tipos de colageno
mencionados anteriormente en condiciones especificas. Los otros tipos de colageno estan

presentes en cantidades muy bajas y la mayoria en 6rganos especificos.

1.7 Funcion del colageno

El colageno esté asociado con la funcionalidad de tejidos tales como tendones y ligamentos,
donde la principal funcion es transmitir la fuerza entre el hueso y los musculos vecinos al
igual que almacenar el exceso de energia. Sin esta interconexion entre el hueso y los
musculos por el colageno, seria imposible el movimiento del esqueleto. Ademas, el colageno
estd presente en tejidos mineralizados tales como dientes y huesos, en este caso, la funcion
del colageno es conferir cierto grado de flexibilidad y proporcionarle resistencia a la fractura.
Otros tejidos en los que el colageno juega un papel clave son: cartilago, piel, vasos
sanguineos e incluso los musculos, donde la flexibilidad del colageno garantiza que cada tipo
de tejido pueda cumplir con sus funciones especificas. Por otra parte, el colageno también
estd presente en la cornea, pero esta vez, su alto grado de alineacién y ordenamiento son
claves para conferir propiedades dpticas especificas ademas de aportar una estabilidad

mecanica (Abou Neel, Bozec et al. 2013).
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1.8 Punto isoeléctrico del colageno

El punto isoeléctrico (pl) de una proteina es el valor de pH en el que esta biomolécula no
migra a un campo eléctrico, es decir, la carga neta es cero. Por otra parte, la determinacion
del valor de pl a partir de un polvo de piel que recibio diferentes tratamientos de extraccion,
se establecio a un valor de pH cercano a 5, valor que es ligeramente mayor al de la gelatina,
la cual recibi6 un proceso alcalino. Posteriormente, a comienzos del afio 1920, se encontraron
dos valores de pl tanto en el coldgeno como en la gelatina (a pH de 5 y 7.6) al tratar de
localizar el valor de pH en el cual se obtuviera el minimo hinchamiento. La existencia de dos
puntos isoeléctricos en una proteina fue un descubrimiento muy marcado, y se llegd a pensar
en la posibilidad de que la gelatina es una mezcla de dos proteinas con pl de pH 5y 7.8, pero
se llegd a la conclusién de que los dos pl corresponden a la composicion y no a la presencia
de dos proteinas (Gustavson 1956).

Por lo que el valor de pl de la gelatina que fue obtenida a partir de una piel de cerdo tratada
con &cido y sin recibir previamente un encalado (tratamiento alcalino), corresponde a valores
de pH entre 7 y 8. No obstante, el valor de pl de la gelatina obtenida a partir de una piel de
cerdo previamente encalada y sin recibir ningun tratamiento &cido, corresponde a un valor
de pH de 5. Entonces, el desplazamiento del pl hacia el intervalo de pH é&cido es debido a la
deaminacion que tiene lugar en el encalado (tratamiento alcalino), el cual afecta
particularmente el contenido total de nitrogeno y se produce facilmente a un grado de
alcalinidad que corresponde a un pH de 12 o0 13. Ademas, este fendmeno esta acompariado
por un incremento en el numero de grupos carboxilo libres debido a que los aminoacidos
asparagina y glutamina pasan a ser acido aspartico y glutdmico, respectivamente, por lo que
aumentan la carga negativa del medio favoreciendo el desplazamiento del pl hacia el
intervalo de pH acido (Gustavson 1956, Piez 1967, Schrieber and Gareis 2007).
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1.9 Hinchamiento del colageno

El hinchamiento de la piel es la etapa principal en la extraccion del colageno y comienza con
el proceso de remojo, el cual tiene como propdsito recuperar las condiciones de la piel
después de la separacion de la canal. Una vez recuperada la blandura en la piel, es mas facil
introducir en la piel sustancias pequefias a nivel molecular. En la literatura, Gustavson (1956)
nos dice que el hinchamiento que sufre el colageno, el cual posee una estructura altamente
ordenada, es considerado en base a una diferencia de volumen (cantidad de solucion
absorbida por el sustrato) y a la determinacién de los cambios que sufre la fibra del colageno
respecto a su longitud y espesor, debido a la modificacion de las condiciones electrostaticas

de los grupos iénicos que constituyen a la proteina.

Por otra parte, Bienkiewicz (1983) hace mencidn de un sistema conformado por un polimero
en estado seco y un solvente hidratante, la interaccion entre ellos permite el hinchamiento
del polimero hasta que el mismo sistema alcanza un equilibrio electrostatico. Sin embargo,
si hay perturbaciones en el sistema por parte del polimero, por ejemplo, enlaces de
entrecruzamiento entre las cadenas que constituyen al polimero, el hinchamiento llega a ser
limitado. En base a lo anterior, el grado de hinchamiento por parte de la proteina en el sistema,
es inversamente proporcional al nimero de enlaces cruzados que forman parte de la

estabilizacion estructural de la misma.

Lo anterior fue demostrado a nivel experimental con ayuda de una gréfica (Figura 5), en ella
se muestra el grado de hinchamiento de varios substratos con respecto a la capacidad de
absorcién de agua contra un intervalo de pH. A modo de comparacion, se anexo una curva
de hinchamiento que pertenece a un gel de gelatina (12%). Entonces, la fibroina que es un
componente estructural de la seda, esta estrechamente empaquetada por fuertes puentes de
hidrégeno y practicamente carece de grupos acidos y basicos, por otra parte, la estructura de
la queratina es extremadamente estable, ya que es estabilizada por medio de enlaces
covalentes disulfuro y fuertes puentes de hidrogeno. Estas dos proteinas (fibroina y
queratina), practicamente no son afectadas por la accion de los iones hidrégeno e hidroxilo

en un intervalo de pH que va del 1 hasta el 12 (Gustavson 1956).
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Ademas, el bajo contenido de grupos idnicos presentes en la fibroina no permite una
interaccion tanto con acidos como bases, sin embargo, debido al poder de union que presenta
la queratina, tanto con &cidos como con bases, se puede observar un incremento en su
hinchamiento a comparacion de la fibroina. No obstante, en el caso del colageno, el cual
carece de enlaces covalentes entre cadenas y no es internamente estable como la queratina,
pero contiene una alta cantidad de grupos ionicos fuertes, comparable al de la queratina, es
mas susceptible al hinchamiento por la accion de &cidos y bases que la queratina. Por otra
parte, las proteinas del musculo, las cuales presentan una cohesidn interna menos
desarrollada, tiende a ser mas susceptible a un gran hinchamiento a ciertos valores de pH en
comparacion a las demas proteinas con excepcion de la gelatina, la cual no presenta una
estructural definida caracteristica por lo que hincha enormemente (Gustavson 1956).
Finalmente, Bienkiewicz (1983) menciona que le hinchamiento del colageno es dependiente

tanto de un factor osmotico como liotropico.

17



1400
Porcentaje de
hinchamiento (%0)

7000~ 1200
|
r

5000 1000
Gelatina r
3000~ 800

{
1

1000« 600

Marco Tebrico

Musculo fresco

Figura 5 llustracion grafica del grado de hinchamiento que experimentan varios materiales

organicos en funcion del pH (Gustavson 1956).
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1.10 Ultrasonido

1.10.1 Fundamento tedrico

El Sonido es una forma de energia mecénica, el cual es generado a través de una fuente
vibratoria. EI nimero de vibraciones por unidad de tiempo, conocido como frecuencia de
vibracion, es expresado en Hertz (Hz). Un Hertz equivale a una vibracion por segundo (1/s)
(Tole 2005). Entonces, cuando una cuerda de violin se hace vibrar por el arco, una onda de
presidn es generada, esta viaja a través de un medio material (en este caso aire) hasta llegar
al oido humano donde es percibida como una sensacién (Pineda, Bernal et al. 2009). Todas
las ondas de sonido se caracterizan por ser ondas de presion longitudinales que viajan a través
del grosor o superficie de un material a una velocidad que es caracteristica de la naturaleza
de la onda y del material a través del cual son propagadas (liquido, sélido y gas) (Soria and
Villamiel 2010).

Por otra parte, las ondas sonoras se clasifican de acuerdo a su frecuencia (Figura 6), es decir,
por debajo de una frecuencia de 20 Hz se encuentra la zona del infrasonido, este tipo de ondas
son utilizadas por ballenas y dispositivos de sonar submarino. No obstante, la zona del
ultrasonido comprende frecuencias por encima de los 20 kHz, por lo que es inaudible para el
oido humano (Mason, Riera et al. 2005, Raichel 2006, Salazar, Chavez et al. 2010, Kentish
and Ashokkumar 2011, Awad, Moharram et al. 2012, Pingret, Fabiano-Tixier et al. 2013).
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Figura 6 Representacion esquematica de la clasificacion de las ondas sonoras a diferentes
frecuencias (Kentish and Ashokkumar 2011).

