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ESUMEN

Resumen.

‘En el presente trabajo se llevo a cabo una investigacion para la obtencion
de colageno a partir del método de hidrélisis enzimatica considerando el efecto
de la temperatura, la concentracion de enzima y el efecto del pH en la estructura
de la molécula. Se identificaron los grupos funcionales con la ayuda de el
infrarrojo cercano y se identifica la estructura por medio de las pruebas
realizadas en Rayos X, asi como también se identifico la temperatura de
transicion de los productos obtenidos experimentalmente y comerciales
proporcionando por diferentes compafiias. k

Se realizaron pruebas de dispersion para elaborar la pelicula comestible a
base de grenetina (1%, 3% y 5%) con ayuda de agentes surfactantes y
plastificantes relajantes, como el Tween y el glicerol realizandose la aplicacion
de la pelicula al 5% en la guayaba, observandose una disminucion del 50% la
pérdida de peso durante los 19 dias de almacenamiento. Ademas, retardé el
proceso de maduracién del fruto lo que se reflejo en el color (cromaticidad,
luminosidad y tono), asi como en la respiracién. Mientras que de los otros
parametros de calidad medidos solo se encontré efecto significativo en la

firmeza y en la acidez total titulable.



INTRODBUCCION

1.- Introduccion.

En los subproductos animales se incluye todo aquello con valor econémico que
aparte de la canal, puede obtenerse de un animal durante su sacrificio y subdivision.
Estos productos se clasifican en comestibles y no comestibles, segtn se destinen o
no a la alimentacioén del ser humano. Las industrias carnicas se han caracterizado
por su eficacia en el procesado y uti|izaci6n de los ‘subproductos aunque desde
hace algunos afios el valor de los subprodiictos ha descendido respecto de los
animales vivos, debido a los avances tecnolégicos que ha permitido la obtencién de
productos competitivos a partir de fuentes distintas de las animales (Forrest, 1986).

Dentro de los subproductos podemos encontrar a la piel que constituye el
revestimiento de los animales superiores, que es un tejido heterogéneo,
generalmente cubierto de pelos o lana y formado por varias capas superpuestas
que responde a los cambios fisioldgicos en el animal, que refleja caracteristicas
importantes y especificas tales como: edad, sexo, dieta, medio ambiente y estado
de salud. Se puede definir utilizando tres criterios diferentes: estructural,
embriologico o funcional; desde el punto de vista estructural, puede ser dividida en
tres capas principales: la epidermis que esta formada basicamente por la gueratina,
y en ella estan los pelos que son eliminados en el proceso de depilacién; la dermis
que es la capa mas importante, de la que resultara el cuero y, la hipodermis o tejido
adiposo que es la camada inferior, y que es eliminada por la operacién de
descamne. La constitucion guimica de la piel recién retirada del animal, esta
compuesta por agua en un 64%, 33% proteinas, 2% grasas, sales minerales y otras
sustancias en 1% (Ockerman y Hansen 2000).

La curtideria es la industria que transforma la piel animal (putrefactible), en cuero
(imputrefactible); esta transformacion, se denomina curtido, que varia de acuerdo
con el estado de conservacion al llegar a la curtiembre, raza, edad, sexc del animal,
etc.,, y segln .la finalidad para la cual serd utilizado el cuero (Forrest 1986;
Ockerman 2000).

El colageno es la proteina mas abundante del reino animal constituye el 30% de

toda la materia organica del cuerpo de un animal, o el 60% de las proteinas totales,

por lo cual se pueden utilizar muchos tejidos como materia prima para la fabricacién
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de colageno y/o grenetina. Los tejidos con las mayores cantidades de colageno que
se pueden encontrar entre los subproductos son usualmente las pieles y los huesos.
El resto de las materias primas sélo se emplean en pequefias cantidades; en contra
de la opinion popular, los cuernos, los pelos, las plumas, piel de pollo y las cascaras
de los huevos no se pueden emplear para fabricar grenetina (Dominic y Wong 1995;
Fennema, 2000; Rosa et al., 2002; Streyser, 1995; Robinson, 1991).

La grenetina es uno de los productos con un uso extenso derivado del colageno,

debido a que las propiedades de la grenetina son Utiles en la preparacién de
aIgunbs materiales con caracteristicas Unicas y no pueden ser duplicados por
cualquier otro hidrocoloide. La palabra gelatina deriva del latin gelarse que significa
congelado, esto fue conocido desde hace mas de mil afios, el arte de cocinar
cueros data desde los tiempos de los faraones egipcios. La gelatina se define por la
U.S. Farmacopea como un producto obtenido por la hidrélisis parcial del colageno
de la piel de tejidos conectivos y huesos de animales (Rojas, 1979; Linden y Lorient,
19986).
La fabricacién de grenetina se establece por primera vez a escala comercial en ia
década de los cincuenta. La materia prima empleada para la produccion de
grenetina es el colageno, para cuya obtencién se acude al sector del curtido de
pieles y a las empresas elaboradoras de productos carnicos. El proceso de
conversion del colageno en grenetina cubre varias etapas de lavado y depuracion
que culminan en la obtenciéon de un producto alimentaric deshidratado de color
amarillo palido (Poppe, 1997).

En el sector farmacéutico, se ocupa para la elaboracién de capsulas, como
agente ligante y desintegrador, como comp|efnent0 para personas que tienen
deficiencia en la asimilacion, entre ofros. En la industria quimica se emplea en la
fotografia, insecticidas, elaboracion de piensos; en la industria cosmética esta
siendo utilizado como emulsificante, como fuente de proteina para la fabricacién de
cremas, shampoo, productos para tratamiento de cabello, ufias y piel. En el sector
alimentario esta creciendo el uso del colageno por ejemplo como clarificante en
bebidas preparadas, en embutidos donde su principal funcién es la retencion de
humedad y como complemento alimenticio, entre otros (Ochoa, 2000; Ockerman y
Hansen 2000; Serra, 2000; Poppe 1997).
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2.- Antecedentes.
2.1- Produccioén de Ganado Bovino.

2.1.1.- Situaciéon Mundial.

La produccion mundial en el 2004 se estima en 50.66 millones de

toneladas con un consumo de 49.2 millones, los principalés paises productores
de ganado bovino es Estados Unidos, Brasil, China y Argentina; México se
encuentra en el octavo lugar como se observa en la Figura 1 mientras que el
consumo s6lo sera del 1 %. La oferta tiende a incrementarse 2% en el 2005,
mientras que el consumo sélo aumentara 1 %. La ausencia de Estados Unidos
en los mercados asiaticos ha favorecido las exportaciones de otros paises
exportadores como Australia y Nueva Zelanda, mismos que han elevado su
participacion en Japén y Corea del Sur. Los paises sudamericanos también
seguiran ampliando sus mercados al tomar ventaja de las fluctuaciones del tipo
de cambio y la menor produccién en la Unién Europea resultado de los ajustes
de la Politica Agricola Comun (ASERCA; 2004).
Los subproductos vacunos que vende Uruguay genero en el afio 2004 ingresos
por casi 39 mil|onesvde dolares y se ubico en el 25% del volumen total de carne
de exportacion, destacando la venta de los siguientes productos la harina de
carne, siendo el principal comprador Egipto, el sebo a granel con destino a
Israel; los pulmones para los paises europeos y el higado para Alemania
(http://www.doloresnet.com/Agro/Hacienda/Subproductos.htm)

39 3% @EEUUU
4% > ® Brasil
B4% £ B 33% O China
. £ A Bl Argentina
o s% @ Australia
W 5% Federacion Rusa
@ Francia
7% @ México
& Alemania
014% w19% @ Canada
. ¢ ttalia
Figura 1 Produccién Mundial de Ganado Bovino.
Fuente: INEGI hitp:/fiwww.ganaderia.com.mx/estadisticas/? tadisticadter d24-04
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2.1.2.- Situacion Nacional.

