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RESUMEN

TITULO

EXTRACCION Y CABACTERIZACION QUIMICA DE ACIDO HIALURONICO OBTENIDO DE
CRESTAS DE POLLO

AUTOR

ARCILA GARCIA, JOSE LUIS.”

PALABRAS CLAVE
ACIDO HIALURONICO, CRESTAS DE POLLO, DIGESTION PROTEOLITICA.

CONTENIDO: teniendo en cuenta la alta produccién avicola en el departamento de Santander y la
amplia demanda del &cido hialurénico (AH) en la industria farmacéutica y cosmética, en este
trabajo se plante6 desarrollar una metodologia eficiente de extraer este biopolimero de las crestas
de pollo (machos y hembras). El propésito de esta investigacién, fue determinar la eficiencia de la
extraccion de dicho oligosacérido, por medio de una digestion proteolitica usando como enzima la
papaina, variando el tiempo y la temperatura de incubacion.

Se realiz6 la caracterizacién quimica del AH extraido, usando diferentes técnicas analiticas. Por
medio del analisis de espectroscopia de infrarrojo y Raman se logré determinar la presencia de los
grupos funcionales presentes en el AH extraido y se comparé con espectros reportados en la
literatura. Para determinar la masa molecular del AH extraido se realiz6 la medicion de la
viscosidad de una serie de soluciones de AH, por medio de la cual se pudo determinar que el
polisacarido extraido posee una masa molecular de 1200 kDa. Ademas, se obtuvo el espectro
RMN de protones, con el cual se confirmé que el polimero obtenido era evidentemente AH.

Mediante la metodologia de extraccién para el AH implementada en esta investigacién, se obtuvo
un 1,5% de rendimiento de extraccion, lo que representa un aumento del 0.5% en la eficiencia de
la extraccion comparado con anteriores investigaciones.

*Trabajo de investigacion

" Facultad de ciencias. Escuela de quimica. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Director:
Cristian Blanco Tirado.
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ABSTRACT
TITLE

EXTRACTION AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF HYALURONIC ACID OBTAINED
FROM CHICKEN COMBS

AUTHOR

ARCILA GARCIA, JOSE LUIS.”

KEYWORDS
HYALURONIC ACID, CHICKEN COMBS, PROTEOLYTIC DIGESTION.

CONTENT: Santander is a major producer of poultry in Colombia. It is well know that chicken
combs contain, among other substances, hyaluronic acid (HA), which is a raw material for many
cosmetic and pharmaceutical applications. Currently, poultry production plants use chicken combs
for producing supplemental concentrates for animal food. In this work, we develop a methodology to
efficiently extract HA by a proteolytic digestion, using papain enzyme and by changing reaction
time and incubation temperature.

The chemical characterization of HA extracted was carried out using different analytical techniques.
Infrared and Raman spectroscopy analysis were used to determine the existence of functional
groups present in the extracted HA. We ascertain the chemical composition by comparing our
results with those reported in the literature. Viscosity of a series of HA solutions was performed in
order to determine the molecular mass of the extracted HA, through which was possible determine
that the extracted polysaccharide has a molecular weight of 1200 kDa. Furthermore, the proton
NMR spectrum was obtained, with which the molecular identity of HA was confirmed.

We found that the methodology developed in this study increase the extraction rate by 0.5% in
comparison to the traditional methodologies that reach about 1.0% of HA.

" Honor thesis

" Faculty of sciences. School of Chemistry. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Director:
Cristian Blanco Tirado.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios se ha incrementado el interés a nivel mundial, sobre el
estudio y la investigacion de biomoléculas de caracter polimérico que se pueden
obtener o extraer de fuentes naturales, como los son tejidos animales. Este interés
es propio de industrias como la médico-farmacéutica y cosmética *, en las que los
biopolimeros tienen numerosas aplicaciones como auxiliares en la formulacion de
medicamentos, como principios activos en tratamientos terapéuticos y como
principal componente de tratamientos cosméticos. Entre los materiales poliméricos
de gran interés se encuentra el acido hialurénico (AH), también llamado
hialuronan, junto con otros oligosacaridos similares, los cuales constituyen una

familia, conocidos como glucosaminoglicanos (GAGS).

El AH es un heteropolisacarido de gran tamafio molecular conformado por
unidades de &cido glucurénico y N-acetilglucosamina unidos por enlaces
glicosidicos B (1—3) y B (1—4) y debido a estos enlaces glicosidicos, se clasifica
como un carbohidrato no reductor. EI AH que se extrae por medio de la
metodologia descrita por Da Rosa y co, se obtiene un tamafio molecular en un
rango de 10°-10’ Da. Sin embargo, existen cadenas poliméricas de menor tamafio
molecular, dependiendo del tipo de extraccion que se emplee y del tipo de matriz,

o tejido animal que se utilice.

En el cuerpo humano, el AH se encuentra en el liquido sinovial de las
articulaciones, es parte del tejido conectivo en la piel y en el humor vitreo. Este
polimero es de gran interés y de amplia demanda en el sector médico-
farmacéutico y cosmeético, debido a que el AH posee la capacidad de retener el
agua (aproximadamente 500 veces su propio volumen), previniendo la
deshidratacion de la epidermis, cumple funciones de lubricacion en articulaciones

principalmente de hombro y rodilla, y en el mantenimiento de volumen por tratarse
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de uno de los componentes del tejido conjuntivo, lo que lo convierte en la principal
materia prima en la formulacion de tratamiento estéticos y farmacéuticos, los
cuales se encuentran en diferentes presentaciones y formulaciones (soluciones

inyectables, colirios, cremas, geles y suplementos dietarios)?.

Dentro de las dos tendencias a nivel mundial para la obtencién o aislamiento de
este oligosacérido, se encuentran, el empleo de procesos fermentativos a partir de
microorganismos®, y el aislamiento del biopolimero a partir de fuentes naturales,
principalmente, tejidos de origen animal como es el caso de las crestas de pollo.
Con base en lo anterior, la finalidad de esta investigacion, fue el desarrollo de una
metodologia que permitiera la eficiente extraccion de AH a partir de cresta de
pollo. El interés por obtener el biopolimero, a partir de la cresta del pollo, se debe
a la elevada produccién de pollo en la region de Santander y Norte de Santander,
donde las crestas de los pollos y de las gallinas es considerada un producto de
desecho. De esta forma, se contribuye al aprovechamiento de estos productos de
desecho aportando un valor agregado a la linea de produccién de la industria

avicola.