Tanto Sillanpéa y colaboradores (2011) como Soria y Villamiel (2010), mencionan que el
intervalo de frecuencia ultrasénico comienza en los 16 kHz y solo Sillanpaa y colaboradores
mencionan como limite superior los 500 MHz, sin embargo, Salazar y colaboradores (2010)
nos dice que el limite superior de la audicion humana puede variar de persona a persona, es
decir, algunas personas perciben ondas de sonido con una frecuencia superior a los 16 kHz y
otras personas no las pueden percibir. De igual manera, remarcan que el intervalo de
frecuencia ultrasonica es considerado por encima de los 20 kHz y el limite superior del
ultrasonido estd gobernado por la capacidad de generar ondas ultrasonicas. El espectro
ultrasonico esta dividido en dos importantes zonas: alta y baja frecuencia, también
denominadas como ultrasonido diagnostico y ultrasonido de poder, respectivamente (Mason,
Riera et al. 2005, Raichel 2006, Soria and Villamiel 2010).
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En la industria de los alimentos, la aplicacién del ultrasonido diagndstico se caracteriza,
principalmente, por mantener una frecuencia >100 kHz, intensidad < 1W/cm? y no generar
cambios significativos sobre el medio en el cual es aplicado, contrariamente, el ultrasonido
de poder que utiliza una frecuencia < 100 kHz e intensidad > 10 W/cm? si genera cambios
significativos debido a la produccion de una intensa cavitacion en el medio de aplicacion.
Adicionalmente, el ultrasonido de poder es una herramienta auxiliar utilizada en areas de
investigacion especificas, como son: emulsificacion, extraccion, rompimiento de células
bioldgicas, entre otras (Salazar, Chavez et al. 2010). Ademas, esta tecnologia ofrece una
ventaja en términos de productividad, rendimiento, disminucion en el tiempo de
procesamiento y mejoramiento de la calidad del producto (Salazar, Chavez et al. 2010, Awad,
Moharram et al. 2012).

1.10.2 Fenomeno de cavitacion

Varios efectos pueden ser generados por el ultrasonido de poder o ultrasonido de alta
intensidad, tales como; calentamiento, turbulencia, agitacion, friccion, inestabilidad
superficial, entre otros. Aunque no todos los efectos involucrados en el ultrasonido de poder
son conocidos o bien entendidos, en la industria alimentaria, la mayoria de ellos se atribuyen
a un fendbmeno muy complejo conocido como cavitacion (Salazar, Chavez et al. 2010). La
cavitacion, es un fenomeno fisico importante que implica una formacion, crecimiento e
implosién de una cavidad o burbuja en el liquido. Entonces, cuando a un liquido se le aplica
ultrasonido de alta intensidad, esta sujeto a ondas de sonido que se propagan a través del
mismo, comprimiendo y expandiendo las moléculas presentes. Los ciclos de compresion
empujan a las moléculas una a la otra para acercarlas lo mas posible, mientras que los ciclos
de expansion las separan. A un nivel de poder lo suficientemente alto, los ciclos de expansion
pueden llegar a exceder las fuerzas de atraccion entre las moléculas del liquido, formando

una burbuja o cavidad (Sillanpaa, Pham et al. 2011).
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Tales burbujas crecen por un proceso conocido como difusion rectificada, es decir, pequefias
cantidades de vapor o gas presentes en el medio, entran a la burbuja durante el ciclo de
expansion, pero no todo el vapor o gas es expulsado por completo durante el ciclo de
compresion, por lo que el tamafio de la burbuja aumenta por cada ciclo de compresion y
expansion que sufre. Las burbujas, distribuidas por todo el liquido, crecen en el periodo de
unos pocos ciclos hasta alcanzar un tamafio critico que les permite estar en equilibrio con la
frecuencia ultrasonica aplicada, es decir, los ciclos de expansion generados a esta frecuencia
Ilegan a un punto en el cual no tienen la energia suficiente para seguir excediendo las fuerzas
de atraccion entre las moléculas del liquido. Si las burbujas estan sujetas a una frecuencia
ultrasonica uniforme, estas permanecen oscilantes, sin embargo, la frecuencia que influye en
una burbuja entre las miles generados no es uniforme, por lo que la burbuja de cavitacion se
vuelve inestable bajo las variaciones de energia aplicada por los ciclos de compresion y
expansion, por lo que colapsa (Figura 7) (Mason, Riera et al. 2005).

Segun Soria y Villamiel (2010) el colapso de la burbuja, denominado como hot spot, es capaz
de acumular energia que puede generar temperaturas de 4,727°C y una presion de 1,000
atmosferas. Condiciones que producen fuertes corrientes de micro-transmision y ondas de
cizallaen la zona de cavitacion, alterando las caracteristicas del medio. Sin embargo, Salazar
y colaboradores (2010) mencionan que el calor generado es transiente y muy localizado, es
decir, el aumento de la temperatura es relativamente bajo, de alrededor de 5°C. En la
literatura, Sillanpaa y colaboradores (2011) reportaron que el modelo hot spot comprende
tres regiones (Figura 8): (1) un nucleo gaseoso caliente, (2) una region interfacial y (3) una
solucién madre a temperatura ambiente. Reacciones que implican a radicales libres pueden
producirse dentro de la burbuja colapsada, en la interface de la burbuja y en el liquido

circundante.
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Figura 7 Formacion, desarrollo y colapso de la cavidad o burbuja que se genera en el medio

irradiado por ultrasonido de alta intensidad (Soria and Villamiel 2010).
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Figura 8 llustracion esquematica de las zonas de reaccion producidas durante el proceso de
cavitacion (Sillanpad, Pham et al. 2011).
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En el centro de la burbuja, altas temperaturas y presiones generadas durante el crecimiento
de la burbuja de cavitacion, proporcionan la energia de activacion requerida para la ruptura
de enlaces, disociacion de solventes y vapores (0 gases), conduciendo a la formacion de
radicales libres o especies excitadas. Los radicales libres generados pueden reaccionar entre
si para formar nuevas moléculas y radicales o difundirse en el liquido madre para servir como
oxidantes. El segundo sitio de reaccion tiene lugar en el liquido que rodea la cavidad
colapsada, en la cual se ha estimado una temperatura de aproximadamente 1,727°C durante
la implosion de la cavidad. En esta capa de solvente que rodea la burbuja caliente, se
producen reacciones de combustion y radicales libres (iones hidroxilo son generados a partir
de la descomposicién del agua (Soria and Villamiel 2010)). Estas reacciones son comparables
a las reacciones de pirolisis, las cuales son predominantes en la region interfacial a
concentraciones altas de soluto, por el contrario, reacciones de radicales libres son
comunmente predominantes. Ha sido demostrado que la mayoria de la degradacion tiene

lugar en la interface de la burbuja madre (Sillanpa4, Pham et al. 2011).

1.10.3 Transferencia de energia

La propagacion de la energia ultrasonica requiere un medio material, no puede tener lugar en
el espacio vacio. Una fuente de ultrasonido en contacto con un medio, transfiere la
perturbacion mecanica al medio, iniciando vibraciones en las particulas del medio. Una
particula puede ser conceptualizada como la representacién de un volumen muy pequefio de
la materia dentro del medio, en el que todos los atomos contenidos en ese volumen responden
al estimulo fisico. Una particula que vibra, lleva a cabo un movimiento de vaivéen

microscopico alrededor de su posicién media dentro del medio (Tole 2005).
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A través de estos pequefios movimientos de vibracion, particulas vecinas se ven afectadas de
manera similar, poniéndose en marcha por la transferencia directa de la energia de una
particula a otra. Ya que cada particula vibratoria transfiere energia a sus vecinos inmediatos,
la mayor parte del medio es impregnado rapidamente por las vibraciones mecénicas. En
efecto, la energia ultrasénica es propagada a través del medio. Esto es importante para
entender que la propagacion de la energia ultrasonica no implica la migracion real de
particulas a través del medio: las particulas simplemente oscilan alrededor de sus posiciones
medias (Tole 2005).

1.10.4 Ondas de presion

Los movimientos mecanicos de una fuente de ultrasonido pueden ser comparados con la
accién de un piston moviéndose rapidamente en un espacio confinado. En direccién hacia
adelante, el piston comprime el medio de particulas frente a él, aumentando en el medio la
concentracion de particulas por unidad de volumen, por lo tanto, la creacion de una presion
mayor. Esto se conoce como la fase de compresion, algunas veces también llamada como la
fase de condensacion. Cuando el pistdn se mueve en la direccion contraria, el medio de
particulas es descomprimido, dando lugar a una fase de baja presion, conocida como
rarefaccion. Por lo tanto, el movimiento periddico del piston crea ondas de presion frente a
él, alternando entre alta y baja presion. Similarmente, las vibraciones mecanicas de una
fuente de ultrasonido crean fases alternadas de compresion y rarefaccion en las particulas del
medio con el que se esta en contacto. Estas variaciones de presion se propagan a través del
medio de transmision (Figura 9), donde las lineas apretadas representan la fase de

compresion, mientras que las regiones de una linea representan la rarefaccion (Tole 2005).
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b i o

Compresion Rarefaccion

Figura 9 llustracién de las variaciones de presion en la propagacion de ultrasonido. Las
lineas representan el grado de compresidn y descompresion de las particulas del medio (Tole
2005).

1.10.5 Propagacion longitudinal

En la propagacion del ultrasonido, la direcciéon del desplazamiento de las particulas del
medio, usualmente, es la misma que la direccion de la fuente de ultrasonido. Por lo tanto,
podemos decir que la onda ultrasénica se propaga en la misma direccion que la perturbacion.
Tales ondas son llamadas ondas longitudinales (Figura 10). Cuando la propagacion de la
onda se lleva a cabo en una direccidn que es perpendicular a la de la perturbacién, entonces
la onda es referida como una onda transversal. Aunque el ultrasonido es usualmente

propagado como ondas longitudinales (Tole 2005).
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Figura 10 Representacion de la direccion de propagacion de las ondas en funcion de la

orientacion de la fuente vibratoria. (Tole 2005).