Las cifras de produccién muestran que el crecimiento de la ganaderia en
México ha sido permanente en la uUltima década, los principales estados
productores son Veracruz, Jalisco y Chiapas como se observa en la Figura 2.
En materia de carnes, la Tasa Media de Crecimiento Anual (TMCA) de 1990 a
2000 fue de 4.9 %. Para el caso del ganado bovino, se registra una expansion
anual de 2.4 % el cual, si bien fue superior a la tasa de crecimiento
demogréfico, se vio frenado por su mayor precio relativo y una pérdida de
imagen en la mente del consumidor, al relacionarse con enfermedades
transmisibles al hombre como la encefalopatia esponjiforme bovina, mientras
que la carne blanca, caprina, y la ovina van ganando preferencia por su bajo
contenido de grasa y un precio accesible al poder de compra del consumidor.
Como resultado de la promocién de la produccion y productividad que seran
promovidas por los Estados, se estima que la tendencia de produccion para el
afio 2006 la Tasa media de crecimiento anual sea del 3 al 3.5 % en carnes, con
lo cual se pretende cubrir la demanda domestica, sin descuidar las expectativas
de exportacion. El mercado local es de suma importancia para los productores
rurales, por lo que la cria y el comercio del ganado y sus productos deben ser
apoyados para lograr abastecer de alimentos nutritivos asi como ingresos
(ASERCA, 2000).

mo%  @m10%

@ Sonora

@ Sinaloa

0 Jalisco

@ Chiapas

= Veracruz
Durando
& Chihuahua

m27%

a12%

Figura 2 Produccién Nacional,

Fuente: INEGI http://iwww.ganaderia.com.mx/estadisticas/?s=estadistica&tema=estad06-04
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En la Tabla 1 se muestra el consumo nacional aparente (CNA) de la carne de k
res y se observa que el consumo incrementa afio con afio, El CNA es una forma
de medir la cantidad de producto del que dispone un pais para su consumo, se
considera la producciéon nacional, las importaciones de ganado para abasto
(convertidas a carne en canal) y las de carnes en canal y cortes, asi como las
expdrtaciones de ganado para abasto y/o engorda (convertidas a carne en
canal) y carne en canal y cortes, para la estimacion de la composicién
porcentual del CNA, a la produccion nacional se le restan las exportaciones,

ademas de mostrarse una gran disponibilidad per capita en la Tabla 2.

Tabla 1 Consumo Nacional Aparente De Carne de Bovino 1988-2001.

Afo Cémpcsicién Porcentual

Produccion Importaciones | Exportacién CNA
. 1999 1,399,629 2B7,769.5 104,505.3 1,582,893.2
2000 1,408,618 337,985.6 123,610.8 1,622,892.8
2001 1 ,428,393 339,138.5 124,536.3 1,642,995.2

Fuente: SAGARPA http://www.sagarpa.gob.mx/Dgg/CNAbov. htm

Tabla 2 Estirhacién de disponibilidad pér capita de carne bovina 1999-2001.

Ao Bovino
{kg/habitante/ario)
1999 16.35
2000 16.3
2001* 16.5

Fuente: SAGARPA hitpuifwww.sagarpa.gob.mx/Dgg/DPcar. htm

Tabla 3 Margen de Comercializacion de carne de Res Octubre2004.

Descripcion Origen Precio Precio Precio Participacién
promedio promedio promedio del productor
productor | al mayoreo | consumidor en el precio

$/ Kg $/ Kg $/ Kg finalen %
Carne en pie de bovino Veracruz 20.75 33 62.47 33
Carne en pie de bovino | Guanajuato 21.5 335 62.47 34
Carne en pie de bovino México 22 335 62,47 35
Carne en pie de bovino Tabasco 14.74 3278 62.47 24

Fuente: INEGI http:/iwww.ganaderia.com.mx/estadisticas/?s=estadistica&tema=estad24-04
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En la Tabla 3 se muestra, el comportamiento del precio pagado al productor en
el mes de octubre con relacion al de septiembre, se tuvo una tendencia a la
alza en Guanajuato, Estado de México y Veracruz, equivalente al 3%, 5% y 7%
respectivamente. Caso contrario se registrdé en Tabasco, al observarse una
ligera disminucion de 2%. Los precios al mayoreo de los estadoé analizados,
presentaron una tendencia positiva que oscilé entre 1% y 3% vy los precios al
menudeo se incrementaron en 1%. Con respecto' de la participacion del
productor en el precio final, se observé que la de los productores de
Guanajuato y Tabasco no presentd movimiento aiguno, mientras que la de los
de México y Veracruz observaron aumentos de uno y dos puntos porcentuales
respectivamente. En octubre arribaron a los rastros de la zona conurbana del
D. F. 22,634 cabezas, cifra menor en 7% a la registrada el mes pasado (24,445
cabezas). Las entidades que contribuyeron en mayor proporcién con el abasto
de ganado en pie fueron Veracruz, Querétaro, Jalisco, México vy
Aguascalientes, los cuales sumaron 85% de la oferta total. El Estado de
Querétaro, Jalisco y Estado de México son los principales productores de carne
bovina en el Pais.

Tabla 4 Reporte diario de Subproductos de Ganado en rastros det D.F. y rea Metropolitana Precio/Kg (13 Febrero del
2005)

Rastro Visceras Piel y sangre
Precio Precios
Promedio | Promedio/ Kg
1Kg
Edo. Méx. : LaPaz 1.40 9.00
Edo. Méx. : Ecatepec 1.40 10.80
Edo. Méx. : 1.30 . 9.00
Temamatla
Edo. Méx. : 1.10 9.75
Tlalnepantla
Edo. Méx. : 1.08 9.88
Naucalpan
Edo. Méx. : 1.30 10.50
Nezahualcdyot!

Fuente: INFOASERCA http.//www.infoaserca.gob.mx/bovinos/gb_subproductos.as

El precio promedio los subproductos de res en 13 de Febrero del 2005 es de
9.8 pesos por kg de piel o sangre lo que asegura un constante flujo de materia
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prima para la elaboracién de coldgeno y/o grenetina en los rastros del Distrito

Federal y el Area Metropolitana.

Tabla 5 Ingreso del ganado en pie y cotizaciones por origen en los rastros de la zona conurbada del Distrito Federal.