Como aspectos novedosos en esta investigacion, esta el disefio de una extracciéon
de acido hialurénico, mas amigable con el ambiente, mediante el uso de una sal
de amonio cuaternaria de menor efecto téxico, en comparacién con la que se
utilizé en previas investigaciones, la cual se emplea en la obtencion de este
biopolimero a partir de cordones umbilicales residuales. Ademas, poder emplear
técnicas instrumentales que permitan la caracterizaciéon de material extraido de las
crestas de pollo, con el fin de probar la efectividad de la extraccion y de la
metodologia que esta investigacion se plantea, de modo que se pueda demostrar

gue el material obtenido es de buena calidad y pureza.
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las empresas del sector farmacéutico y cosmético, muestran gran interés en
materias primas de origen natural, debido a la presencia de biomateriales y
biopolimeros con una alta aplicabilidad. Ademas, este tipo de matrices se
encuentra en gran abundancia en la naturaleza y en muchos casos constituyen
productos de desecho. Una matriz de origen natural de gran interés, debido a la
presencia del AH en su composicion (biopolimero utilizado en la formulacion de
compuestos farmacéuticos y cosméticos) son las crestas de los pollos*®, las
cuales constituyen un producto de desecho en la industria avicola, que en la
region de Santander (Santander y Norte de Santander) representa un 25% de la
produccién nacional en el 2012 y una produccion de 22% de la produccion
nacional hasta el mes de abril de 2013. De acuerdo con datos reportados por la

federacion nacional de avicultores de Colombia FENAVI®

Teniendo en cuenta el problema generado por la descomposicidon de residuos en
la cadena productiva avicola y su impacto a nivel ambiental surge la propuesta de
extraer AH a partir de crestas de pollo, dando asi un valor agregado en la linea
producciéon de pollo y al mismo tiempo solucion al problema ambiental antes

mencionado’, al utilizar estos residuos de la industria avicola.

En el enfoque comercial, la importancia radica en poder alcanzar la
comercializacion del AH como materia prima, en industrias tales como la
farmacéuticas, y quizd con una mayor rentabilidad, en la industria cosmética,
debido al creciente interés de estas industrias en el suministro del AH obtenido a
partir de las crestas de pollo, siendo esta una buena alternativa de origen natural a

parte de las ya existentes en el mercado.
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En cuanto al impacto econémico que surge a partir de la extraccion de AH a partir
de las crestas de los pollos, se resaltan los beneficios que pueden adquirir tanto la
industria avicola, como la farmaceéutica y cosmética, debido a que, los productores
de pollo en la region obtendran un ingreso econdmico adicional, y las industrias

demandantes podrian obtener materia prima, en este caso, el AH un buen precio.

1.2.  JUSTIFICACION

Como se mencion6 anteriormente Santander es uno de los principales productores
de pollo en Colombia. Se sabe que en el departamento se sacrifican 500 mil pollos
diariamente®. Las crestas de los pollos no es utilizada actualmente en ninguna
planta de sacrificio y es considerada un subproducto del proceso, se lleva junto
con otras menudencias a los quemadores donde se lleva la materia organica a
sequedad y se obtiene una pasta que se utiliza en la industria de produccion de
concentrados, como materia prima para producir alimento para animales. Se
consider6 que adicionar a la linea de produccién de carne de pollo, otro producto
con impacto en la industria cosmética y farmacéutica puede dar inicio a un nuevo
mercado derivado de la industria avicola. En este estudio se desarroll6 una
metodologia para la produccién de acido hialurénico que sirve como materia prima
para las industrias farmacéutica y cosmética. Este trabajo sirve de soporte para
otros trabajos mercadeo, elaboracion de prototipos y plan de negocios que permita
que estos biopolimeros puedan ingresar y competir en los mercados locales,

nacionales e internacionales.
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2.1.

2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar e implementar, una metodologia eficiente de extraccion de &cido

hialurénico presente en las crestas de los pollos, por medio de una digestion

proteolitica.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

Realizar un disefio experimental para la extraccion de &cido
hialurénico, en el cual las variables a tener en cuenta sean la

temperatura y el tiempo de incubacion de la enzima.

Implementar y evaluar el disefio experimental propuesto para la

extraccion del acido hialurénico.

Caracterizar el acido hialurénico presente en las crestas de pollo por
medio de técnicas instrumentales, como espectroscopia infrarrojo y
Raman, Resonancia magnética nuclear y determinacion de

viscosidad para obtener el valor promedio del peso molecular.

Evaluar la precisién y exactitud del proceso de extraccion del &cido

hialurénico de esta matriz natural.
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3. MARCO DE REFERENCIA

3.1. PROCESO DE AISLAMIENTO, PURIFICACION Y EXTRACCION DEL
ACIDO HIALURONICO

Dentro de las formas més sobresalientes para la extraccion y aislamiento de AH

se encuentran, la sintesis de AH por medios enzimaticos y la obtencion o

extraccion partir de fuentes naturales, principalmente, tejidos animal.

Por via enzimatica, existen investigaciones por medio de inmovilizacion de células
y en la presencia de un microorganismos (Streptococcus)® se encuentran
microencapsulados en un medio de cultivo propicio, obteniéndose AH de un peso
molecular’ aproximadamente de 6x10°g/mol. Posteriores investigaciones, han
empleado métodos fermentativos con el uso de Streptococcus hemoliticus y por
medio de ingenieria genética, se ha logrado un mutante del Streptococcus
zooepidemicus, para biosintetizar AH. Para estos casos el AH obtenido es de alta

masa molecular, y se logra precipitar por medio de adicion de etanol.

La primera investigacion en la cual se menciona y se plantea una metodologia de
extraccion de AH, a partir de matriz natural, fue llevada a cabo en la Universidad
de Columbia en Nueva York, por Meyer y Palmer’, los cuales extrajeron los
glucosaminoglicanos (GAG) totales de los ojos del ganado bovino, dentro de los
cuales se encontraba el AH, condrointri-4-sulfato y condrointri-6-sulfato
(glucosaminoglicanos conformados por dimeros de N-acetilgalactosamina y acido
glucurénico, con variacion a la posicion del grupo sulfato en la
N-acetilgalactosamina), mas adelante determinarian que estaba constituido por
dos tipos de sacaridos, uno de los cuales era el acido urénico (acido glucurdénico).
Ellos también propusieron el nombre de Acido Hialurénico para esta

macromolécula®.

La extraccion se da primero lavando la matriz con acetona, que luego se pulveriza,

y al diluir este polvo es diluido en alcohol para dar la precipitacion de los
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polisacaridos con impurezas. Para purificar el polisacarido, se realizé una
precipitacion con &cido acético, y el material inorganico fue eliminado cuando se

disolvio el residuo obtenido en HCI 2.0N.

Afos mas adelante, el investigador Norman Boas, determino la presencia de acido
Hialurénico en crestas de pollo, con una concentracién mayor®’. Para la extraccion
del polisacéarido de la matriz, utilizd6 acetona, acetato de sodio y etanol, para
eliminar lipidos e impurezas, luego se uso cloroformo para liberar las proteinas y
finalmente para la separacion, se llevo a cabo un proceso de dialisis en solucion

de acetato de sodio.

Luego de varias investigaciones, se ha comprobado que el AH esta presente en
diferentes fuentes de origen natural como son: ojo de pez globo'?, fluido sinovial*?,
piel de conejo®®, células dendriticas'®, pulpa dental de rata'®, cuerno de Wapiti*°,

cordones umbilicales humanos**’ 4514,18

y crestas de pollo , siendo estas dos
Gltimas, las que poseen un concentracion de AH mayor. Para cada una de las
matrices se han desarrollado diferentes metodologias de extraccion, en donde la
gran variante se encuentra en los rendimientos de extraccion y en el tamafio de
las cadenas poliméricas obtenidas en cada uno de ellas. También hay pequefas
variaciones en la eliminacion de las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y otros
polisacéaridos, lo cual puede afectar el tamafio y el estado natural de la molécula,

siendo esta la razén por la que el aislamiento de AH es caro y dificil de obtener™®.