1.10.6 Parametros de onda simple

Los movimientos periddicos de las particulas del medio sobre sus posiciones medias y las
correspondientes fluctuaciones en la presién, pueden ser convenientemente representadas
como una curva sinusoidal (Figura 11). La forma de onda sinusoidal se caracteriza por los
parametros de onda; amplitud y longitud de onda. La amplitud, es la magnitud del
desplazamiento de la particula a partir de su posicion media en ese momento en particular.
El pico de laamplitud representa el desplazamiento méaximo de la particula, esto corresponde
al cambio méaximo en la presion y ademas representa el vigor de las vibraciones, las cuales,

se relacionan con la intensidad del ultrasonido (Tole 2005).
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Cuando se grafica la amplitud contra la distancia, la longitud de onda va a estar dada por la
distancia entre dos posiciones consecutivas de la onda sinusoidal correspondiente, lo que se
traduce en la distancia recorrida por la onda de presion durante un ciclo de onda completo
(Figura 11). Cada ciclo de onda completo es atribuido a una vibracion de la fuente, el nimero
de vibraciones por unidad de tiempo es llamado frecuencia de vibraciones, parametro que
representa el nimero de veces en que la onda sonora es repetida por unidad de tiempo. Por
lo tanto, el producto tanto de la longitud de onda como de la frecuencia, es la distancia total
recorrida por la onda en el tiempo, en otras palabras, la velocidad de la onda. En la Figura
11, la amplitud esta graficada contra el tiempo, el periodo de la onda seria mostrado como el
tiempo requerido para un ciclo de onda completo, por lo que el periodo de la onda es igual al

reciproco de la frecuencia (Tole 2005).
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Figura 11 Representacion del comportamiento que sufren las particulas del medio al
someterse en la direccién de la onda ultrasénica, la cual se representa como una curva
sinusoidal (Tole 2005).
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1.10.7 Generacion de ultrasonido

La forma mas aplicada para generar ultrasonido, se lleva a cabo bajo el principio del
transformador electroestrictivo. Esto se basa en la deformacion eldstica de materiales
ferroeléctricos dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia causado por la atraccion mutua
de las moléculas polarizadas en el campo. Para la polarizacién de las moléculas, una corriente
alterna de alta frecuencia sera transmitida a través de dos electrodos al material ferroeléctrico.
Después de la conversion en oscilaciones mecanicas, las ondas de sonido seran transmitidas
a un amplificador, el sonido se irradia al sonotrodo y finalmente al medio de tratamiento
(Knorr, Zenker et al. 2004).

Un suministro de energia ultrasonica convierte el voltaje de linea de 50/60 Hz a una energia
eléctrica de alta frecuencia, la cual es transmitida a un transductor piezoeléctrico dentro del
convertidor, donde es cambiada a vibraciones mecanicas. Hay tres tipos de transductores
ultrasonicos en uso comun, incluidos los transductores de liquido conducido, transductores
magnetoestrictivos y transductores piezoeléctricos. Estos ultimos son los dispositivos mas
comunmente empleados para la generacion de ultrasonido y pueden ser usados en toda la
gama de frecuencias ultrasonicas. Materiales piezoeléctricos, tales como el titanato de bario
0 metaniobato de plomo se expanden y contraen en campos eléctricos alternos, generando
ondas ultrasonicas. Los elementos piezoeléctricos comuUnmente utilizados en los
transductores ultrasénicos son potencialmente fragiles por lo que es una préctica normal
sujetarlos entre bloques de metal (conductores frontal y posterior) (Muthukumarappan,
Tiwari et al. 2010).
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1.10.8 Fendmeno piezoeléctrico

Aunque un numero de métodos diferentes estan disponibles para la produccion de
vibraciones mecéanicas de alta frecuencia, el método mas comdn se basa en un fendmeno
Ilamado efecto piezoeléctrico. Este fendmeno es mostrado por algunos materiales cristalinos,
e implica la conversidn reversible de dos formas de energia, las cuales son: energia mecanica
y eléctrica. Cuando los cristales de materiales piezoeléctricos son comprimidos o estirados
(es decir, cuando se aplica tension mecanica sobre ellos), una carga eléctrica aparecera sobre
sus superficies, este proceso es llamado efecto piezoeléctrico. En la Figura 12 se muestra este
efecto, y también muestra que la polaridad de la carga superficial inducida se invierte entre
la compresion y estiramiento. Cuando una diferencia de potencial es aplicada entre las caras
de un cristal piezoeléctrico, el cristal respondera por expandirse o contraerse, la energia

eléctrica ha sido convertida a energia mecénica (Tole 2005).

Cristal comprimido Cristal estirado
_ — — —

Figura 12 Deformacion de un material piezoeléctrico debido a la aplicacion de diferentes

I
i
I
I
intensidades de corriente eléctrica. Estas deformaciones generan la vibracién (Tole 2005).
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1.11 Antecedentes sobre la extraccion de coldgeno por medio de ultrasonido

Actualmente, hay un creciente interés respecto a los procesos de extraccion del colageno,
debido a la creciente tendencia en el uso de esta proteina por parte de la industria en lugar de
agentes sintéticos. El colageno puede ser obtenido mediante una hidrdlisis &cida o
enzimatica. Debido a la naturaleza de los enlaces cruzados de la molécula de colageno, esta
se disuelve muy lentamente incluso en agua hirviendo. Como resultado, un ligero tratamiento
quimico es necesario para romper estos enlaces antes de la extraccion. Por lo tanto, acidos
diluidos y bases son empleadas para hidrolizar parcialmente las moléculas de colageno sin

comprometer su estructura de triple hélice (Prestes 2013).

El método de extraccion acido modifica la estructura de conformacion del colageno de tal
manera que la piel se hincha de dos a tres veces su volumen inicial. Asi mismo, enlaces inter-
e intra-moleculares son escindidos. Por otra parte, el proceso alcalino es utilizado
principalmente para remover proteinas no colagenas. En un estudio por Liu y colaboradores
(2015), demostraron el efecto del pre-tratamiento alcalino sobre la extraccién de coladgeno
soluble en &cido a partir de la piel de la carpa china (Ctenopharyngodon idella). Ellos
encontraron gque a una concentracion de 0.05 y 0.1 M de NaOH, las proteinas no colagenas
son removidas efectivamente sin comprometer el rendimiento de extraccion de colageno. Sin
embargo, a una concentracion de 0.2 y 0.5 M de NaOH se ve afectado el rendimiento de

extraccion y la conformacion estructural de la molécula de colageno.

En la hidrdlisis enzimatica, la materia prima es sometida a un pre-tratamiento acido (acido
acético 0.5 M) el cual contiene una enzima tal como la pepsina. Después, la mezcla es agitada
continuamente por 48 horas seguido de una filtracion (Guimaraes Martins, Vieira Costa et
al. 2009). Finalmente, el filtrado es sometido a precipitacion con ayuda de una solucién salina
(NaCl 2.6 M) y dializada (Martinez-Ortiz, Hernandez-Fuentes et al. 2014). Este método de
extraccion puede influir en la longitud de las cadenas polipeptidicas, asi como en las
propiedades funcionales del colageno tales como: la viscosidad, la solubilidad, la retencion
de agua y la capacidad de emulsificacion. Esto varia de acuerdo a los parametros de
procesamiento (enzima, temperatura, tiempo y pH), el pre-tratamiento, el método de

almacenamiento y las propiedades de la materia prima inicial (Karim and Bhat 2009).
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Por lo que una hidrélisis parcial controlada de la estructura original permite obtener una
distribucion ideal respecto al peso molecular para una aplicacién en especifico (Schrieber
and Gareis 2007). Este factor ha hecho hincapié en el uso de enzimas proteoliticas de origen
animal o vegetal, tales como: tripsina, quimotripsina, pepsina, pronasa, alcalase, colagenasas,
bromelina y papaina (Gomez-Lizarraga, Pifia-Barba et al. 2011, Khan, Arshad et al. 2011)
debido a que estas permiten controlar el grado de escision de la biomolécula. A pesar del alto
costo de la hidrolisis enzimatica, el hecho de que este método de extraccion resultada con los
niveles mas bajos de residuos, un mejor control del proceso y altos rendimientos, justifican

el uso de enzimas.

Recientemente, la aplicacién de ultrasonica en el proceso de extraccion de colageno tipo | a
partir de diferentes materias primas ya ha sido reportada (Li, Mu et al. 2009, Kim, Kim et al.
2012, Kim, Kim et al. 2013, Ran and Wang 2014). Asi mismo, se ha reportado un incremento
en los rendimientos de extraccién como una reduccion en el tiempo de procesamiento (Tu,
Huang et al. 2015). El ultrasonido es un proceso que utiliza la energia de las ondas de sonido
las cuales son generadas a una frecuencia por encima del lumbral de la audicion humana
(Chemat, Zill e et al. 2011). Los efectos del ultrasonido en un sistema liquido son debido al

fendmeno conocido como cavitacion (Hu, Fan et al. 2013).