Estado Participacion] Precios ($/Kg) Novillo
(%) Minimo | Maximo
Aguascalienies, 978 21 22
“Edo. De México 1266 25 22
Guanajuato 378 T 2
Hidalgo 371 205 21
Jalisco 18.77 21 225
Puebla 3.7 21 21.5
Querétaro 2917 20 225
Veracruz 17.55 20 21.5
Zacatecas 4.02 21 225
Total 100 20.8 ) 22

Fuente:SNHM hitp:/Avww. sigp. sagarpa.gob. mx/ar_commargcomer.htm!

2.2.- Produccién de Grenetina.

Se presentan datos referentes a la produccién anual de la grenetina en el 2003, a

nivel internacional, como se puede observar en la Figura 3 y 4, que Europa Occidental

es el principal productor y América del Norte es el segundo; siendo las principales

materias primas ocupadas son las pieles de puerco, las pieles vacunas y los huesos.

o7 ®1%
0 16%

| 23%

€1 Europa Occidental
& América del Norte
o América del Sur
aAsia

& Ofros

Figura. 3 Produccion de grenetina a nivel mundial.
Fuente: http:/iwww.gelatine.org/es/gelatine/overview/127.htm; httg:llwvo/’w.gelatine‘org; www.gmap-gelatin.com; www.sagma.org;

www.gelatin-gmia.com
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01%

@ Porcio

42%

B Vacuno
O Huesos
O Otros

B 28%

Figura. 4 Principales materias primas utilizadas para la fabricacion de grenetina.
Fuente: http:/iwww.gelatine.org/es/delatine/overview/127.htm; hitp://www.gelatine.org; www.gmap-gelatin.com; www.sagma.org;
www.gelatin-gmia.com

Los datos‘ anteriores indican una situacién favorable en la produccion de
ganado bovino en México pero existe una caida en su consumo basicamente
por la tendencia del consumidor hacia alimentos saludables; los precios de los
subproductos son bajos y con una alta oferta esto puede generar un
incremento en la demanda con la diversificacién de la produccién para un
consumo nacional y/o internacional.

El fomentar este tipo de actividades puede significar el mejoramiento del
ingreso de los productores de ganado bovino, incrementarse la productividad y
la generacién de empleos al incrementarse la utilizacién los subproductos.
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2.2- Generalidades de las proteinas.

Existen 20 a-aminoacido que se componen de carbono, hidrégeno, nitrégeno,
oxigeno y ofros elementos tales como el azufre, hierro, fésforo, o cinc. Los
aminoacidos son unidades estructurales basicas de las proteinas que constan de un
grupo aminico, carboxilico y un grupo distintivo R {(cadena lateral) que difiere en
tamario, forma, carga, capacidad de enlace de hidrégeno y de actividad quimica, que
puede ser agrupado como: alifatico, alifatico hidroxilico, aromatico, basico, acido,
amidico y azufrado. Muchos aminoacidos se unen mediante un enlace peptidico que
es la unién del grupo carboxilo a de un aminoécido y el grupo amino a del aminoacido
cercano y dan lugar a las proteinas (Devore, 1969)

Las proteinas son las moléculas organicas mas abundantes en las células;
constituyen mas del 50 % de su peso seco. Cada proteina tiene funciones diferentes
dentro de la célula y la mayor parte de la informacién genética es transmitida por las
proteinas que alcanzan dimensiones de las micelas en el estado coloidal, la
estructura de tamafno micelar con cargas eléctricas en su superficie les confiere
propiedades de absorcion. Pueden estar compuestas por una sola cadena
polipeptidica; en tal caso reciben el nombre de monomeéricas; o por varias cadenas
polipeptidicas que pueden o no ser idénticas entre si, y reciben el nombre de
oligomeéricas. Son macromoléculas por lo cual poseen pesos moleculares elevados
capaces de reconocer e interaccionar espécificamente con otras moléculas debido a
las cadenas laterales (Murray ef al., 1991). ‘

Todas las proteinas que existen en la biologia se identifican porque poseen una
secuencia particular de aminoacidos determinada genéticamente que es Unica y
propia de esa proteina (que permite identificarla por métodos bioquimicos,
inmunoldgicos, etc.) y da lugar a su conformacién que le confiere una funcién
biolégica especifica; se conocen tres conformaciones repetitivas: a-hélice, hoja
plegada B y la hélice del colageno (Stryer, 1995; White ef al., 1978).

Se pueden clasificar, basandose en la composicién y su conformacién. De acuerdo
con composicién, las proteinas se clasifican en (Badui, 1991):
v' Proteinas Simples: Son aquellas que por hidrédlisis, producen solamente o~
aminoacidos.

10
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v Proteinas Conjugadas: Son aquellas que por hidrélisis, producen a-
aminoacidos y ademas una serie de compuestos organicos e inorgénicos
llamados: Grupo Prostético y de acuerdo a su grupo prostético se clasifican
en:

Nucleoproteinas (Acido Nucleico)

v

v Metaloproteinas (Metal)
v Fosfoproteinas (Fosfato)
v

Glucoproteinas (Glucosa).

En la estructura de las proteinas se distinguen las siguientes (Murray et al, 1991):

v Estructura primaria que es el esqueleto covalente de la cadena polipeptidica,
que establece la secuencia de aminoacidos y la ubicacion del enlace disulfuro.

v Estructura secundaria que es la relacién espacial de los aminoacidos rige el
arreglo espacial de la cadena polipeptidica en el espacio provoca los arreglos:
a-Hélice, B-Hélice, y-Hélice.

v La estructura terciaria es la forma en la cual la cadena polipeptidica se curva o

~ se pliega para formar estructuras estrechamente plegadas y compactas como
la de las proteinas globulares, donde rige el arreglo tridimensional en el cual
participan las atracciones intermoleculares. (Fuerzas de Van der Waals,
puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, etc.).

v La estructura cuaternaria cuando poseen esta estruétura es cuando estan
constituidas por dos o mas cadenas polipeptidicas unidas por diferentes
fuerzas enlaces covalentes, responsable de las funciones de las proteinas.

v En la estructura supramolecular las proteinas asociadas a otras moléculas se
ensamblan  formando  estructuras mds complejas  denominadas
supramoleculares y que ofrecen ventajas de una unidad funcional, teniendo en
cuenta una complejidad intermedia entre la conformacién cuaternaria de las
proteinas oligoméricas por un lado y los lisosomas o las mitocondrias por otro.
Es la orientaciéon a la que se ven obligadas en el espacio para ejercer su
caracter éptimo.

De acuerdo a su conformacion, las proteinas se clasifican en (Stryser, 1995):

11
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v' Proteinas Fibrosas: Son aquellas que se hayan constituidas por cadenas
polipeptidicas, ordenadas de modo paralelo a lo largo de un eje formando
estructuras compactas (fibras o laminas). Son materiales fisicamente
resistentes e insolubles en agua y soluciones salinas diluidas. Ej. : colageno, o-
queratina, elastina.

v Proteinas Globulares: Estan constituidas por cadenas polipeptidicas plegadas
estrechamente, de modo que adoptan formas esféricas o globulares
compactas. Son solubles en sistemas acuosos, su funcién dentro de la célula

es movil y dinamica (enzimas, anticuerpos, hormonas).