En ciertas investigaciones, se han desarrollados metodologias de aislamiento
combinando tratamientos del tejido con soluciones salinas y el empleo de
enzimas'®. También se ha estudiado los procedimientos de eliminacién de
contaminantes (proteinas, lipidos, etc.), utilizando mezclas de alcohol amilico-
cloroformo, sulfato de amonio, etanol absoluto entre otros, en cada caso se llevan
a cabo gradientes de centrifugacion en presencias de alguna sal para completar la

purificacion.
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Para el aislamiento de AH de las crestas de pollo, se ha determinado que la mejor
forma de llevarla a cabo es por medio de digestidén proteolitica en solucion buffer y
luego precipitar, usando sales de amonio cuaternario, como el cloruro de
cetilpiridinio (CPC) y de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)?. Esta dltima fue
utilizada para la precipitacion de AH en el uso de cordones umbilicales humanos

como fuente de extraccion®.

El procedimiento en general, para el aislamiento de AH de crestas de pollo, esta

constituido en tres etapas fundamentales™.

i. Extraccion
ii. Separacion de “contaminantes” (proteinas, lipidos, materiales
inorganicos y organicos, entre otros)

iii.  Precipitacion.

3.2. MARCO TEORICO

3.2.1. ACIDO HIALURONICO (AH)

El AH es un carbohidrato, especificamente, un glucosaminoglicano (GAG), que se
produce de forma natural en los seres vivos en diferentes tejidos?’, el cual se
puede considerar como un heteropolisacarido, ya que, posee dos unidades
monomeéricas diferentes, el acido glucurénico y N-acetilglucosamina. Posee
rangos de tamafio molecular de 10° a 10’ Da, seguin sea el origen y la funcién que

cumple en el organismo.

Weissman y Meyer en 195422, demostraron que la unidad dimérica del AH
conformada por D-glucurénico y la N-acetilglucosamina, se encuentra unidas por
medio de enlaces glicosidicos B (1—3)y B (1—4) como se pueden ver en la

figura 1.
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El nombre Hialuronico, deriva de la palabra griega hialoideas, que significa vitreo,
gue era la contextura que presentaba cuando lo descubrieron en el humor vitreo
del ganado bovino, y acido por la presencia del acido glucurénico en su
estructura. En las condiciones fisiologicas, este biopolimero se encuentra en su
forma ionizada, es decir como hialuronato de sodio o calcio. Como no se puede
conocer siempre el grado de ionizacion, ni cual es el contra ion, se establecié un
nombre general para este polimero: “hialuronan”, y es reconocido como el nombre

oficial en la nomenclatura de polisacaridos?*.

Figura 1. Estructura general de la unidad dimérica del acido Hialurénico en la que se
observa el &cido glucurénico enlazado a la N-acetilglucosamina.

OH
O OH
\O O OO ®) .
HO ~
OH

N\I_|

14 O——
B(1-4) B(1-3)

CHj,

— ——
Ac. glucuronico N-acetilglucosamina

En la estructura del AH se puede observar que los grupos voluminosos (hidroxilo,
carboxilo y el carbono anomeérico del azlcar adyacente) estan en posicion
ecuatorial que es estéricamente favorables, y los grupos pequefios (dtomos de

hidrogeno) se encuentran de forma axial.

Con la utilizacion de técnicas instrumentales como difraccion de rayos x (DRX),

resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopia electrénica, se ha podido
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demostrar que el AH presenta estructura primaria, secundaria y terciaria®?.

Debido al tipo de interacciones en la estructura secundaria del polimero, es que el
AH posee propiedades como viscosidad, poder hidratante, cicatrizante y
antiinflamatoria, ademas, de una barrera que dificulta la difusion de los gérmenes,

por lo que se le atribuye propiedades bacteriostaticas™®.

3.2.2. USOS Y APLICACIONES

La mayor cantidad de AH, en el ser humano, se produce en algunas células
especializadas de la piel, aproximadamente 90ug/g de tejido seco®, y se
encuentra unido al colageno y a los filamentos de queratina. Su uso como agente
cicatrizante e hidratante, ha incrementado el interés de las industrias cosméticas,
debido a que a medida que el hombre avanza en edad, las células productoras de
AH no cumple eficientemente su funcién, por lo tanto, hay una disminucion en la

produccién de AH en la piel y por tanto la capacidad hidratante se disminuye.

El AH que se obtiene o que es aislado de matrices naturales como el caso de las
crestas de pollo, posee una elevada masa molecular, por lo que posee la
propiedad de mantener la piel hidratada y junto al coldgeno constituye una barrera
protectora ante los ataques del medio. La aplicacion mas relevante en
tratamientos dermatoldgicos, en la formulacion de cremas y soluciones inyectables

26, 27

para la suavizacion y humectacion de la dermis , siendo el AH el principio

activo de estos tratamientos. En otras aplicaciones en el campo de la oftalmologia,
28, 29
y

operaciones de catarata®, y se utiliza como lubricante en el traumatismo de ojo

se utiliza para prevenir efectos postoperatorios en trasplantes de cérnea

seco>!. También se han desarrollado farmacos para el tratamiento ortopédico del

dolor en rodilla, hombro y cadera®* 3% 34,
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3.2.3. TECNICAS ANALITICAS

Para la caracterizacion del AH, se utilizaron técnicas como la espectroscopia
infrarrojo y Raman, para determinar la presencia de los grupos funcionales
correspondientes a este polisacarido; determinacion de la viscosidad intrinseca del
AH para la determinacion de la masa molecular y la determinacion del espectro de
protones por RMN. Para la extraccion que presentdé un mayor rendimiento y

pureza.

3.2.3.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La espectroscopia infrarroja®, se ha utilizado como una herramienta (til para el
estudio de moléculas biologicas y en la investigacién de la estructura quimica de
moléculas organicas, ademas, es muy versatil con respecto al tipo de muestras
que se pueden analizar®®. Por medio de la espectroscopia de absorcion infrarrojo,
las especies moleculares se pueden explicar asumiendo que son el resultado de
los distintos cambios energéticos producidos en las transiciones de las moléculas
de unos estados de energia vibracionales y rotacionales a otros®’. La
caracterizacion quimica de moléculas por medio de la espectroscopia infrarroja,
permite inferir una posible estructura molecular, identificando grupos funcionales
que la conforman, por medio de bandas caracteristicas con localizaciones e

intensidades definidas en los espectros.

El atenuador de reflexion total (ATR), es una técnica de muestreo utilizada en este
tipo de andlisis, la cual se genera cuando un haz de infrarrojo entra en cristal
atenuador transmisor y de elevado indice de refraccion. Este cristal esta disefiado
para permitir una reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la
superficie del cristal. La onda se extiende a la muestra que se mantiene en

contacto intimo con el cristal, registrandose el espectro de infrarrojo del analito.
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Figura 2. A) Representacion esquematica de ATR, B) Principio de funcionamiento de ATR.
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IR source To detector

Fuente A. http://www.gps.caltech.edu/~chemtob/atr.htm.
B.http://www.americanlaboratory.com/913-Technical-Articles/1457-Attenuated-Total-Reflection-
Explores-the-Terahertz-Region/.