En un estudio por Kimy colaboradores (2012), la extraccion de colageno a partir de la piel
de la lubina japonesa (Lateolabrax japonicus) mostro un incremento en el rendimiento y
reduccion de en el tiempo de extraccion después de haber recibido ultrasonido de alta
intensidad a una frecuencia de 20 kHz en una solucion de &cido acético. Adicionalmente, la
extraccion a partir del ultrasonido no altera la integridad estructural de la molécula de
colageno. Por otra parte, Li y colaboradores (2009) utilizaron el método de enzimatico
asistido por el ultrasonido de alta intensidad a una frecuencia de 40 kHz para extraer colageno
a partir del tendon bovino. Nuevamente, los resultados mostraron un incremento del 24% y
una reduccién en el tiempo de procesamiento debido a la apertura de las fibras por parte de
la irradiacion ultrasonica, lo que facilito la accion enzimatica. No obstante, se requieren mas
estudios para evaluar el efecto del ultrasonido combinado con otros métodos, principalmente
con una vision para su aplicacion a nivel industrial (Schmidt, Dornelles et al. 2016).
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2 JUSTIFICACION

Tradicionalmente, el colageno tipo I se obtiene a partir de la piel y huesos de vacas y cerdos.
Sin embargo, debido a los brotes de encefalopatia espongiforme bovina, encefalopatia
espongiforme transmisible y fiebre aftosa porcina, se ha generado incertidumbre por parte
del consumidor hacia el colageno tipo | de origen bovino y porcino, asi como también a los
productos derivados del mismo (Gelatina, gomitas, chicles, entre otros). Adicionalmente, el
judaismo e islam prohiben el consumo de cualquier producto relacionado con el cerdo,
mientras que los hinddes no consumen productos relacionados con las vacas (Huang, Kuo et
al. 2016). Por lo tanto, existe la necesidad de encontrar fuentes alternativas de colageno

econdmicas y suficientes.

En los dltimos 20 afios, algunos animales acuaticos han proporcionado la materia prima (piel,
escamas, vejiga natatoria, entre otros) para la extraccion de colageno tipo | debido a su alta
disponibilidad y porque no presentan barreras religiosas o alguna enfermedad que cause
ansiedad o incertidumbre al consumidor (Bilgen, Oktay et al. 1999, Nagai, Ogawa et al. 1999,
Li, Wang et al. 2013). No obstante, el colageno tipo | obtenido de estas fuentes de extraccion,
estd destinado principalmente a la industria cosmética debido a su bajo contenido de
hidroxiprolina (Muralidharan, Jeya Shakila et al. 2013). Es por ello que la piel de borrego
puede ser una fuente atractiva de colageno tipo | para la industria alimentaria debido a su alto
contenido de hidroxiprolina, lo que se traduce en una mayor estabilidad térmica (Burjanadze
1979).

Adicionalmente, la piel de borrego es considerada como un sub-producto no comestible que
no presenta alguna barrera religiosa o de salud y tiene una alta disponibilidad. Segin el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el estado de Hidalgo se
reportan 351, 839 ovinos sacrificados, siendo superado por el estado de México con 402, 379
ovinos sacrificados (SIAP 2014). Generalmente, los sub-productos no comestibles son
utilizados en la fabricacion de fertilizantes o alimento para mascotas, sin embargo,
actualmente hay un gran interés en estos sub-productos en virtud de que se pueden aislar
minerales, &cidos grasos, vitaminas, hidrolizados de proteina y colégeno, los cuales son de
alta importancia para la industria alimentaria (Schmidt, Dornelles et al. 2016).
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Ha sido ampliamente reportado en la literatura, el uso de acidos organicos (acido acético,
acido citrico y &cido lactico) para la extraccion de colageno, registrandose bajos rendimientos
a comparacion de los obtenidos por el método enzimatico de extraccion (Liu, Wei et al. 2015,
Liu, Zhang et al. 2015). En los ultimos afios sea utilizado la irradiacion ultrasénica para
mejorar el rendimiento de extraccion del colageno tipo | debido a que esta tecnologia mejora
la transferencia de masa en el medio de extraccion (Li, Mu et al. 2009). Ademas, el
ultrasonido ha sido utilizado exitosamente en la extraccion de colageno, incrementando el
rendimiento y disminuyendo el tiempo de procesamiento (Kim, Kim et al. 2012, Kim, Kim
et al. 2013, Ran and Wang 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Estandarizar el método de extraccion de colageno tipo | a partir de la piel de borrego como
subproducto agroindustrial mediante el uso de ultrasonido de alta intensidad para su

aplicacion en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica y biomédica.

3.2 Objetivos especificos
e Disefiar el protocolo de extraccion del colageno ovino tipo | por medio de ultrasonido,
considerando el tiempo de exposicion, temperatura, amplitud y numero de
pulsaciones.
e Caracterizar el biopolimero obtenido con base en sus propiedades térmicas (entalpia
y temperatura de fusién), reoldgicas (viscosidad) y fisicoquimicas (peso molecular,

espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, punto isoeléctrico).
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4 HIPOTESIS

La extraccion de colageno asistida por ultrasonido de alta intensidad, genera un mayor
rendimiento de colageno en contraste al método de extraccion convencional sin comprometer

la calidad del mismo.
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5 MATERIALESY METODOS
5.1 Materiales

Para el proceso de extraccion de colageno tipo | se utilizaron pieles de borrego de la raza
pelibuey en un estado de conservacion salado. Estas fueron gentilmente donadas por un
productor de barbacoa local en el municipio de Tulancingo de Bravo, estado de Hidalgo. Para
la hidrolisis limitada de la molécula de colageno tipo I, se utilizd pepsina de la mucosa
gastrica porcina (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA). Para el andlisis electroforético
se utiliz6 un marcador de peso molecular estandar (BenchMark ™). Todos los demas

reactivos como el &cido acético, cloruro de sodio entre otros, fueron de grado analitico.

5.2 Preparacion de la piel de borrego

Se evalud el estado de conservacion de la piel al verificar que el pelo no se desprendiera con
facilidad y que no presentara olores desagradables. Se elimind la mayor parte del pelo
mediante un proceso mecanico de rasurado, posteriormente, la piel fue sometida a un proceso
de remojo con agua, desengrasante y tensoactivo, estos dos ultimos en una concentracion de
1 g/L. Lo anterior, con la finalidad de regresarle a la piel la humedad faltante y hacer mas
facil la sustraccion de los restos de carne y grasa durante el proceso de descarne. La piel de
borrego rasurada y descarnada se cortd en cuadrados de aproximadamente 1 cm? con ayuda
de unas tijeras. Los trozos de piel se almacenaron en bolsas de polietileno a una temperatura

de -18°C para su uso posterior.
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5.3 Cinética de hinchamiento

Se prepararon 300 mL de acido acético al 0.5 M y se mezclaron con 10 g de piel en trozos,
esto se hizo tanto para los trozos de piel rasurados como para los trozos de piel sometidos a
un pre-tratamiento alcalino (pelambre). Se registraron los cambios de peso durante el proceso
de hinchamiento de la piel por diferentes periodos de tiempo con una diferencia de 10
minutos entre cada medicion hasta completar un lapso de 3 horas. Una vez concluidas las
mediciones, se procedio a realizar las graficas de cinética de hinchamiento. Los tratamientos
se realizaron por triplicado, el analisis estadistico se hizo con el software IBM® SPSS version
20. Tanto el analisis de varianza como la evaluacion entre las diferentes medias usando la

prueba Tukey fueron determinadas con una confiabilidad del 95%.

5.4 Extraccion de colageno

El colageno fue extraido siguiendo la metodologia de Chuaychan y colaboradores (2015) con
algunas modificaciones. Todo el procedimiento de extraccion se realizd a temperatura
ambiente (20 = 2°C).

5.4.1 Proceso de extraccion enzimatica convencional (EC)

Los trozos de piel descritos en la seccion 5.2 se remojaron en una solucién de acido acético
0.5 M en una concentracién sélido/solvente de 1:30 (p/v) y se aplicd agitacion constante
durante 3 horas de acuerdo a la cinética de hinchamiento realizada previamente. Después, se
incorpord en la mezcla la pepsina en una concentracion de 1 g/L y se dejo en agitacion
constante por 48 horas. Concluido el tiempo de agitacion, la muestra fue filtrada con una
manta doblada para separar la solucion de colageno de los remanentes solidos que no fueron
solubilizados, el filtrado se sometio a precipitacién mediante la adicién de una solucién de
cloruro de sodio 2.6 M. Posteriormente, se procedio a registrar el peso en base humedo del
colageno insoluble para registrar el rendimiento. La muestra obtenida se re-solubiliz6 en una
solucion de acido acético 0.5 M en una relacién 1:30 con base en el peso registrado
anteriormente. Finalmente, la solucion resultante fue dializada y después liofilizada para su

posterior caracterizacion.
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5.4.2 Proceso de extraccion enzimatica asistido por ultrasonido de alta intensidad en
piel rasurada (E-U-PR)
Para la realizacion de esta extraccion, se realizé el mismo procedimiento de la seccion 5.4.1
pero con la diferencia de que en este método de extraccion se incorpor6 el uso del ultrasonido
de alta intensidad antes de la adicion de la enzima, de lo contrario, la enzima no tendria
actividad alguna debido a la inactivacion por el efecto de cavitacion generado por el
ultrasonido de alta intensidad (UAI). Los trozos de piel se remojaron en una solucion de acido
acético 0.5 M en una concentracion solido/solvente de 1:30 (p/v) y se aplic agitacion
constante durante 3 horas. Después, la mezcla se vertio en un vaso enchaquetado de 500 mL

para recircular agua destilada fria (10°C), revisando la temperatura de manera constante.