Una proteina nativa es aquella que presenta su conformacion original cuando hay
una desnaturalizacién que implica modificaciones en la estructura, que traen como
resultado una aiteracién o desaparicion de sus funciones y que puede producirse por
una diversidad de factores, ya sean fisicos como: el calor, las radiaciones ultravioleta,
las altas presiones; o quimicos como: &cidos, bases, sustancias con actividad
detergente, etc. Este fenomeno genera la ruptura de los enlaces disulfuro y los
puentes de hidrogeno, generando la exposicidn de estos. Cuando la proteina es
desnaturalizada pierde sus caracteristicas reologicas y fisicas en una dispersion
(viscosidad, velocidad de difusion y la facilidad con que cristalizan). La reversibilidad
de la desnaturalizacion, depende de los agentes desnaturalizantes de la proteina y
de lo cual depende del grado de ruptura generado en los enlaces (Robinson, 1991).

La hidrdlisis de las proteinas termina por fragmentarlas en « -aminoacidos. Existen 3
tipos de hidrélisis (Murray ef al., 1991; Stryser, 1995; White, 19978):

v Hidrélisis acida: Se basa en la ebullicion prolongada de la proteina con
soluciones acida fuertes (HCl y H,;SO4). Este método destruye
completamente el triptéfano y parte de la serina y la treonina.

v Hidrélisis basica: Respeta los aminoacidos que se destruyen por ia
hidrélisis anterior, pero con gran facilidad, forma racematos. Normalmente
se utiliza (NaOH y BaOH).

v Hidrélisis enzimética: Se utilizan enzimas proteoliticas cuya actividad es lenta
y a menudo incompleta, sin embargo no se produce racemizacion y no se
destruyen los aminoacidos; por lo tanto es muy especifica.

12
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Dentro de las funciones especificas de las proteinas se encuentra que catalizan
diferentes reacciones, el almacenamiento de aminoacidos, como elementos nutritivos;
proteccion, forman parte de la estructura como funciones no especificas son
amortiguadoras, energéticas y dentro de las funciones hereditarias (Devore, 1969;
Murray et al., 1991).

2.3.- El Colageno.

2.3.1.- Composicién quimica y estructura.

El coldgeno es un material extracelular fabricadé por los fibroblastos y es una

proteina fibrosa que resulta relativamente insoluble en agua, en el existen unos 20
aminoacidos fundamentales, su composicién quimica en general del colageno bovine
se ejemplifica en la Tabla-6 donde se observa que el colageno es rico en prolina,
alanina, hidroxiprolina e hidroxilisina.
Su secuencia permite identificar las cadenas de polipéptidos (son cadenas
constituidas por aminoacidos) su unidad esencial esta constituida por tres cadenas de
polipéptidos que aparecen entrelazadas formando una triple hélice, constituyendo una
unidad macromolecular denominada tropocb!égeno (Dominic y Wong, 1995;
Fennema, 2000; Mitchel y Ledward, 1986).

Tabla 6 Composicidn Quimica del coldgeno bovino.

Aminoacidos Porcentaje %
Alanina 93
Arginina 8,55
Acido aspartico 6,6
Acido glutamico oM
Cistina trazas
Fenilalanina 2,2 (aminoéacido esencial)
Glicina 26,9
Histidina 0,74
Hidroxilisina 0,91
Hidroxiprolina 14,0
Isoleucina 1,7 aminoacido esencial
Leucina 3,1 amino4cido esencial
Lisina 4.5 aminoacido esencial
Metionina 0,8 aminoéacido esencial
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Prolina 14,8

Serina“ 3,2
Treonina 2,2 aminodcido esencial

Tirosina 0,2
Valina 2,6 aminoacido esencial
Triptdfano — aminoacido esencial

Fuente: http://www.farmaflora.com.br/literaturas/colageno.htm, 2004

El peso molecular del tropocolageno ha sido estimado entre 300.000 y
325.000 Dalton, esta molécula esta constituida por tres cadenas de polipéptidos en
cada una de las cuales hay alrededor de 1000 aminoacidos. La estructura de la triple
hélice del tropocolageno es fundamental y es caracteristica de esta proteina fibrilar.
Se encuentra la siguiente estructura repetitiva con la secuencia de aminoacidos que

se simboliza de esta manera:

Gli—-x—y~-Gli-x-y-0Gli-x-y-—Gili

A lo largo de los 1000 aminoacidos que constituyen cada polipéptido, encontramos
que de cada tres, uno de ellos es la glicina, el aminoacido mas simple de todos y
después encontramos dos aminoacidos donde “x” existe un aminoacido especifico del
colageno que es la prolina y en el lugar de la "y’ esta la hidroxiprolina que es lo que
caracteriza al colageno. En la Figura 1 se presenta la estructura de la hidroxiprolina
(Dominic y Wong, 1995).

HO H. :
N T/C? /OH
CH—C
Hidroxiprolina

Figura 5 Estructura de la hidroxiprolina.
Fuente: Dominic y Wong, (1995); Mc Murry, (2001).

La prolina y la hidroxiprolina constituyen juntas 22 % de todos los aminoacidos del
colageno donde la hidroxiprolina desempefia un papel fundamental y especial como
elemento estabilizante de la triple hélice ya que cuando hay defectos de la
hidroxiprolina se traduce en la desorganizacion de la triple hélice y por lo tanto de

todo el colageno. Finalmente, existen otros dos aminoacidos que se encuentran
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solamente en el colageno, que son lisina y la hidroxilisina. Las tres moléculas estan
perfectamente entrelazadas a lo largo de toda la molécula de tropocolageno menos
en las puntas, donde se pierde la triple hélice, de modo que la molécula de
tropocolageno es como un cilindro que tiene en las extremidades las tres moléculas
polipeptidicas mas desorganizadas, estas puntas son las que intervienen para formar
uniones quimicas con las moléculas de tropocolageno adyacentes (Bailey y Light
1989).

El tropocolageno como tal se forma en el fibroblasto y sale de él, pero la fibrilla de
colageno se forma sélo por la agregacion ordenada de este tropocolageno y esa
agregacion ordenada se da también de una manera muy regular y especifica, cada
molécula de tropocolageno la podemos representar como en la Figura 2. Es una
molécula que tiene 300 mu de longitud y que ademés estd polarizada con dos
extremidades diferentes. En un primer sentido, las moléculas de tropocolageno se
ordenan a lo largo unas de otras, pero en la segunda hilera de moléculas, en el
colageno nativo, hay una hilera que vendra de mas atras y asi sucesivamente se
colocan desfasadas (Fennema, 2000).

b— et ot

T
Figura 6 Orden del tropocolageno.
Fuente: Fennema, {2000)

La cuarta molécula coincide con la priméra. Esta disposicion desfasada explica la
aparicién en el microscopio electronico cuando se utilizan colorantes, una serie de
bandas transversales que resultan del alineamiento en sentido transversal de distintas
partes de la molécula de tropocolageno que estan dispuestas de esta manera. Esta
disposicion ordenada de las macromoléculas explica también una propiedad fisica y
optica fundamental que es la birrefingencia, que es uno de los métodos que se ha
empleado para distinguir las distintas modalidadeé del colageno (Bailey y Light,
1989).