3.2.3.2. ESPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman, al igual que la espectroscopia infrarroja, conforman la
espectroscopia vibracional, y por tanto estan relacionadas con la las vibraciones
moleculares. Ambos efectos producen transiciones entre niveles vibracionales
cuantizados, sin embargo difieren en el mecanismo en que inducen dichas
transiciones, en IR la molécula absorbe energia y salta de un nivel vibracional a
otro, mientras que el efecto Raman es un efecto de dispersion de luz; por tanto

ambas técnicas son complementarias*® **.

El efecto Raman se basa en los fendmenos de dispersion de luz monocromatica,
generalmente de un laser en el rango de luz visible, el infrarrojo cercano o
ultravioleta cercano. Cuando un foton interactla con una molécula se puede
dispersar de varias formas, por dispersién elastica, en la que el fotén emitido tiene
la misma longitud de onda, igual frecuencia y energia que el foton incidente;

dispersion inelastica, hay un cambio en la frecuencia, longitud de onda y energia
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entre el fotdn incidente y el emitido. Este cambio puede ocurrir de dos maneras;
cuando el fotdn cede energia a la molécula, la energia de radiacién es menor que
la incidente (dispersion Stokes); en cambio si el fotdbn obtiene energia de la
molécula se observa lo contrario (dispersion anti-Stokes), estos fendmenos se

pueden ver en la Figura 3.

Figura 3. Diagrama de niveles de energia mostrando las tres formas de dispersidon de
la radiacién electromagnética, en el efecto Raman.

N A
Niveles virtuales
A
V=1
AV
v \ 4 v V=0
Stokes Rayleigh Anti-Stokes

Fuente: COLTHUP, N. Introduction to infrared and Raman Spectroscopy. New York. Academic
Press, 1964, Pag. 30. (Figura mejorada por el autor).

Por tanto las sefiales que se observan en los espectros Raman corresponden a
los cambios de energia involucrados en las transiciones de la molécula
dispersante, sin embargo, las lineas Stokes son mas intensas que las anti-Stokes,
ademas, las lineas anti-Stokes decrecen rapidamente en intensidad al aumentar la

frecuencia, de modo que alrededor de 1000 cm™ su intensidad es casi nula.
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3.2.4.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

El fendbmeno de la resonancia magnética nuclear RMN*, se explica
rigurosamente a través de mecanica cuantica; dando a conocer el conocimiento y
las propiedades del momento angular magnético, y junto con conocimientos de
termodinamica estadistica, se pueden describir los procesos fluctuantes en estado
liquido, responsables del estado de relajacion del espin molecular. La RMN es un
fendbmeno que se produce cuando los nucleos de algunos atomos estan inmersos
en un campo magnético estatico y se exponen a un segundo campo magnético
oscilante. Algunos nucleos pueden o0 no experimentar este fendmeno,

dependiendo de si poseen 0 no spin.

En presencia de un campo magnético externo, que se genera por un potente iman,
los nucleos adquieren dos orientaciones, una a favor y una en contra al campo
magnético, luego de esto, se aplica una energia externa por medio de impulsos de
radiofrecuencias, con lo que los nlcleos captan esta energia cambiando su
orientacion y vector magnético. Finalmente se suprime la radiofrecuencia y los
ndcleos tienden a situarse de nuevo en su estado original, liberando energia que
puede ser detectable, a este paso se le conoce como relajacion. La
radiofrecuencia es devuelta en forma de sefial eléctrica oscilante, y es medida en
dos tiempos T1 y T2, que son fundamentalmente los tiempos que miden la rapidez
o lentitud de cémo se recuperan los nlcleos resonantes al ser sometidos o
perturbados por las ondas de radiofrecuencia adecuadas. T1 corresponde al
tiempo que los nucleos han rotado 180° fuera del campo magnético retornen a su
plano de equilibrio (tiempo de relajacién longitudinal), y T2 es el tiempo necesario
para que los protones se relajen en direccion transversal.

En los ultimos 10 afos, la espectroscopia RMN ha sido fundamental en la
caracterizacion y elucidacion de las estructuras tridimensionales de
macromoléculas en diluciones acuosas. Como técnica de para la determinacion

estructural con resolucion a nivel atomico, esta por encima de DRX.
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4. METODOLOGIA

Figura 4. Diagrama de flujo.

® Recoleccion de las crestas
e Lavado, troceado y licuado de las crestas
¢ Deshidratacion en acetona

Preparacion de la materia
prima

e Lavado con solucion Folch

e Baflo en solucion Buffer 100mM de CH,COONa pH 5
e Digestion proteolitica con papaina

* Presipitacion de complejo CTAB-AH

Separacion del AH

e Lavado del presipitado NaCl 2M y EtOH absoluto
e Lavado con EtOH 80%

Limpieza y purificacion

ETAPA 4

* Propiedades organolépticas.
¢ |[R, Raman, viscosidad, RMN

Caracterizacion del AH
extraido
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v
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4.1. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental propuesto se basé en la variacion de dos variables de
interés en el proceso de extraccion: la temperatura y el tiempo de incubacion de la
papaina (enzima que libera el AH de las crestas de pollo) y asi poder evaluar la
reproducibilidad y precision de la investigacion. Los valores de las variables a
tener en cuenta, se registran en la Tabla 1.

Tabla 1.Temperaturas y tiempos de incubacién de la papaina, en digestidon proteolitica

TEMPERATURAS (° C) TIEMPO (horas)
25 12
60 24
80 36

Por ser dos factores a tener en cuenta, para tres tratamientos distintos, el disefio
experimental planteado es un disefio factorial 3% lo que corresponde a 9
experimentos o tratamientos distintos, resultado de las combinaciones de tiempo y
temperatura de incubacion de la papaina, representados en la figura 5. Cada
experimento se realizé por duplicado, y el experimento en el que se encuentran
todas las proyecciones, se realiz6 4 veces (experimento del centro de la figura 5)
para obtener la estadistica de las extracciones, llevandose a cabo 20 extracciones
en total.

Figura 5. Representacion en el plano del disefio experimental factorial 3°

Temperatura °C 80 A ‘ ‘

1 2 3 Tiempo h



4.2. PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

Las crestas fueron recolectadas de una poblacion de pollos machos y hembras de
aproximadamente 8 semanas de vida (aproximadamente 2 meses de vida), en
diferentes plazas de mercado de los municipios de Bucaramanga y Floridablanca
Santander. Las crestas fueron lavadas con agua de grifo y luego fueron
sumergidas en agua caliente por 30 minutos, después se cortaron en trozos
pequefios de aproximadamente 1 cm, para después pasarlos por la licuadora y de
esta manera disminuir su tamafio y obtener una masa mas uniforme, luego se
almacenaron en el congelador de una nevera CHALLENGER COOL MASTER.

Las crestas fueron utilizadas sin distincién de género.