Con el fin de evitar un sobrecalentamiento, el ultrasonido opero bajo el modo de pulsos.
Posteriormente, se aplicd UAI a través de una sonda parcialmente inmersa en la muestra con
la siguiente configuracion en el equipo: frecuencia de 20 kHz, 80% de amplitud, pulsaciones
de 50 segundos por cada 10 segundos de descanso, el tiempo de tratamiento se estandarizo a
40 minutos de exposicion ultrasonica en cada una de las muestras. Al finalizar la irradiacion
ultrasonica, se agregd pepsina en una concentracion de 1 g/L y se aplico agitacion constante
por 48 horas. La muestra fue filtrada con una manta doblada para separar la solucion de
colageno de los restos de pelo y otros remanentes sélidos que no fueron solubilizados.
Después de la extraccion, el coldgeno en suspensién fue colectado de acuerdo al método
descrito en la seccion 5.4.1.
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5.4.3 Proceso de extraccion enzimatica asistido por ultrasonido de alta intensidad en
una piel con proceso de pelambre (E-U-PA).
Para la extraccion de colageno en este sistema, se realizaron los procedimientos descritos en
la seccion 5.4.2 con la diferencia de que la piel de borrego fue sometida a un previo proceso
de pelambre de la siguiente manera: los trozos de piel previamente re-humectados y cortados
se pesaron y este valor se tom6 como base para la adicion del 200% agua, 8% de hidroxido
de calcio y el 4% de sulfuro de sodio. La piel duro en esta solucion un tiempo de 24 horas
para remover totalmente el pelo y epidermis. Una vez eliminados estos componentes, se

realizé un lavado a fondo con agua destilada fria.

Posteriormente, se procedid a eliminar el exceso de materiales alcalinos remanentes en la piel
mediante una solucién con 200% de agua, 4% de sulfato de amonio y movimiento por 20
minutos para precipitar el hidroxido de calcio. Despues, los trozos de piel sin hidroxido de
calcio se sometieron en una solucién con 200% de agua, 0.5% de tripsina y movimiento por
20 minutos con la finalidad de hidrolizar las proteinas interfibrilares no coldgenas. Una vez
realizado este acondicionamiento se procedio al proceso de extraccion de acuerdo a las

actividades realizadas en la seccion 5.4.2.

5.5 Dialisis de colageno

Las soluciones de colageno (EC, E-U-PR y E-U-PA) fueron dializadas contra agua destilada
a temperatura ambiente (20 + 2°C) por un periodo de tres dias hasta alcanzar un valor de pH
de alrededor de 7. Se utilizd6 una membrana de dialisis marca Spectra/Por con un peso

molecular de corte de 6-8 kDa.

5.6 Liofilizacion del colageno

Las muestras previamente dializadas (EC, E-U-PR y E-U-PA) se vertieron en cajas Petri, las
cuales se depositaron en un ultra-congelador a -70°C. Una vez alcanzada esta temperatura,
las muestras se liofilizaron usando el equipo Labconco freezone 6 (Labconco Corp., Kansas
City, USA).
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5.7 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

El andlisis térmico diferencial, es un método ampliamente utilizado en la ciencia de los
polimeros para estudiar el comportamiento térmico de materiales que son sometidos a
cambios fisico y quimicos tras un calentamiento (Mentink, Hendriks et al. 2002). Mediante
el uso de la técnica de calorimetria de barrido diferencial, la temperatura de fusion (Tm) y
entalpia de desnaturalizacion (AH) fueron calculadas. Estos parametros son de gran
importantes para la evaluacion de la estabilidad térmica de este biopolimero (Sudharsan,
Seedevi et al. 2013, Minh Thuy le, Okazaki et al. 2014).

La estabilidad térmica del colageno ovino tipo | fue analizada por medio de un equipo DSC
serie Q 2000 instrumentos TA, equipado con un sistema de enfriamiento refrigerado RCS90
y el software de andlisis universal TA 2000. El instrumento fue calibrado previamente usando
indio como metal estandar, las mediciones se efectuaron al mismo tiempo que la muestras se
purgaban constantemente con nitrégeno de alta pureza a un flujo constante de 50 mL/min.
Las muestras secas (EC, E-U-PR y E-U-PA) fueron pesadas (1 £ 0.1 mg) dentro de charolas
de aluminio (instrumentos TA), selladas herméticamente y escaneadas en un intervalo de
25°C a 200°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Como referencia, una
charola de aluminio vacia y sellada herméticamente fue utilizada. Tanto el valor de T, como
el de AH, fueron determinados por el software en base a los cambios endotérmicos

registrados en el termograma.

Por otra parte, se determind la estabilidad térmica de las muestras re-solubilizadas (EC, E-
U-PR y E-U-PA) en &cido acético 0.5 M siguiendo la metodologia de Kittiphattanabawon et
al. (2005) con ligeras modificaciones. Se pesaron exactamente 100 mg de muestra liofilizada
por cada tratamiento y se re-solubilizaron en 15 mL de &cido acético 0.5 M. Una vez
homogenizadas, se tomaron 10 £ 0.2 mg y se vertieron en charolas de aluminio (instrumentos
TA) para su posterior sellado hermético y escaneo térmico. Este Gltimo se realizd en un
intervalo de 25°C a 60°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min. El valor de Ty

AH fue calculado como se mencion6 anteriormente.
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5.8 Determinacion del punto isoeléctrico (pl)

El punto isoeléctrico de los tres tratamientos (EC, E-U-PR y E-U-PA) fue obtenido con ayuda
del equipo Zetasizer nano ZS90 acoplado al auto-titulador MPT-2 siguiendo la metodologia
de Kaewdang y colaboradores (2014) con algunas modificaciones. Este equipo calcula la
potencial zeta mediante la determinacion de la movilidad electroforética para después aplicar
la ecuacion de Henry. Asi mismo, la movilidad electroforética es obtenida mediante la
realizacion de una electroforesis en la muestra y midiendo la velocidad de las particulas
usando velocimetria por laser doppler. A un cierto pH, el valor del potencial zeta en las
particulas de la muestra se ve afectado. Entonces, a un intervalo de pH, la muestra presentara
diferentes valores de potencial zeta. El punto donde la trama atraviesa la potencial zeta cero

es llamado punto isoeléctrico.

Todas las muestras liofilizadas fueron acondicionadas de la siguiente manera: se pesaron 100
mg de cada una de ellas y se re-disolvieron en 15 mL de &cido acético al 0.5 mol/L. Después,
se tomo una alicuota de 5 mL por cada muestra re-disuelta y se aforaron a 50 mL con agua
destilada, estas muestras aforadas ahora son llamadas muestras listas y se requirié un
volumen de 10 mL por cada una de ellas para la determinacion del pl. El equipo fue
configurado de acuerdo a las caracteristicas del coldgeno tipo | y se manejé un intervalo de
pH de 3.5 a 9.5. Las muestras fueron contenidas en una celda DTS1070 donde fue medido el
potencial zeta a distintos pH, los cuales fueron alcanzados con ayuda de tres soluciones buffer

de hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion de 1 mol/L, 0.75 mol/L y 0.5 mol/L.
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5.9 Determinacion del peso molecular SDS-PAGE

Para la determinacion del peso molecular por medio de las muestras EC, E-U-PR y E-U-PA
se utilizo la técnica de electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico siguiendo la metodologia descrita por Laemmli (1970) pero con algunas
modificaciones. Todas las muestras de colageno fueron mezcladas con el buffer de muestra
y desnaturalizadas a bafio maria a 90°C por un lapso de tiempo de dos minutos. Se trabaj6
con un sistema de electroforesis vertical DSASU-400 (C.B.S. Scientific Company, Inc.), un
gel de apilamiento y de resolucién a una concentracion del 4% y 7.5% respectivamente. Se
utilizaron 20 uL de muestra desnaturalizada, asi como 15 pL del marcador de peso molecular
(BenchMark ™). EI proceso de electroforesis se realizd a un potencial eléctrico constante
(136 Voltios), el cual fue aplicado por la fuente de alimentacion ENDURO 300 V (Labnet
International, Inc.) durante 12 horas. Concluido el proceso de electroforesis, los geles fueron
teflidos con una solucion de azul de Coomassie R-250 (metanol al 50% (v/v), &cido acético
al 10% (v/v) y azul de Coomassie al 0.05% (p/v)) por 3 horas y destefiidos con una mezcla
de &cido acético al 7.5% (v/v) y metanol al 5% (v/v).