2.3.2.-Tipos de colageno.
Podemos encontrar diferentes tipos de colagenos naturales y comerciales entre los

cuales destacan los siguientes.
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2.3.2.1.-Natural

Dentro del colageno natural los que mas abundan en la naturaleza son el tipo |, il,
I, IV y V y en menor proporcion esta el tipo Vi, VI, VIlI, IX, X, XI que se localizan
principalmente en el sistema vascular, la membrana amitética y cartilagos (Bailey y

Light, 1989; Robinson, 991; hitp://www.cueronet.com/flujograma/curtido.htm:;).

v Colageno Tipo | “
Se caracteriza porque en este caso la molécula de tropocolageno esta constituido por
dos cadenas que se denominan alfa 1(l), o sea, dos cadenas alfa 1 idénticas y una
segunda cadena que se denomina alfa 2, que tiene una secuencia de aminoacidos
distinta. Este es un coldgeno fabricado fundamentalmente por los fibroblastos.
Predomina en el hueso, en los cartilagos y en la dermis, o sea, que la mayor parte de
colégeno de la dermis, que es lo que nos interesa a nosotros, pertenece a este Tipo |
de colageno. Son las fibras mas gruesas de todas, fuertemente birrefringentes al
microscopio de polarizacién y se tifien selectivamente con un colorante especifico del
que se ha empleado en los Ultimos tiempos, que se denomina picrosirius. Este
colorante permite distinguir el colageno | del Ii, del Il y también del IV y del V. En este
caso las fibras aparecen de un color amarillo rojizo. Estas fibras tienen el bandeado
transversal, sea la periodicidad transversal bien desarrollada, bien caracteristica y
constituye el colageno mas importante desde el punto de vista estructural.

v Colageno Tipo It
Aparece en el cartilago y otras estructuras, como por ejemplo en el liquido que rellena
el globo ocular llamado humor vitreo. Son fibras, por el contrario, muy finas, que no se
ven o se ven con dificultad en el microscopio 6ptico, pero si se ven con el microcopio
electrénico. Son fibras que no presentan este bandeado caracteristico que presenta
las fibrillas del tipo |1 y estan constituidas por tres cadenas denominadas alfa 1 (l1).
Son tres cadenas iguales, entrelazadas, donde lo caracteristico es que hay mas,
hidroxilisina y lisina que en el colageno ordinario de tipo I.

v Cblégeno Tipo 11l
Corresponde a lo que clasicamente se denominaba a las fibrillas de reticulina, que
aparecian impregnadas_de color negro con las sales de Ag. Es un coladgeno que
aparece con mucha frecuencia vinculado al musculo liso y es fundamentalmente el
colageno de las visceras, aunque también esta presente en mayores cantidades en la
dermis, sobre todo alrededor de los nervios y los vasos. Desde el punto de vista de la
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composicion de los polipéptidos tiene tres cadenas denominadas alfa 1 (lll). O sea,
tiene tres cadenas iguales, con una disposicién de aminoacidos propia, donde
predomina la hidroxiprolina y donde ademas aparece un aminoacido que no es muy
comun en otros colagenos, que es la cistina.
v Colageno Tipos IVy V

Aparecen especificamente localizados en las membranas basales, o sea, en aquellas
estructuras que separan generalmente los epitelios de los tejidos conjuntivos. El
colageno 1V es muy frecuente en todas las membranas basales. El colageno V se ha
descrito especificamente en la membrana basal de la placenta (6rgano muy especial,
transitorio), que se cita solo para dar un ejemplo de cémo esta proteina se adapta a
distintas funciones bioldgicas que van apareciendo a lo largo de la evolucién de las
especies. '

2.3.2.2.- Comercial.

El colageno puede presentarse de diferentes formas, sélido o liquido, representando
las diferentes estructuras de la molécula en los tejidos conjuntivos y de las
transformaciones que sufren desde la extraccién y su preparacién como materia
prima, para su comercializacién se distinguen: (Dumas et al.,, 1989; Ochoa, 2000;
Serra, 2000).
v Colageno nativo:

No ha sufrido ninguna modificacién de su estructura inicial; asi tiene integramente sus
cadenas polipeptidicas y sus telopéptidos, soluble o insoluble se distinguen.

o Nativo neutro-soluble: es aquel que puede ser solubilizado con
una solucion salina a pH neutro, corresponde al estado en que
la estructura fibrilar es ain muy fragil y reversible, existe en
poca proporcién.

o Nativo acido-soluble: es aquel que se exirae con el contacto
de soluciones acidas, precipitaciones salinas y dialisis, su
principal fuente son las pieles de tejido joven.

o Nativo insoluble: con el transcurso del envejecimiento en vivo,
el colageno se reticula, se estabiliza, conduciendo a la
insolubilidad progresiva de las fibras; su principal fuente de
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extraccion es la dermis por un tratamiento a base de acidos

orgéanicos fuertes.

v Colageno desreticulado.
La extraccion se realiza por tratamiento enzimatico, donde se rompen los telopéptidos
de colageno permitiendo liberar la zona de triple hélice. La integridad de la estructura
triple helicoidal se mantiene y la solubilidad de la molécula aumenta. Se puede
encoritrar soluciones acuosés del 3% de colageno desreticulado, mientras que sélo

existe de 0.5% maximo para el colageno nativo soluble.

v Colageno desnaturalizado.
Existen métodos extractivos basado en el uso de agentes desnaturantes, que
permiten obtener una estructura helicoidal mas o menos destruida, por lo cual se

habla entonces de grenetina.

v Colageno degradado.
La degradacion corresponde a la ruptura de las cadenas q; se caracteriza por poseer
cadenas peptidicas de masa molecular menor a 100,000, estos colagenos tarmnbién
forman parte de las grenetinas.

v' Derivados del colageno.
o Los hidrolizados de colageno: son soluciones acuosas de un
lisado de proteinas de la dermis de animales, su peso
molecular promedio es de 1,500.

(¢}

Colageno liofilizado: se obtiene por liofilizacion de un gel
fibroso nativo, se pr‘eser:uta en forma de laminas.

o Colageno Reticulado: se trata de un colageno polimerizado
después de sufrir un proceso de oxidacién seguida de una
neutralizacion. Se obtienen colagenos de solubilidad variable
segln su grado de reticulacion y la posibilidad de unién a

otras moléculas.
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2.4.- Métodos de Obtencién de Grenetina.

Desde el punto de vista quimico, el coldgeno y ia grenetina estan
compuestos de largas cadenas de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos; los
aminoacidos contienen grupos funcionales acidos y basicos. En la composicién de
aminodacidos del colageno y de sus derivados, grenetina y cola, practicamente no hay
triptéfano y las concentraciones de metionina, cistina y tirosina son muy bajas. Por
esta razoén, no es una proteina completa desde el punto de vista nutritivo ya que no
aporta las necesidades totales de aminoacidos esenciales (los aminoacidos que no
puede sintetizar el organismo en cantidades suficientes y deben ser aportados por la
dieta). Sin embargo, si la grenetina se incluye en una dieta normal en conjuncién con
otras proteinas, puede en algunos casos incluso aumentar el valor biologico de la
proteina afadida. En estos casos de combinacién proteica la grenetina es una buena
fuente de proteinas (Michel y Ledward, 1986). Los hidrolizados de proteinas se
utilizan ampliamente en alimentos por sus propiedades nutricionales o funcionales
siendo su aplicacién mas importante su uso como fuente de nitrégeno en la
formulacién de dietas enterales para nifios y adultos por lo que es deseable que sean
osméticamente equilibrados, hipda!ergénicos, de alto valor nutritvo y un sabor
agradable (Camacho ef al. ,2000).