4.3. EXTRACCION Y PURIFICACION

En base al método descrito por DA ROSA y col.*®

, para cantidades de crestas de
50-60 g, y evaluando el efecto del tiempo y la temperatura de accion de la papaina
en cada extraccion, se llevo a cabo la extraccion de AH. Ademas de utilizar una
sal de amonio cuaternaria menos toxica que el Cloruro de cetilpiridinio (CPC), el

bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), como agente precipitante del AH.

En primer lugar se dejaron las crestas en acetona con el fin de deshidratar y
separar parte de los lipidos presentes en la muestra, esto se efectué por 4 horas
con agitaciébn constante y se dej6 en reposo hasta completar 24 horas a
temperatura ambiente. La separacion se llevd a cabo por centrifugacion

desechando el sobrenadante.

Posteriormente, se aplico el método de Folch, el cual consiste en preparar una
solucion de cloroformo: metanol (2:1, V: V). El metanol afecta los enlaces
covalentes entre lipidos y proteinas de las membranas e inhibe la accién de las
enzimas lipasas (desnaturalizandolas), mientras que el cloroformo permite la
dilucion de los lipidos. Se realizd6 una centrifugaciéon a 3200 rpm durante 20

minutos, en la centrifuga de referencia SIGMA 4-16KS, luego, se separo la fase
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liquida, que contiene los lipidos, de la fase sélida. Las crestas deshidratas y libres
de lipidos, se dejaron secar al aire libre. Una vez secas las crestas, se pesaron

de 50 a 60 g para cada extraccion.

Cada muestra de crestas se depositaron en un vaso de precipitados, y se les
adicion6 500 mL de solucion buffer de acetato de sodio 100mM, pH 5, en
presencia de 5mM de cisteina y 5mM EDTA disddico, esta solucion permite crear
un medio adecuado para la digestidon proteolitica. Las crestas se dejaron en esta
solucién buffer, por 24 horas a una temperatura de 4 °C con agitacién constante.
Una vez cumplido este tiempo, se adicion6 1 g de papaina (SIGMA EC 3.4.22.2;
1,07144.0025) por cada reactor, y se dejo incubando la enzima a las condiciones
establecidas para cada experimento (tabla 1). La digestion proteolitica se realiz

con agitacion constante.

Cumplido el tiempo de la digestién proteolitica para cada experimento, se realiz6
una centrifugacion a 3200 rpm por 30 minutos, desechando el precipitado y
recolectando el sobrenadante por separado, el cual contenia el AH en solucion,
para lograr la precipitacion de se adicion6 a cada reactor 3 gramos de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), formandose un complejo viscoso y pegajoso en el
fondo, que luego de 24 horas a temperatura ambiente, el precipitado se recolectd
por medio de centrifugacién, y fue adicionado a una solucion 2,0 M de cloruro de
sodio y 20 mL de etanol absoluto, se dejé 24 horas en el congelador de la nevera.
Luego, se adicioné 30 mL mas de etanol absoluto y a las 24 horas se retir6 cada
extracto y se lavd con soluciébn de etanol 80% y se guarddé en la nevera.
Finalmente se realizé liofilizacion de cada extracto, para obtener el AH puro y seco

para posteriormente realizar la caracterizacion.

4.3.1. LIOFILIZACION
Para el proceso de liofilizacion del AH extraido, se depositdé en recipientes

plasticos (Figura 6) y se les coloco papel de filtro en la parte superior y luego se
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les coloco la tapa, se guardaron en la nevera y posteriormente se llevaron al
CENIVAM. Las muestras se mantuvieron congeladas a una temperatura de -40 °C
y al vacio (0,133 mbar) durante 3 horas, luego a -10 °C durante 3 horas
manteniendo el vacio y finalmente a 25 °C durante 15 horas a las mismas
condiciones de vacio. Una vez finalizado el proceso de liofilizacion se retiraron los
recipientes de la bandeja del equipo, se sellaron con teflon para evitar el ingreso
de humedad a los recipientes y se calcularon los rendimientos de extraccion de

cada muestra.

Figura 6. Acido Hialurénico extraido y recipientes para liofilizacion.
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4.4. CARACTERIZACION DE ACIDO HIALURONICO

4.4.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO

Se empled la técnica de espectroscopia de absorcion infrarroja, en un equipo con
transformada de Fourier (IR-TF), modelo TENSOR 27 de la firma BRUKER, con
atenuador de reflexién total (ATR), del laboratorio de instrumentacion quimica de
la Universidad Industrial de Santander. La técnica se utilizé para la deteccion de
los principales grupos funcionales presentes en el AH purificado para compararlo
con espectros de AH estandar reportados en la literatura. Se tomé
aproximadamente 0.5 mg del AH extraido en cada tratamiento y se depositaron en

el ATR. El espectro de realiz6 mediante un barrido desde 4000 a 650 cm™.

4.4.2. ESPECTROSCOPIA RAMAN
Para la toma de espectros Raman, se utilizo el equipo Lab Ram HR Evolution de

la marca HORIBA SCIENTIFIC, del laboratorio de microscopia de Parque
Tecnolégico de Guatiguara (PTG). Se elaboré una pastilla con AH, la cual, se
deposité en un portaobjetos, en donde se le hace incidir un rayo laser de longitud
de onda de 785 nm, con un angulo de incidencia de 90°, en un rango de
adquisicién de 800-1700cm™ y 3050 cm™, con 20 scans y con un tiempo de
adquisicién de 45 minutos y 15 minutos, respectivamente.

4.4.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR RMN

Para la obtencion del espectro de protones por RMN, se tomd una muestra de 50
mg de AH y se depositaron en un vial de vidrio de 1,5 mL y se disolvio con 600 pL
de agua deuterada D,0. Debido a que el AH en presencia de agua forma un gel y
la cantidad de D,O era minima, se formé una pasta, de la cual fue necesario tomar

una muestra y disolverlo, luego se llevé al equipo RMN Bruker Ultrashield 400.

33



4.4.4. DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD DE LA SOLUCION DE AH

Para la obtencion de la viscosidad y posteriormente realizar el calculo de la peso
molecular promedio del AH, se prepararon 5 soluciones de concentracién 2x107 —
2x107 g/mL de AH y midieron los tiempos de desplazamiento de la solucién a
través de un viscosimetro Cannon-Fenske como el que se puede ver en la figura
22. Las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura constante de 36° C para

evitar alteraciones del liquido por variaciones de temperatura.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE ACIDO HIALURONICO
Durante el proceso de extraccion, se utilizaron muestras de 60 gramos en

promedio, las cuales se lavaron primero con agua y luego se dejaron en un bafio
de acetona. Se encontrd, que a 3600 rpm, se logré una buena separacion de la
fase acuosa y la fase sdlida, ademas, se dejo la parte solida por 10 minutos al sol
para lograr una mayor deshidratacion, y lograr evaporar completamente la

acetona.

La utilizacion de CTAB en solucién 1% plv, permite la formacion de complejos de
AH. El empleo de esta sal de amonio cuaternaria, no se encuentra reportado en la
literatura para la extraccion de AH partir de crestas de pollo, pero si para la
obtencion del polimero a partir de cordones umbilicales. Para la obtencion de este
complejo, se llevan a cabo centrifugaciones 3200 rpm por 30 minutos cada una.
En la tabla 2 se encuentran registradas las caracteristicas organolépticas del AH
extraido, las cuales coinciden con las caracteristicas organolépticas reportadas en

la literatura.