5.10 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de absorcidn por la técnica de FT-IR a partir de las muestras liofilizadas (EC,
E-U-PR y E-U-PA) fueron obtenidos por el equipo Frontier FT-MIR (Perkin Elmer)
equipado con reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en inglés). Se trabajé en un
intervalo de medicion de 380 a 4,000 cm™y a temperatura ambiente. Las sefiales automaticas
fueron recolectadas en 3,620 scans a una resolucion de 1 cm™ y digitalizadas con el software

spectrum 10.
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5.11 Determinacion de viscosidad

Se midi6 la viscosidad a partir de coldgeno rehidratado de acuerdo a la metodologia de Yu'y
colaboradores (2014) con algunas modificaciones. Se utilizaron 100 mg de muestra
liofilizada (EC, E-U-PR y E-U-PA) disuelta en 25 mL de &cido acético al 0.5 M vy
acondicionada a una temperatura de 7°C. Asi mismo, se utilizo el viscosimetro (Brookfield)
modelo RTV (U.S.A)) el cual trabajo con una geometria del No.5 a una velocidad de 100

rpm. El valor de viscosidad fue leido y reportado en términos de centipoise (cP).

5.12 Determinacion del rendimiento de extraccion
El rendimiento obtenido a partir de los diferentes tratamientos (EC, E-U-PR y E-U-PA) fue
calculado en base al peso seco de los trozos de piel virgenes, utilizando la ecuacion siguiente

ecuacion (Sinthusamran, Benjakul et al. 2013).

o Peso del colageno liofilizado (g)
Rendimiento (%) = - — x 100
Peso de la piel seca inicial (g)
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Cinetica de hinchamiento

El hinchamiento de los trozos de piel de borrego por accién de una solucion de &cido acético
0.5 M, es la etapa principal en la extraccién de colageno. Con el objetivo de conocer el tiempo
méaximo de hinchamiento de los trozos de piel, se elaboré una cinética de hinchamiento
(Figura 13). El experimento se baso en la relacion que existe entre el incremento de peso
ganado expresado en porcentaje (%) y el tiempo en el cual el &cido acético interactla con las
moléculas de colageno presentes en cada trozo de piel. La Figura 13a) ilustra el porcentaje
de peso ganado por parte de los trozos de piel que fueron previamente sometidos a un pre-
tratamiento alcalino, mientras que los resultados de la Figura 13b) se obtuvieron con trozos

de piel previamente rasurados.

Se observo en ambos tratamientos un crecimiento significativo en el peso ganado (P<0.05)
por parte de los trozos de piel de borrego conforme aumentaba el tiempo de inmersion en la
solucion de &cido acético 0.5 M hasta que se alcanz6 un punto, alrededor de los 170 minutos,
en el que las moléculas de agua ya no interactuaron con las moléculas de colageno via puentes
de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. De tal manera que no fue necesario alargar mas el
tiempo de inmersidn debido a que el porcentaje de peso ganado no fue significativo después

de los 170 minutos.
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Figura 13 Cinética de hinchamiento a partir de los trozos de piel con pre-tratamiento alcalino

(a) y previamente rasurados (b). Letras diferentes representan valores significativamente

diferentes (P<0.05).
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Sin embargo, la ganancia de peso no fue la misma en virtud de que los maximos porcentajes
de peso ganado fueron de 180% Yy 218% para los trozos de piel con un proceso alcalino previo
y para la muestra rasurada, respectivamente. Esta reduccion en el porcentaje del peso ganado
podria ser atribuido a la solubilizacion del coldgeno durante el pre-tratamiento alcalino. Asi
mismo, se conoce que el colageno sufre un proceso de deamidacién (Gustavson 1956) al ser
sometido a un medio alcalino provocando que los aminoécidos asparagina y glutamina se
conviertan en &cido aspartico y acido glutamico respectivamente, aumentando con ello la
cantidad de grupos carboxilo los cuales podrian enlazar moléculas de agua presentes en el
medio via puentes de hidrogeno. El agua al ser una molécula dipolar, se incorpora a la
proteina por accion de fuerzas polares mediante su asociacion en los lugares geométricos de
los péptidos liberados por la contraccidn de las cadenas, aumentando el volumen de la piel

(Gustavson 1956, Gomez-Lizarraga, Pifia-Barba et al. 2011).

Estos resultados concuerdan con los trabajos realizados por Liu y colaboradores (2015), ellos
encontraron una pérdida importante de colageno durante el pre-tratamiento alcalino de la piel
de la carpa china con NaOH a una concentracion 0.5 M. Sin embargo, a una concentracion
de 0.05 M de NaOH se alcanz6 un hinchamiento significativo por parte de los trozos de piel
de la carpa china durante el pre-tratamiento. Lo anterior, facilita la extraccion acida al

promover la transferencia de masa en la matriz del tejido.
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6.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Para la evaluacion de la estabilidad térmica del colageno, se trabaj6 con muestras en estado
seco Yy rehidratadas. Respecto a las muestras secas, estas fueron acondicionadas por un
periodo de siete dias dentro de una camara hermética que contenia pentadxido de difésforo
(P20s) como agente desecador. Lo anterior, con el objetivo de equilibrar las muestras a una
humedad final del 0.7% en base seca. Una vez acondicionadas, se deposité 1 + 0.1 mg por
cada muestra (EC, E-U-PR y E-U-PA) en una charola de aluminio pequefia (instrumentos
TA), la cual fue cerrada herméticamente para su posterior evaluacion térmica. Las
condiciones de escaneo se describieron en la seccién 5.7. Por otra parte, la preparacion de las
muestras rehidratadas se realizo a una concentracion de 100 mg de colageno liofilizado en
15 mL de &cido acético 0.5 M. Adicionalmente, se requirié de 10 £ 0.2 mg por cada muestra
rehidratada dentro de las charolas de aluminio para su posterior sellado hermético y

evaluacion térmica.

En la Figura 14 se observan los termogramas de las tres muestras secas evaluadas. Todas
presentaron un solo evento térmico a una temperatura de fusion (Tm) entre 93°C y 112°C.
Entendiéndose por Tm como la temperatura a la cual la estructura de triple hélice del colageno
cambia a una estructura desorganizada y amorfa (Sudharsan, Seedevi et al. 2013). Los
tratamientos que fueron sometidos a ultrasonido (E-U-PR y E-U-PA) presentaron un evento
térmico mas definido sugiriendo una distribucién molecular mas homogénea, lo cual se
atribuye a una mejor difusion enzimatica hacia el interior de la estructura fibrilar previamente
abierta por las ondas de choque generadas durante la cavitacion ultrasénico mejorando el
proceso de hidrolisis y rendimiento de extraccion (Li, Mu et al. 2009).
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Analizando el comportamiento térmico de la muestra EC, esta presentd una curva mas
extendida y menos pronunciada sugiriendo que el proceso de hidrélisis fue menos localizado
en las regiones telopeptidicas de tal manera que se produjo una distribucion molecular menos
uniforme a comparacion de las reportadas por las muestras que recibieron irradiacion
ultrasonica tales como: E-U-PR y E-U-PA (Gabbott 2008). Estos resultados son congruentes
con los reportados por Duraipandy y colaboradores (2015) en donde encontraron un evento
térmico similar en forma y amplitud de la curva del termograma. Ellos trabajaron con tres
tratamientos de peliculas; una fue elaborada con coldgeno nativo, otra con colageno
entrecruzado con nano particulas de plata y la Gltima con colageno entrecruzado con
glutaraldehido. A todas las peliculas se les determinaron las propiedades térmicas usando el
equipo DSC Q200. Ellos manejaron un intervalo de calentamiento de 20°C a 300°C con una
velocidad de calentamiento de 5°C/min. Adicionalmente, ellos trabajaron con charolas de

aluminio y utilizaron 3 mg de muestra por cada tratamiento.
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En la Tabla 1 se puede observar que la muestra EC mostro diferencias significativas (P<0.05)
en su valor de AH debido a la amplia distribucion de pesos moleculares y esta distribucion

se investigo por medio de la técnica SDS-PAGE (ver seccion 6.4).
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Figura 14 Termogramas de las muestras secas (EC, E-U-PR y E-U-PA) con un contenido de
humedad del 0.7% en base seca corridas en un intervalo de temperatura que va de los 25°C

a 200°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min.
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Tabla 1 Temperatura de fusion (Tm) y entalpia (AH) de las diferentes muestras secas (EC,
E-U-PR y E-U-PA) de colageno ovino tipo I.

Muestras Entalpia (AH) Temperatura de fusion (Tm)
E-U-PA 210.50 + 24.50 J/g ab 112.03 +3.65°C b
E-U-PR 194.07 £ 33.44 J/g a 110.10 £ 2.68°C b

EC 267.65+9.95J)/gb 93.86 +1.19°C a

Letras diferentes representan valores significativamente diferentes (P<0.05) en cada

columna.

Por otra parte, en la Figura 15 se presentan los termogramas de las tres muestras rehidratadas.
Ambas muestras presentaron valores de Tmy AH similares sugiriendo que la estructura de
triple hélice fue predominante en las moléculas de colageno ain después de haber recibido
ultrasonido de alta intensidad. Estos resultados son congruentes con aquellos encontrados en
otras especies tales como becerro (40.8°C) y cerdo (37°C) (Veeruraj, Arumugam et al. 2013,
Wu, Wang et al. 2014). Adicionalmente, el notorio desplazamiento de la Tm hacia una
temperatura menor por parte de las muestras rehidratadas es atribuido al efecto plastificante
del agua (Slade and Levine 1993, Nazhat 2008, Roos 2008).