El objetivo en la elaboracion de grenetina es controlar la hidrélisis del colageno (de
diversas procedencias) y convertir el producto resultante en un material soluble con
las propiedades fisicas y quimicas deseables, entre las que estan la resistencia de los
geles, adherencia, color, consistencia y transparencia. Esencialmente, el proceso
consiste en tres etapas fundamentales (Poppe, 1997):

v" Separacion del colageno del resto de los componentes de la materia prima
con la minima alteracion posible.

v Hidrélisis controlada del colageno para su conversién en grenetina.

v" Recoleccion y en el desecado del producto final.

Todos estos pasos y la materia prima inicial influyen en la calidad y rendimiento. Es
necesaria una hidrélisis controlada para convertir el colageno (cuyo peso molecular

oscila entre 345.000 y 360.000 Dalton) en grenetina (con un margen de pesos
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moleculares de 10.000 a 65.000, y solo en algunos casos llegando a 250.000). Sin
embargo, una hidrélisis prolongada provoca disminucién en los rendimientos y en las
propiedades deseables. Asimismo, la naturaleza y condiciones de la materia prima
influyen notablemente en el producto final.

Los tres procesos principales para obtener grenetina a partir del colageno son los
denominados alcalino, acido y por vapor a presion, ademas de que se esta
investigando la obtencién por hidrélisis enzimatica. La figura 5 ejemplifica el proceso
de obtencién grenetina por hidrolisis del colageno por tres procesos basicos.
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" Figura 7 Diagrama de Proceso para la obtencion de Grenetina.
Fuente: Poppe (1997)

20




xtracelén

Mclhnn ¥ Mczcla

2.4.1.- Proceso Alcalino.

La grenetina tipo B se reflere a Ia obtenida por el método alcalino y es el més
empeiado a nivel comercial, se pusde ccupar, los nervios y Ia oseina de ios huesos
pero es mis frecuente en los cuercs, el proceso de lisva acabo de la siguiente
manera como se ejemplifica en la Figura 7 (Ockerman y Hansen, 2000):

La materia prima se lava, se remoja con agua fria que luego se sustituye por una
solucién de hidréxido de calclo saturada que se renueva periédicamente, se utiliza
aproximadamente ol 10% dei peso de la materia prima (provoca que las sustanclas
distintas del coldgeno se modifiquen y faclliten su eliminacién en el lavado siguiente),
88 elimina la cal con un lavado que dura de 1 a 2 dias con agua fria segulda de una
neutrallzacién con dcido clorhidrico o sulfuroso hasta que el coldgeno se deshinche y
plerda consistencla. Se realiza otro lavado con sulfato aluminice o sulfato de zine
diuldoyconunpH de 5a 8,

Para la extracclén del coligeno en forma de grenetina ee procede una serle de
extracclones ¢que comlenzan de 54 a 80 °C de 3 a 5 horas y se sigue hasta ebullicién,
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se llevan a cabo de 8 a 12 extracciones y cada una se procesa por separado ya que a
una menor temperatura de extraccion es de mejor calidad pero el rendimiento es bajo.
El extracto liquido se puede clarificar por alguno de los siguientes métodos:

v Filtracién a presion en filtros de celulosa esterilizada al vapor.

v" Centrifugacion.

v Adicién de sulfato de aluminio o proteina coagulable por calor como la
albimina de huevo donde el precipitado formado por floculos aglutina a las
proteinas, lo que provocan turbidez y se eliminan por filtracién o centrifugacion.

v Se afiade el 5% de carbon activado a una temperatura de 55-60°C de 4-6
horas después se filtra o centrifuga.

Después se puede llevar a cabo una desionizacién para que el contenido de ceniza
sea menor al 0.5%, para ello se pasa la solucidn a través de una resina de
intercambio catiénico fuerte, intercalada con una resina de intercambio anidnico
fuerte, con un tamano de particula de 20 a 50 mesh. También se puede ocupar una
ultracentrifuga con membrana de exclusion para moléculas de peso molecular inferior
a 25000 Dalton. '

Se procede a la etapa de concentracidn, donde el aumento de la temperatura en
presencia de humedad produce una hidrolisis de los péptidos, lo que reduce la
calidad de la grenetina y mientras que un periodo excesivo permite el desarrollo
microbiano y reduce la resistencia del gel. La solucién concentrada se coloca en una
plancha en la que se enfria y se solidifican capas de 12 mm de espesor como
maximo, se coloca en redes metalicas en unos marcos y se lleva a unos taneles de
secado con aire lavado, filtrado y desecado a contracorriente, con un incremento de
temperatura gradual de 8 a 12 horas hasta que tenga el 10 % de humedad.

La grenetina solida se comercializa en laminas o se tritura en granulos de 35-40
mallas o en polvo formando mezclas de las diferentes extracciones para conseguir la
resistencia y viscosidad deseadas. Se pueden utilizar conservadores que dependen
de la concentracién de ia grenetina y tienen la presencia de otros aditivos, este

proceso puede tardar 6 semanas.

2.4.2.- Proceso Acido.

En el proceso acido o grenetina tipo A se aplica principalmente a las pieles de cerdo
huesos y cartilagos. A diferencia del proceso alcalino como lo indica la Figura 7 se
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utiliza un acido inorganico como el clorhidrico, sulfuroso, fosférico o sulflrico en
alrededor del 5% en peso, hasta tenerunpH de 3,5a4.5y se dejé reaccionar de 10 a
72 horas, lo que depende del tipo de materia prima siendo la temperatura 6ptima de
15°C y se neutraliza con hidréxido de sodio de 5 al 8% con pH de 6 a 6.5, que después
se lava con agua fria y se extrae igual que en el procedimiento alcalino. El proceso
puede tardar alrededor de 20 semanas.

(Ockerman y Hansen, 2000; Poppe J., 1997; Rojas, 1979)

2.4.3.- Vapor a presién;

Este método se usa principalmente para la obtencion de cola y/o grenetina a partir
de huesos y de piel de pescado. Aqui los huesos primero se desengrasan, ya sea que
se expongan al vapor de disolventes en ebullicion, como la bencina, o por medio de
procesos mas modernos, mediante impulsos mecanicos transmitidos a través de
agua fria. El proceso de desengrase en frio perjudica menos al coladgeno y hace
posible la obtencién de ‘productos de mayor peso molecular, se procede a una
limpieza mecanica (pulido) donde los huesos desengrasados se frasladan a
autoclaves y se tratan alternativamente con vapor a presién y agua caliente, durante
varios ciclos; el agua extrae de los huesos la molécula de colageno y el vapor
convierte el colageno en cola obteniendo asi cola como una sucesién de soluciones
diluidas que pueden mezclarse o emplearse para extraer en contracorriente en series '
subsiguientes. Las primeras soluciones, que se han expuesto al minimo calor, dan las
colas de la mas alta calidad. En la Figura 9 se describe de manera general el proceso
-de obtencién por medio del método de vapor a presién.