Tabla 2. Caracteristicas organolépticas AH extraido.

Parametro Caracteristica
Aspecto fisico Polvo
Color Blanco
Olor Caracteristico
pH 5.7 (solucién 2x10™ g/ml)

Solubilidad Agua, glicerina, etanol (aprox. 15%)

Los resultados de cada uno de los tratamientos se muestran en la tabla 3 y, en la
gue se encuentran registradas las variables que se evaluaron y las cantidades de

matriz, AH obtenido y la cantidad de papaina utilizadas para cada uno de los
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tratamientos. En la tabla 4 se puede encuentran registradas los rendimientos de

extraccion y las desviaciones para cada tratamiento.

Tabla 3. Cantidades de crestas utilizadas y de AH obtenido.

TRATAMIENTOS | Crestas (g) AH (9) papaina (g)
60,1345 0,1301 1,0559
25° C-12h 60,2234 0,1297 1,0345
58,4426 0,4249 1,0845
25° C-24h 59,2315 0,3989 1,0533
60,1895 0,3704 1,029
25° C-36h 61,2533 0,3655 1,0334
60,9356 0,8661 1,0466
60° C-12h 60,8945 0,8588 1,0503
59,6243 0,9182 1,0851
59,8396 0,9064 1,2013
60° C-24h 60,0023 0,8965 1,0333
60,0321 0,9003 1,0423
61,7543 0,8027 1,0173
60° C-36h 60,9925 0,79 1,0322
60,7008 0,807 1,0303
80 C-12h 60,8912 0,8034 1,0437
59,0199 0,5168 1,0542
80° C-24n 60,2156 0,5235 1,0533
60,5879 0,4929 1,0801
80° C-36h 60,3312 0,52 1,0127

Los resultados obtenidos fueron estudiados estadisticamente, es decir, se calculd
el promedio de AH extraido en cada tratamiento, se calcul6 el rendimiento, la

desviacion estandar y el coeficiente de varianza.

Al comparar los resultados obtenidos, se puede apreciar que los rendimientos
alcanzados para cada uno de los tratamientos son similares a rendimientos
reportados por da ROSA y col., en un rango de 0,8-1% de rendimiento. En esta

investigacién se logr6 aumentar el rendimiento de extraccién a un 1,5%, en el

36



tratamiento de 60°C-24h, superando el rendimiento obtenido en investigaciones

anteriormente mencionadas.

Tabla 4. Tratamiento estadistico cada tratamiento.

TRATAMIENTOS | Rendimiento Dgst‘gr?gﬁ” ?5322252?
25° C-12h 0,2199 0,0003 0,2177
25° C-24h 0,7018 0,0184 4,4634
25° C-36h 0,6030 0,0035 0,9417
60° C-12h 1,4225 0,0052 0,5985
60° C-24h 1,5264 0,0095 1,0480
60° C-36h 1,2891 0,0090 1,1277
80° C-12h 1,3921 0,0025 0,3161
80° C-24h 0,7996 0,0047 0,9108
80° C-36h 0,8451 0,0192 3,7837

Por otro lado, las desviaciones estandar obtenidas en cada uno de los
tratamientos llevados a cabo, se muestra una alta reproducibilidad en la
extraccion. Los tratamientos de 60°C-12h y 24h, presentan la desviacién estandar
y el coeficiente de varianza menor, siendo los tratamientos de mayor
reproducibilidad. Al analizar la desviacion del tratamiento con el mayor rendimiento
(60° C-24h), se observa, que su desviacion estandar tiene un valor aceptable, ya
gque 0,0095 no representa gran incertidumbre en el proceso de extraccion,

ademas presenta un coeficiente de variacion muy bajo.
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Tabla 5. Valores de respuestas en rendimiento de extraccién de AH, en diferentes
condiciones de temperatura y tiempo de incubacion.

Temperatura (A)
Tiempo
(B) 25 °C 60 °C 80 °C
12 0,2199 1,4225 1,3921
24 0,7018 1,5264 0,7996
36 0,603 1,2891 0,8451

El analisis de varianza (ANOVA) para el disefio experimental que se plante6

presenta los siguientes datos:

Tabla 6. Analisis de varianza ANOVA en Microsoft Excel 2010

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las de de los F Probabilidad | critico
L cuadrados |,.

variaciones libertad | cuadrados para F
Filas 0,0192089 2 0,0096045 |8,9711| 0,00926181 | 6,944272

Columnas | 1,2323694 2 0,6161847 |10,471| 0,00856058 |6,944272
Error 0,3561218 4 0,0890304
Total 1,6077002 8

Para este analisis se utilizé la herramienta estadistica de Microsoft Excel 2010, la

cual se denomina “analisis de varianza de dos factores con una sola muestra por

grupo”, luego de seleccionar el tipo de analisis, se introduce el rango de entrada,

que corresponde a los valores de respuesta Tabla 5 en rendimiento de extraccion

del AH, en las condiciones de tiempo de incubacion temperatura. El analisis de

varianza permite determinar el valor estadistica “F” que representa el grado de

parecido existente entra las medias que se estan comparando, siendo una

38




estimacion de la varianza poblacional basada en la variabilidad existente entre las

medias experimentales.

Para el disefio experimental planteado, el valor de “F” por filas correspondiente al
tiempo de incubacion de la papaina, es de 8,97, cuyo valor es significativo ya que
esta por encima del valor critico para “F” (6,94) y la probabilidad “P” es de 0,009
esta por debajo del valor minimo 0,05.. El valor de “F” de las columnas,
correspondiente a la Temperatura de incubacion, es de 10,47 y también esta por
encima del valor critico y la probabilidad “P” es 0,0080 menor que 0.05. Esto
significa que el efecto del tiempo de incubacién y de la Temperatura es

significativo en el proceso de extraccion de AH a partir de las crestas de pollo.

Figura 7. Reactores en presencia de la papaina.

En las figuras 7, 8 ,9 y 10 se pueden observar las etapas de digestion proteolitica,
en donde la figura 7 muestra cada uno de los reactores en presencia de la
papaina, la figura 8 se puede observar la forma que en que el complejo AH-CTAB
precipita por gravedad después de un proceso de agitacion, y posteriormente se
puede observar en cada uno de los reactores el precipitado en el fondo.
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Figura 8. Precipitacién de complejo AH-CTAB.
e

12/02/2014

Figura 9. Complejo AH-CTAB de tres tratamientos diferentes, depositados en el fondo del
reactor.

I2/02/2014

Para el proceso de purificacion se lavaron cada uno de las extracciones con
solucién de NaCl 2M, y Etanol absoluto para liberar el AH del complejo formado en
la precipitacion, estos lavados se lleva a cabo -4° C.
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Figura 10. Lavado y liberacion del AH extraido.

5.2. INFRARROJO
La caracterizacion del AH, en primer lugar se llevo a cabo por medio de la técnica

de espectroscopia infrarroja, utilizando un espectrémetro de infrarrojo con una
celda de ATR. Se tomaron los espectros de infrarrojo para cada tratamiento de
extraccion, y luego se compararon con el espectro infrarrojo de AH comercial y de
AH extraido de crestas de pollo, reportados en la literatura (figura 15, figura 16).