Como un ejemplo del efecto plastificante del agua se tiene que la muestra EC en estado seco
presentd un valor de Tm de alrededor de 94°C el cual se desplazo6 a una temperatura de 40°C
cuando esta fue rehidratada debido a que las moléculas de agua rompen los puentes de
hidrégeno que estabilizan la estructura de triple hélice del colageno, reduciendo la energia
de cohesion entre las cadenas alfa y provocando asi la desnaturalizacién de la molécula del
colageno (Batzer and Kreibich 1981). EI mismo comportamiento fue encontrado por Bigi y
colaboradores (1987) que trabajaron con colageno tipo I obtenido a partir del tendon de la

cola de rata Wistar.
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Figura 15 Ampliacion de los termogramas de DSC obtenidos a partir de las muestras
rehidratadas (EC, E-U-PR y E-U-PA). Escaneadas de 25°C a 60°C con una velocidad de

calentamiento de 10°C/min.
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6.3 Determinacion del punto isoeléctrico (pl)

Para la obtencion del punto isoeléctrico se utilizé el equipo Zetasizer-nano ZS90 acoplado a
un titulador MPT-2 con los cuales se mido el potencial Z en funcién del pH. Entendiéndose
por el potencial Z como una medida de la magnitud electrostatica de repulsion originada en
el limite de la capa difusa que rodea la particula. El acondicionamiento de las muestras
liofilizadas se describi6 en la seccion 5.8. Todas las muestras de colageno ovino tipo | (EC,
E-U-PR y E-U-PA) fueron sometidas a un pH inicial de 3.5y llevadas a un pH final de 9.5.
El pH en el que la magnitud electrostatica de repulsion fue cero, se interpretd como punto
isoeléctrico (Sinthusamran, Benjakul et al. 2013, Kaewdang, Benjakul et al. 2014, Chen, Li
et al. 2016).

En la Figura 16 se observa que el punto isoeléctrico de la muestra EC se encontré a un pH
de 8.87, mientras que para las muestras E-U-PR y E-U-PA el punto isoeléctrico se registré a
un pH de 8.85 y 8.32 respectivamente. Estadisticamente, los valores de pl registrados por las
muestras EC y E-U-PR no presentaron diferencias significativas (P>0.05), sin embargo, el
valor de pl registrado por la muestra E-U-PA difiere significativamente (P<0.05) de los
demas sugiriendo que el proceso alcalino modifico la estructura del coldgeno. Lo anterior es
atribuido a un proceso conocido como deamidacion, el cual es producido cuando las
moléculas de colageno se someten a un fuerte proceso alcalino (pH 13). La deamidacion se
da en los aminoacidos asparagina y glutamina transformandolos en &cido aspartico y acido
glutdmico respectivamente, provocando un desplazamiento del punto isoeléctrico a un valor

de pH menor (Gustavson 1956).
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Figura 16 Determinacién del punto isoeléctrico a partir de la obtencion del potencial Z en
funcion del pH. Todas las muestras fueron sometidas a un intervalo de pH inicial de 3.5y
llevadas a un pH final de 9.5. Las letras representan las diferencias significativamente

(P<0.05) del promedio de tres repeticiones.
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6.4 Determinacion del peso molecular por SDS-PAGE

Para el analisis electroforético de las muestras de colageno ovino tipo | (EC, E-U-PR y E-U-
PA) se utiliz6 la técnica de electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico. El peso molecular de las bandas electroforéticas fue obtenido a partir
de una regresion logaritmica tomando como base los pesos moleculares de la proteina
estandar. Todas las muestras fueron acondicionadas segun lo descrito en la seccién 5.9. En
la Figura 18 se observan los patrones electroforéticos de cada muestra, incluyen las cadenas
a 'y B, asi como algunos agregados de alto y bajo peso molecular. Respecto a la muestra EC,
las cadenas a1 y a2 fueron encontradas a los 125 kDa y 109 kDa respectivamente, mientras
que la cadena 3 fue encontrada a los 230 kDa. A diferencia de las muestras E-U-PR y E-U-
PA, la muestra EC presento agregados de bajo peso molecular (otros) sugiriendo que la
protedlisis enzimética fue uniforme (Chen, Chen et al. 2016).

Para la muestra E-U-PR, las cadenas al, a2 y B fueron encontradas a los 126 kDa, 112 kDa
y 233 kDa respectivamente, mientras que en la muestra E-U-PA fueron encontradas a los 129
kDa, 115 kDa y 233 kDa. Este incremento en el peso molecular por parte de las cadenas o y
B en las muestras E-U-PR y E-U-PA sugiere una modificacion estructural significativa sobre
la conformacion de triple hélice del colageno la cual es atribuida a la aplicacion de
ultrasonido de alta intensidad (UALI). Este mismo comportamiento fue encontrado por Kimy
colaboradores (2013) al extraer colageno tipo | a partir de la piel de lubina a diferentes

amplitudes ultrasonicas.

Adicionalmente, la muestra E-U-PA presento altos valores de peso molecular incluso por
arriba de los reportados para la muestra E-U-PR confirmando una modificacion estructural
adicional la cual es atribuida a la deamidacién que sufren los aminoacidos asparagina y
glutamina cambiando sus propiedades electrostaticas debido a que aumenta la concentracion
del grupo carboxilo (COO"). Asi mismo, Liu y colaboradores (2015) también reportaron el
mismo comportamiento el cual atribuyeron al fuerte tratamiento alcalino que aplicaron en la

piel de la carpa china con el propdsito de remover proteinas no colagenas presentes.
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El presente estudio de investigacion se encontrd una diferencia con respecto a la intensidad
de las bandas que representan a las cadenas o 1 y o2. La intensidad en las bandas de las
cadenas al fue de aproximadamente dos veces mayor que la de las cadenas o2 confirmando
la obtencion de coldgeno tipo | por partes de los tres tratamientos (Jongjareonrak, Benjakul
et al. 2005, Bae, Osatomi et al. 2008, Ahmad and Benjakul 2010).
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Figura 17 Determinacion del peso molecular a partir de los tratamientos (extraccion
convencional (EC), extraccidn asistida por ultrasonido a partir de la piel de borrego rasurada
(E-U-PR) y extraccidn asistida pro ultrasonido a partir de la piel de borrego con tratamiento
alcalino (E-U-PA)).
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6.5 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Para la obtencion de las bandas amida caracteristicas del colageno tipo I se utilizo la técnica
de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés), se
trabajo con tres muestras de colageno ovino tipo | (EC, E-U-PR y E-U-PA) previamente
dializadas y liofilizadas. Se requirié de una cantidad de muestra minima, la cual se deposito
en el lente del equipo para su posterior prensado y evaluacion infrarroja. Las condiciones de
evaluacion se describieron en la seccion 5.10. Todas las muestras evaluadas exhibieron la
forma tipica de un espectro infrarrojo para el colageno tipo I. En la Figura 17 se observan las
bandas amida caracteristicas (A, B, I, 11 y IlI) demostrando una similitud respecto a la
estructura secundaria de las moléculas de colageno (Kittiphattanabawon, Benjakul et al.
2009). Estos resultados sugieren que la conformacion de triple hélice de las moléculas de
colageno a partir de las muestras E-U-PR y E-U-PA fue predominante a pesar de haber
recibido ultrasonido de alta intensidad (UAI). Lo anterior es congruente con lo reportado por
Li y colaboradores (2009) debido a que encontraron el mismo comportamiento en las bandas
amida caracteristicas generadas a través de una muestra de colageno asilada por el método
convencional como por una muestra de colageno aislada por medio de una extraccion asistida
por UAI.

Todas las bandas amida (A, B, I, 1l y I11) fueron encontradas en nimeros de onda similares a
los reportados por Skopinska-Wisniewska y colaboradores (2014), los cuales obtuvieron a
través de la evaluacion infrarroja del colageno tipo | aislado de los tendones de las colas de
ratas albinas jovenes. Asi mismo, Ran y Wang (2014) reportaron nimeros de onda similares
respecto a las bandas amida caracteristicas, los cuales obtuvieron a partir del colégeno tipo |
asilado del tenddn bovino bajo un proceso de extraccion asistido por UAI. Sin embargo, otros
autores (Benjakul, Thiansilakul et al. 2010, Matmaroh, Benjakul et al. 2011, Liu, Liang et al.
2012) reportan las mismas bandas amida pero a nimeros de onda significativamente
diferentes, principalmente las bandas amida A y amida I. Por lo que el proceso de extraccion
como la purificacion del colageno tipo | podrian repercutir en la intensidad de los picos, asi

como en el desplazamiento de las bandas amidas a diferentes niUmeros de onda.
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La banda amida A es atribuida a las vibraciones de tension del grupo NH y se produce en un
intervalo de 3,400-3,440 cm™. Sin embargo, cuando un grupo NH esta involucrado con un
puente de hidrégeno en la cadena peptidica, este es desplazado a un nimero de onda menor
(Doyle, Bendit et al. 1975). Como ejemplo de lo anterior, las bandas amida A de las muestras
EC, E-U-PR y E-U-PA sugieren la presencia de puentes de hidrégeno debido a que se
encontraron a 3,298.33 cm, 3,297.67 cm™ y 3,298.33 cm™ respectivamente (Barth 2007).
Estos resultados demuestran que la conformacion estructural de triple hélice permanece en
todas las muestras de colageno (Skopinska-Wisniewska, Olszewski et al. 2014). Asi mismo,
las muestras EC, E-U-PR y E-U-PA presentaron la banda amida B (2,930 cm™) la cual esta

relacionada con el estiramiento asimétrico del grupo CH, (Zhang, Duan et al. 2014).