23




ATECEDENTES
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Figura 9 Diagrama de Proceso por el método de Vapor a Presion.
Fuente: Elaboracién propia a partir de informacién de.Ockerman y Hansen.

Se utiliza presion a vapor de 1 a 3 Kg/ cm?y posterior extraccidon con agua caliente y
cortos tiempos la hidrolisis se consigue por el choque térmico a elevadas
temperaturas durante poco tiempo, seguidc de un enfriamiento rapido en agua, el
colageno no se desnaturaliza por el efecto del calor ya que esta rodeada de
cristales de hidroxiapatita (redes minerales de fosfato tricalcico) varias veces. Para
el caso de la grenetina se extrae entre 60 y 70 °C que para prevenir su degradacion
se repite a temperaturas mayores hasta que el rendimiento sea alrededor del 1 al
2% aunque aqui se obtienen geles de menor resistencia y viscosidad. Para la cola
obtenida del pescado, las pieles se combinan con un volumen igual de agua y se
inyecta vapor para su coccion, se puede afiadir 1.9 L de acido acético glacial por
cada 100 litros de mezcla, Ia coccién inicial se hace durante 8 horas y el liquido se
separa por compresion. El residuo se recombina con agua y se procede a una
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segunda coccién a mayor temperatura, el residuc insoluble se usa para piensos; el
ofro residuo se concentra a vacio hasta que contenga 50-55% de sdlidos

(Ockerman y Hansen, 2000).

2.4.4.- Hidrdlisis enzimética.

En los ultimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes avances Yy,
paralelamerite a sus aplicaciones industriales en la obtencion de diversos productos
en las distintas areas ya sea del sector alimenticio, farmacéutico, y quimico. Los
procesos catalizados por enzimas presentan ventajas considerables frente a la
hidrélisis quimica por su alta selectividad del sustrato (incluso estereoselectividad y
regioespecificidad), gran actividad catalitica, las condiciones moderadas de pH y
temperatura, su gran actividad a ternperatura ambiente y presion atmosférica, la
ausencia de sustancias extrafias y mantiene el valor nutritivo (Camacho et al., 2000).
Es importante considerar que a pesar de estas ventajas, el empleo de enzimas no se
ha generalizado en los procesos quimicos industriales debido a que la mayoria no
son estables en las condiciones de trabajo; ademas de ser solubles en agua, su
separacion de sustratos y productos es dificil, y por lo tanto, no se pueden reutilizar.

Con la inmovilizacién de enzimas se han podido resolver estos inconvenientes y
permitiendo que los procesos sean econdémicamente rentables. Es necesario separar
y/o desnaturalizar la enzima, trabajar en condiciones asépticas, controlar el proceso
de la reaccion y la caracterizacién de los hidrolizados en base de los péptidos que se
necesite permitiendo asi que la eleccion de la fuente proteica a utilizar en el proceso
de hidrolisis se realiza en funcién del uso final que vaya a tener el hidrolizado y del
valor afiadido conseguido con respeto al sustrato de partida. Asi para la obtencion de
hidrolizados con propiedades gelificantes y emulsificantes se suele emplear colageno
por su conocida capacidad para formar geles transparentes (Arroyo, 1998).

El colageno se degrada en condiciones fisiolégicas, por enzimas especificas como
colagenasas, proteasas neutras y captesinas lisosomales.

Las colagenasas, principales enzimas de degradacién, son metaloenzimas que
requieren la presencia de calcio y zinc, producen una ruptljra en un punto especifico
de cada cadena de colageno como en un fragmento N-terminal (3/4 de la molécula o
un fragmento C-terminal (1/4 de la molécula), asi se pierde la conformacion de la
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triple hélice, liberando las cadenas nativas y facilitando el ‘ataque por enzimas
proteoliticas especificas. De acuerdo con Light y Bailes, el nimero de enlaces
cruzados reducibles, disminuye con el paso del tiempo y se van reemplazando por
enlaces estables, lo que proporciona cambios quimicos y fisicos porque se disminuye
la solubilidad, la susceptibilidad a las enzimas, retencion de agua y resistencia
mecanica (Serra, 2000). , ’
La mayoria de las enzimas proteoliticas tienen poca actividad frente al colageno
nativo, aunque degradan facilmente el colageno desnaturalizado; las enzimas que
degradan el colageno de los mamiferos son las colagenasas y proteinasas neutras,
activas a pH fisiolégico y capaz de catalizar la hidrélisis de las fibras de colageno de
la carne. Muchas proteinasas neutras pueden catalizar la hidrélisis Gnicamente de las
regiones telopéptidicas del colageno, las colagenasas catalizan la hidrélisis de
enlaces peptidicos especificos de la regién de la triple hélice del colageno que es
resistente a las proteasas (Robinson, 1991; Fennema, 2000).
Las enzimas proteoliticas comerciales se pueden clasificar de acuerdo a:
a) Su origen {pueden ser animal, vegetal, bacteriano o fingico)
b} Accién catalitica (pueden ser endopeptidasas o proteinasas si rompen al
azar el interior de las cadenas peptidicas, y exopeptidasas si separan
aminoacidos y dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas)
¢) Naturaleza del sitio catalitico (asi las endopeptidasas pueden ser serina-,
ciseina-, metalo-, o aspartato-proteinasas y las exopeptidasas pueden ser
amino-, carboxi- dipeptidasas).

Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas fueron proteasas pancreéticas de origen
animal, aunque las de origen bacteriano y flngico estdn adquiriendo mayor
importancia (White ef al., 1978).
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Figura. 10 Diagrama de Proceso por el Método Enzimatico
Fuente: Elaboracion propia a partir de informacién de Ockerman y Hansen (2000), Morimura ef a/, (2002).

Como lo muestra la Figura 10 en este método enzimatico, se pueden utilizar las
materias primas ricas en colageno, se remueven las impurezas de grasa y de los
compuestos inorgénicos, se colocan en un recipiente de predigestion se afade un
porcentaje de agua, se calienta agitando para evitar que se pegue y evitar que se
qgueme la materia prima, se agregan las enzimas de acuerdo a sus especificaciones y
a las pruebas realizadas a nivel laboratorio, después de su completa disolucion se
filtra con. una malla, se puede adicionar su respectivo inacti\}ador y el conservador
correspondiente, por Ultimo se lleva a cabo una clarificaciéon y un secado (Morimura et
al., 2002; Manual MT, 2000).
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2.5- Propiedades fisicas de la Grenetina.

2.5.1.- Color y solubilidad.

La grenetina es un producto practicamente insipido, inodoro e incoloro aunque
tiende a un color pardo anaranjado la de menor calidad y ademas depende de la
materia prima y de la extraccion de la cual proviene; su densidad relativa oscila de 1.3
a 1.4 Kg/l. Es insoluble en agua fria solo se hidrata se dispersa cuando el agua se
calienta a 71.11°C y es soluble en polialcoholes y propilenglicol e insoluble en
solventes organicos como benceno, acetona, éter y tetracloruro de carbono. Esta
sustancia depende el pH de la dispersion acuosa ya que actia como acido o como
base (Rojas, 1979; Ockerman y Hansen, 2000).

2.5.2.- Agregacién molecular.