En las figuras 11 se puede ver el espectro infrarrojo de los tratamientos 60° C-
24h, y en la figura 12 y 13, correspondientes a los reportados en la literatura, para
AH de una marca comercial, y AH extraido de crestas de pollo usando CPC como
agente para la formacion de complejo de precipitaciébn. Se puede ver que las
extracciones realizadas con estas condiciones, presentan un mayor grado de

pureza y concordancia con lo que se reporta en la literatura.

En cuanto al analisis de las bandas en cada uno de los espectros, se observan
bandas caracteristicas de polisacéridos a 3329 cm™ (figura 11), 3435 cm™ (figura
12 y 13) asociadas al estrechamiento en el plano del grupo O-H (correspondientes
a los OH unidos al anillo); a 2923 cm™ (figura 11), 2925 cm™ (figura 13), sefiales
caracteristicas de estiramientos C-H en el plano de grupos metilo (en la figura 12
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aparece una pequefia banda pero no es identificada por los autores); a 1625 cm™
(figura 11), 1618 cm™ (figura 12), 1645 cm™ (figura 13), que corresponden a
grupos amida | correspondiente a la tencion N-H, ademas de la tencion del enlace
C=0; 1396 cm™ (figura 11), 1412 cm? (figura 12), 1416 cm™ (figura 13)
pertenecientes a el estrechamiento C-O del plano del acido glucurénico; en 1043
cm?ty 611 cm™ (figura 11), 1043 cm™ y 611 cm™ (figura 12), 1051 cm™ (figura 13)
correspondiente al enlace C-O-C correspondiente al enlace B glicosidico, y a la

tencidn correspondiente al enlace C-OH.

Alrededor de 1490-1510, se alcanza a ver una pequefia banda muy solapada, que
podria asignarsele a al enlace amida Il, que corresponde a la tencion del enlace
N-H.

Tabla 7. Frecuencias de absorcion tratamiento 60° C-24h.

Banda (cm™) Grupo funcional

3329 -OH; N-H
2923 -CH

o 2854 -CH

60° C-24h 1625 C=0; amida | (N-H)

1396 C-O (acido)
1319 CHy; CHgz; C-O-H C-O; Amida Il (C-N)
1041 C-OH; C-O-C enlace B
611 C-0-C
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Tabla 8. Frecuencias de absorcion en IR de AH comercial y AH extraido de crestas de pollo
reportados en la literatura.

Banda (cm™) Grupo funcional
3435 -OH, -NH
AH 1618 C=0; amida | (N-H)
comercial 1412 C-O (Acido)
1043 C-OH; C-O-C enlace B
611 C-O-C
3435 -OH, -NH
2925 -CH
AH extraido 1645 C=0; amida | (N-H)
de crestas 1416 C-O (acido)
de pollo 1377 CH,; CHg; C-O-H C-O; Amida Ill (C-N)
1237 -CO
1051 C-OH; C-O-C enlace f3

Figura 11. Espectro Infrarrojo del tratamiento 60° C-24h
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Figura 12. Espectro infrarrojo reportado en la literatura del AH comercial.
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Figura 13. Espectros infrarrojo reportados en la literatura del AH extraido de crestas de
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5.3. RAMAN
Como se establecié previamente, el espectro Raman es caracteristico para cada

especie dispersante, y el AH no es la excepcion, y por tanto de los niveles de
energia involucrados en los efectos vibracionales y/o rotacionales del mismo. Por
tanto, en las figuras 15 y 16, se encuentran los espectros experimentales del AH
extraido de las crestas de pollo. El espectro Raman del AH es uno solo, sin
embargo, se tomaron dos espectros con diferente rango de adquisicion, para
mejorar la resolucién de cada una de las partes, debido que segun lo que se
reporta en la literatura en el rango de 1800 a 2500 cm™, no se encuentran bandas
propias del biopolimero, como se ve en la figura 17 y 18 correspondientes al

espectro Raman experimental®®,

En la tabla la 13 se pueden ver los desplazamientos Raman y su respectivo grupo
funcional. Al comparar los espectros Raman del AH extraido con el espectro

reportado por Barrett y col.*®

se puede ver que los espectros poseen las mismas
bandas de dispersién, de modo que se puede comprobar que la muestra analizada
por esta técnica espectroscopica, corresponde a AH, sin embargo, en el espectro
no se ven las bandas de 1301, 1658, 2852 cm™ las cuales, en la literatura

consultada presentan una muy baja intensidad.

Las asignaciones de bandas que hacen referencia a amida I, Il o Ill, no hace
referencia a amidas primarias secundarias o terciarias (Figura 14), hace referencia
al tipo de vibraciones que existen entre los atomos del grupo funcional, de modo
que amida | esta asociada principalmente con la vibracion de tencion del C=0, la
banda amida Il esta relacionada con la vibracion de flexion del enlace N-H, y la

banda amida Ill esta relacionada con la tensién C-N.
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Figura 14. Dimero de AH sefialando los tipos de enlaces del grupo amida.

OH
O OH
N\ @) HO O
O O@o
N

HO OH

N—_
0 <L
— Amida I
Amida | CHs In
Amida Il

Tabla 9. Comparacion de los desplazamientos Raman en el AH extraido y un espectro
reportado en la literatura.

Banda | Banda(cm™)
(cm™) AH | AH reportado Asignacion de la banda
extraido | en literatura
896 899 Deformacion C)-H; enlaces
946 945 C-0-C
1049 1050 C-O, C-C
1089 1100 Enlace C-OH, grupo acetil
1129 1129 Enlace C(4) — OH; enlace C-H
1206 1210 Torsién CH,
1301 Enlace C-H y Amida |
1374 1376 Deformacion CH3; COO" estiramiento simétrico.
1418 1413 COO" y amida Il
1658 Amida Il
2852 CH2
2903 2950 CH
2935 2994 NH; OH
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Figura 15. Espectro Raman en rango de adquisicion 800-1800 cm™
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Figura 16. Espectro Raman en rango de adquisicion 2800-3500 cm?
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Figulra 17. Espectro de AH reportado en la literatura, en un rango de adquisicion de 800-1600
cm™.
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Figura 181. Espectro de AH reportado en la literatura, en un rango de adquisicion de 2700-
3000 cm™.
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5.4. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE ACIDO HIALURONICO
EN CRESTA DE POLLO POR VISCOSIMETRIA

Para la determinacion del peso molecular del AH, se realiz6 la determinacion de
viscosidad intrinseca, utilizando un viscosimetro Cannon-Fenske, acoplado a un

bafio de agua para mantener la temperatura a 36° C, como se ve en la figura 19.

La viscosidad intrinseca fue calculada usando la ecuacion de la recta obtenida
para la viscosidad reducida dada en la figura 20. Esta grafica se obtiene de
graficar la viscosidad reducida (n reducida) y la viscosidad inherente (n inherente),
segun la tabla 10, en dénde t, corresponde al tiempo de flujo de la solucion de AH;
to, es el tiempo de flujo del solvente (agua); C, es la concentracién de AH en la

solucioén.