Por otra parte, las bandas amida | reportadas para las muestras EC, E-U-PR y E-U-PA fueron
encontradas a los 1,630.00 cm?, 1,632.33 cm™® y 1,630.33 cm™ sin haber presentado
diferencias significativas (P>0.05) entre ellas (Tabla 2). Esta banda es correlacionada con las
vibraciones de estiramiento de los grupos carbonilo (C=0), las vibraciones de estiramiento y
flexion del grupo NH a lo largo de toda la columna vertebral polipeptidica de la biomolécula
(Skopinska-Wisniewska, Olszewski et al. 2014). Lo anterior confirma la formacion de
puentes de hidrogeno entre el grupo NH y el grupo C=0 del cuarto residuo responsable del
introduccion de las cadenas alfa en una conformacién de triple hélice (Matmaroh, Benjakul
etal. 2011).
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Tabla 2 Nimeros de onda (cm™) obtenidos a partir de las diferentes bandas amida registradas

por cada espectro infrarrojo de las diferentes muestras de colageno ovino tipo I.

Muestra Amida A Amida B Amida | Amida Il Amida I
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

EU-PA 3,298.33 + 2933.67 £ 1,630.33 = 1,544.33 £ 1,235.00 =
0.58 a 153 b 0.58 a 2.08 a 0.00 a

E.U-PR 3,297.67 2928.00 £ 1,632.33 = 1,544.00 £ 1,235.00 =
3.05a 1.73a 4.04 a 1.73a 1.00a

EC 3,298.33 + 2934.00 £ 1,630.00 = 1,544.33 £ 1,235.67 =
3.79 a 1.00b 0.00 a 2.08 a 153a

Letras diferentes representan valores significativamente diferentes (P<0.05) en cada

columna.

Por otro lado, la banda amida 11 de las muestras fue encontrada dentro del margen establecido
por la literatura y es responsable de la combinacién del grupo NH en el plano de curvatura y
las vibraciones de estiramiento del grupo CN. La banda amida Il representan la combinacion
de picos entre las vibraciones de estiramiento del grupo C-N y la deformacién del grupo N-
H a partir de enlaces amida, asi como las absorciones provenientes del constante movimiento
vibratorio de los grupos CH: de la glicina en la columna vertebral y de la prolina presente en
las cadenas laterales (Jackson, Choo et al. 1995). La banda amida Ill de la muestra EC fue
encontrada a los 1,235.67 cm™ mientras que para las muestras E-U-PR y E-U-PA fue
registrada a los 1,235.00 cm™.
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En la literatura (Li, Wang et al. 2013, Liang, Wang et al. 2014, Wang, Liang et al. 2014) es
comun por los autores relacionar la integridad de la conformacion de triple hélice mediante
el célculo de larelacion entre el nimero de onda de la banda amida I11 obtenido en el espectro
infrarrojo y el nimero de onda 1,450 cm™. El cociente de esta relacion fue encontrado a un
valor de 0.85 para los tres diferentes tratamientos del presente estudio. Este valor indica que
el proceso de extraccion tanto convencional como el ultrasonico genero un colageno tipo |
con alto grado de pureza en virtud de que los valores cercanos a 1.0 confirman la integridad

estructural de la molécula de colédgeno (Guzzi Plepis, Goissis et al. 1996).
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Figura 18 Espectros infrarrojos de las muestras de colageno ovino tipo | previamente

dializadas y liofilizadas, obtenidos por medio de la técnica de espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier.
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6.6 Determinacion de la viscosidad

La viscosidad de las muestras EC, E-U-PR y E-U-PA en solucion fue medida a partir del
viscosimetro Brookfield, las condiciones de evaluacion se describieron en la seccion 5.11.
Entendiéndose por viscosidad, como aquel comportamiento fisico en el que las moléculas de
un medio liquido ofrecen una resistencia a fluir en respuesta de una fuerza o tension de
cizallamiento aplicada. En la Figura 19 se observa una diferencia en el comportamiento
viscoso por parte de las muestras de colageno tipo | obtenida a partir de diferentes métodos
de extraccion. Asi mismo, se observa que las muestras de los tratamientos E-U-PR y E-U-
PA presentaron una viscosidad mayor en comparacion a la muestra del tratamiento EC. Sin
embargo, entre las muestras del tratamiento EC y E-U-PR no se encontraron diferencias
significativas (P>0.05) sugiriendo que el proceso alcalino previo al método de extraccion
asistido por ultrasonido de alta intensidad (E-U-PA) modificé la conformacion de triple

hélice de tal manera que su resistencia a fluir fue mayor (Veis 1964).
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Figura 19 Determinacion de la viscosidad a partir de las diferentes muestras de colageno
ovino tipo I. Las letras representan las diferencias significativamente (P<0.05) del promedio

de tres repeticiones.
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Es bien conocido en la literatura (Harding 1997) que existe una relacion entre el peso
molecular y la viscosidad de un biopolimero. A mayor peso molecular se observa una mayor
viscosidad. Esto es congruente con los datos obtenidos en el presente proyecto en donde la
Figura 20 ilustra la correlacion del pardmetro viscosidad contra el pardmetro de peso
molecular. Se aprecia un incremento de la muestra E-U-PA respecto a su peso molecular y
de la misma manera presento la mayor viscosidad debido a la resistencia a fluir por parte de
las moléculas de colageno de esta muestra, provocando un incremento en el volumen
hidrodindmico de las moléculas de colageno. Cabe mencionar que las dos variables de
viscosidad y peso molecular fueron investigadas por metodologias diferentes (Brookfield y

SDS-PAGE respectivamente) sugiriendo la congruencia de los resultados entre ellas.
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Figura 20 Correlacién entre el peso molecular y la viscosidad en el colageno ovino tipo |.
Ambos parametros fueron determinados a traves de técnicas diferentes.
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6.7 Determinacion del rendimiento de extraccion

Los rendimientos de coldgeno a partir de los tres tratamientos de extraccion (EC, E-U-PR y
E-U-PA) fueron obtenidos aplicando la ecuacion descrita en la seccion 5.12. En la Figura 21
se observa que el rendimiento de extraccién del tratamiento E-U-PR fue del 26.73%, mientras
que los tratamientos EC y E-U-PA presentaron un rendimiento del 20.25% y 16.99%
respectivamente.  Estadisticamente, las muestras E-U-PR 'y E-U-PA difieren
significativamente (P<0.05) respecto al rendimiento de extraccion. Liu y colaboradores
(2015) reportaron una pérdida de colageno tipo | durante la aplicacién de una solucion de
NaOH al 0.5 M en el proceso de extraccion en comparacion a una solucion de NaOH a menor
concentracion, lo que sugiere que la perdida de colageno por parte del tratamiento E-U-PA

fue debido al fuerte proceso alcalino.

Adicionalmente, en la literatura se reporta un incremento en el rendimiento de extraccién
cuando se aplica ultrasonido de alta intensidad (Li, Mu et al. 2009, Kim, Kim et al. 2012), lo
cual se ve reflejado en el aproximadamente 6% de incremento en el rendimiento de
extraccion por parte de la muestra E-U-PR. Sin embargo, entre los rendimientos de extraccion
obtenidos por los tratamientos EC y E-U-PR no hubo diferencias significativas (P>0.05).
Estos resultados sugieren que la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad promueve una
mejor solubilizacion de colageno durante el proceso de extraccion debido a que hubo una

apertura de la estructura fibrilar generando una mejor accion enzimatica.

67



Resultados y Discusiones

36

34|
32 a
30
28 |
26 |

24 | ab

2|
20 b ®

18 | E
16 F N

14+

oy

Rendimiento de extraccion (%)

EC E-U-PR E-U-PA

Tratamientos

Figura 21 Rendimiento de extraccion de colageno ovino tipo | a partir de los distintos
tratamientos (EC y E-U-PR y E-U-PA).
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7 CONCLUSIONES

Se logré estandarizar el método de extraccion asistido por ultrasonido de alta intensidad del
colageno tipo | a partir de un subproducto agroindustrial como la piel de borrego. Se encontro
un incremento en el rendimiento de extraccion por parte del tratamiento E-U-PR a diferencia
de los demas tratamientos sin comprometer la integridad estructural de la triple hélice.
Adicionalmente, los resultados arrojados por las técnicas de SDS-PAGE, calorimetria de
barrido diferencial (DSC) y viscosidad a partir de las muestras obtenidas por los tratamientos
E-U-PR y E-U-PA sugieren que el colageno ovino tipo | puede ser utilizado en la industria

alimentaria, cosmetica, farmacéutica y biomédica.
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8 PERSPECTIVAS

Se requiere investigar el efecto que tiene el pre-tratamiento alcalino sobre el colageno tipo |
obtenido a partir de la piel de borrego por medio de una extraccion asistida por ultrasonido
de alta intensidad a diferentes temperaturas (4°C, 10°C, 15°C, 20°C y 25°C) y tiempos de
exposicion (24, 36, 48, 60 y 72 horas) con el objetivo de estudiar el rendimiento de extraccion
y las caracteristicas moleculares, tales como; punto isoeléctrico, hinchamiento, peso
molecular, estabilidad térmica y viscosidad del colageno tipo I. Lo anterior, debido a los
resultados arrogados por la muestra E-U-PA del presente estudio.
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