Figura 19. Montaje para la determinacion de viscosidad intrinseca con viscosimetro Cannon-
Fenske.
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En la tabla 11 se encuentran las concentraciones de cada una de la soluciones de
biopolimero que se corrieron en el instrumento de medicion de viscosidad, con los
datos obtenidos de viscosidad relativa, reducida e inherente. Se puede observar
gue a medida que aumenta la concentracién de AH, se puede ver un aumento en
el valor de la viscosidad relativa y por tanto, un aumento en la viscosidad reducida.
Las medidas de viscosimétricas se hacen generalmente en disoluciones que
contienen 0,01-0,001 g de polimero por mililitro de disolucion, sin embargo para
este estudio se realizaron diluciones de menor concentracién, debido, a que se

esperaban peso moleculares muy altos (10° Da).

Tabla 10. Ecuaciones para la construccion de grafica de viscosidad intrinseca

Viscosidades| Ecuacién Simbolo
n relativa n =t/to Nrel
n especifica Nrel-1 Nsp
n reducida Nsp/C Nred
n inherente Ln nrel/C Ninh
Lim
n intrinseca (Nsp/C)c—0 [n]

Se trabaj0 a una temperatura constante de 36 °C, para evitar efectos en la
medicién con los cambios de temperatura, debido a que el instrumento de
medicion es muy bésico y podria ser afectado por los cambios de la temperatura
ambiente. La determinacion de la viscosidad intrinseca se realizé por medio de la
extrapolacion de la recta de viscosidad reducida a un valor de concentracién de
AH igual a cero, de la cual se obtuvo una viscosidad intrinseca de 4591,8 ml/g,

como se puede ver en la figura 20.
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Tabla 11. Valores de viscosidades y concentracion para la determinacion de la viscosidad

intrinseca de AH.

Concentracion
AH (g/ml) nrelativa | nreducida | ninherente
0,0002 1,96244 4812,205 4489,323
0,0004 3,06573 5164,319 3987,442
0,0006 4,06103 5101,721 3913,423
0,0008 5,30516 5381,455 3678,323
0,0010 6,72300 5723,004 3245,453
0,0020 14,53991 6769,953 2343,123

Figura 20. Viscosidad reducida e inherente, en funcién de la concentracién de AH.

n Reducida
n Inherente

n._, = 1x10°C + 4591,8
R? = 0,9805

n, =-1x100C + 45654
R? = 0,9727

Viscosidad [ml/g]

T T T T
0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Concentracion AH [g/ml]

Como parte de la caracterizacion del AH extraido, se determind el peso molecular

(promedio), utilizando la relacion existente entre el peso molecular y la viscosidad
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Intrinseca, valor obtenido a partir de la figura 16. Esta relacién viene dada la
ecuacion de Mark-Houwink*

[n] = KM~

En donde [n] es la viscosidad intrinseca; K, es la constante de proporcionalidad
caracteristica para el polimero de AH y el disolvente, y el exponente a, es una
funcion de la forma de la hélice del polimero en la disolucién. Las constantes de
Mark-Houwink para estos polimeros se obtuvieron de la literatura (K = 5.7x10
mL/g y a = 0,76)* y [n]=4591,8 ml/g obtenido de la figura 16.

[n] = KM~¢
log;o4591,8 = log;( 5.7x1072 + 0,76 logq M

M = 1.2x10° Da

5.5. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
Para terminar de caracterizar el AH extraido, se llevé a cabo la obtencion del

espectro de protones del material, del cual se obtuvieron las sefales que se ven
en la figura 22. Las sefiales corresponden a:

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de ‘H-RMN del AH.

Numero | Desplazamientos quimico (ppm) Asignacion
1 4,562 OH
2 4,365 NH
CH,y H de las conformaciones 3
3 3,560 de los anillos pirandgsidos.
4 3,530 CH,
5 1,871 CH3

En el espectro RMN de protones del AH, se presentan a campos altos un triplete
con un desplazamiento de 1.871 ppm correspondiente al metilo del grupo

acetamido de la N-acetilglucosamina, ademas en esta zona se puede ver muchas
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sefales basura, debidas posiblemente a la dificultad presentada para la toma del
espectro. A 3,567 un doblete correspondiente al CH, también perteneciente a la N-
acetilglucosamina, pero este corresponde a uno de los carbonos pirandsidos, sin
embargo en este desplazamiento puede haber un solapamiento de las sefales
correspondientes a los protones unidos al anillo pirandsidos y que corresponden a
la conformacién B del acido glucurénico®®. En 4,365 se observa un singlete que
hace referencia al proton del grupo NH, sin embargo no es muy confiable esta
sefal, debido a que los protones de este tipo (N-H) por lo general se ven muy
disminuidos y por ultimo un singlete en 4,562 correspondiente al proton del grupo
OH. En la figura 26 se puede observar el espectro 'H-RMN del AH nativo

reportado en la literatura®’.

Figura 21. Dimero de AH con la asignacién de los protones vistos en el espectro ‘H-RMN.

OH: H3

La asignacién de numeros en color rojo en la figura 21, hace referencia a la

identificacion del protén y no a un subindice, con el objetivo de identificarlos por
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separado en la tabla 12; a diferencia del niumero en color negro por ejemplo del
grupo metilo, que si corresponde al subindice.

Figura 22. Espectro 'H-RMN del AH.

Figura 23. Espectro "H-RMN de AH reportado en la literatura °%.

Native HA L M JL
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CONCLUSIONES

Por medio de los estudios realizado con las técnicas espectroscépicas de IR y
Raman, se pudo corroborar que el material obtenido corresponde al AH con alto
grado de pureza, presente en las crestas de pollo, debido a que se pudo visualizar
las bandas caracteristicas de los grupos funcionales propios de este biopolimero.

Se pudo observar la ausencia de bandas correspondientes al CTAB utilizado para
formar el complejo de precipitacion en el proceso de extraccion, de modo que la
tercera etapa de la metodologia, correspondiente a la purificacién del material, fue
exitosa.

La determinacion de la viscosidad de una serie de soluciones de AH, fue
necesaria para lograr determinar que la masa molecular del biopolimero extraido
correspondiera a 1200 kDa, cuyo valor se encuentra en el rango de masas para
este tipo de polimeros reportados en la literatura. Con este valor de masa
molecular obtenido, se puede utilizar el AH extraido para la formulacion de tépicos
y demds con el objetivo de evitar la deshidratacion del tejido cutaneo.

El proceso de digestion proteolitica, bajo la accion de la papaina durante 24 horas
y a una temperatura 60 °C, fue el tratamiento mas eficiente, con 1,5% rendimiento
de extraccion de AH, dando un aumento del 0,5% en procedimientos realizados en
otras investigaciones. Esto se debe a la utilizacion de CTAB como agente
precipitante en el proceso de separacion del AH y la matriz natural usada.

Con el andlisis de varianza (ANOVA), se pudo corroborar que las variaciones de

tiempo y temperatura de la papaina tienen un efecto significativo en el rendimiento
de extraccion como valor de respuesta en el disefio experimental planteado.
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