La solidificacién de las soluciones de grenetina para formar un gel cuando la
temperatura disminuye, esta precedida por la formacion de grandes agregados
moleculares y un aumento en la viscosidad de la solucién, conforme avanza la
solidificacién, los agregados comienzan a unirse entre si y la soluciéon se hace
viscoelastica. Finalmente, solidifica en un gel que tiene muy poca tendencia a fluir bajo
carga. La agregacion de moléculas de grenetina se puede estudiar faciimente en
soluciones frias que estén demasiado diluidas para gelificarse. Se ha demostrado que
a una temperatura dada, el tamarfio de los agregados depende de la concentracién de
la solucién de grenetina de la cual proceden; pero una vez formados son relativamente
estables y permanecen como antes, individuales si la solucion se diluye. Esto indica la
existencia de cierta forma de unién mdltiple tal como enlaces de hidrégeno mdltiples y
esta de acuerdo también con la histéresis normalmente observada en la solidificaciony -
fusién de la grenetina, por lo cual el punto de fusion es mayor que el punto de
solidificacién. El punto de solidificacion de las soluciones de grenetina se determina
dejando soluciones durante un largo periodo y determinando la temperatura maxima a
la que se forman los geles. Otra medida que se hace con frecuencia es el tiempo de
solidificacion de las soluciones a temperatura inferior al punto de solidificacion. El

método mas satisfactorio es determinar el tiempo de solidificacion de una gota que se
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ha enfriado rapidamente, hasta la temperatura a la que ha de medirse el tiempo de
solidificacion (Mitchel y Ledward ,1986).

2.5.3.- Rigidez del gel.

La resistencia de los geles es una medida de la dureza, consistencia, firmeza y
compresibilidad del gel a una determinada temperatura que depende de la
concentracién, del peso molecular, tiempo de maduracién, pH y temperatura. Los
cambios en la concentracién afectan de forma similar, la rigidez  depende
aproximadamente del cuadrado de la concentracion de la grerietina, el punto de -
fusion puedé definirse como la temperatura a la cual la rigidez se hace cero conocido
como médulo de rigidez. '

En el ensayo de la British Standard se prepara una grenetina a una concentracion
de cola del 12.5% y de 6.67 % para grenetina en un recipiente de vidrio y se madura
durante 18 h a 10 °C. La resistencia de la grenetina se determina con el gelometro de
Bloom que consiste en una pieza con un diametro de 12.7 mm, que se presiona
lentamente dentro de la superficie del gel cargandola con perdigones y la caida de los
perdigones se corta eléctricamente cuando la pieza ha recorrido 4mm. El peso de los
perdigones en gramos da la resistencia Bloom de la grenetina; la resistencia Bloom de
la grenetina es un ensayo empirico, pero los resultados estan relacionados de una
forma sencilla con el médulo de rigidez absoluto del gel por la ecuacion: resistencia de
la grenetina (g Bloom) =20+2.86X10° X rigidez (din/cm?) para las grenetinas
comerciales oscilan entre 50 y 300 Bloom (Mitchel y Ledward, 1986; Ockerman y
Hansen, 2000; Rojas, 1979).

2.5.4.- Punto de fusién.

Las propiedades de la grenetina durante las transformaciones sol/gel y gel/sol son
dificiles de investigar debido a que con el tiempo cambian, la principal medida es la
temperatura de fusién de los geles y la temperatura o tiempo de solidificacion de las
soluciones aunque estos cambios dependen basicamente del método de medicion de

la velocidad de variacion de la temperatura durante la medicion.
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Cuando un gel se calienta muy lentamente cerca del punto de fusién, provoca
cambios en la estructura del gel que afecta la fusion, el punto de fusién de los geles
es maximo cuando han sido madurados durante largos periodos a una temperatura
préxima al punto de fusion. Después de este periodo de maduracion, enfriando el gel
hasta una temperatura baja, lo cual aumenta en gran manera la rigidez, no varia el
punto de fusién. La estructura formada a la alta temperatura de maduracién controla
el punto de fusion y persiste durante el periodo en el cual se forma y se rompen
nuevos enlaces si el gel se enfria y se calienta de nuevo.

El punto de fusion depende del enlace mas fuerte en el gel, mientras que la
rigidez a una temperatura dada depende del niimero total de enlaces que existen a
esa temperatura. Los fuertes enlaces formados cuando las geles se maduran a
temperaturas proximas al punto de fusién, en las que el reticulo del gel esta abierto y
las moléculas individuales tienen mayor movilidad, son probablemente resultado de
un sistema de enlaces de hidrégeno altamente conjugados que pueden formarse mas

facilmente en estas condiciones.

2.5.5.- Viscosidad.

La viscosidad se valora utilizando una concentracion modelo al 6.67 % en un

viscosimetro de tubo U determinando su salida a través de un orificio estandar de una
copa empleando un dinamoémetro de torsién por encima de 35-40°C, en que la
temperatura es bastante alta para impedir la agregacién molecular debida a las fuerzas
de gelificacion, la viscosidad de las soluciones de las distintas grenetinas depende de
la concentracion y la temperatura. A cualquier concentracién normalizada la viscosidad
de la solucién de una indicacion medianamente exacta del peso molecular, al menos
para grenetina de punto isoeléctrico similar.
Se ve afectada también por el pH y por la presencia de sales, estos efectos que son
muy marcados en soluciones diluidas. A temperaturas por debajo de 35-40 °C, las
moléculas comienzan a agregarse bajo la accion de las fuerzas de gelificacion y la
viscosidad de las soluciones aumenta con el tiempo y puede ser no newtoniana. .
(Rojas, 1979; Ockerman y Hansen, 2000).

30




T DENT
2.5.6.- Estudio de la estabilidad térmica de la red del colageno.

La desnaturalizacion del coldgeno, es decir su paso de estructura ordenada
helicoidal a estructura amorfa tipo grenetina se puede medir por un calorimetro
diferencial programado. En efecto, esta transicién provoca una reaccién endotérmica
que se traduce en un pico de absorcién de calor, pues la superficie es proporcional a

la entalpia de desnaturalizacién del colageno.

2.6.- Aplicaciones de colageno y grenetina.

2.6.1.- Industria Cosmética y Estética.

En el terreno de lo cosmético y de la estética, puede considerarse una pequefia
revolucién el uso del colageno; debido a que los principales componentes tisulares
que afectan al grado de envejecimiehto en el material extracelular es el componente
principal que determina las propiedades fisicas (turgencia, elasticidad, firmeza) del
tejido. Esta tornado por una matriz organica en la que estan relacionados diferentes
tipos de fibras proteicas; estos componentes fibrosos son de tres clases principales:
Colageno, Elastina y Reticulina. Con el paso del tiempo, la sintesis de nuevas
moléculas de tropocolageno en los seres humanos disminuye, y las fibras de
colageno van sufriendo diversas alteraciones en su estructura y provoca una gran
pérdida de elasticidad por parte de la fibra colageno, lo cual se hace externamente
visible al disminuir la tensién cutanea queda la piel flacida, y aparecen las arrugas.
Por otro lado, las fibras pierden parte de su capacidad de retencién de agua, y ésta
pasa de estar embebida regularmente en la fibra, proporcionandole elasticidad y
turgencia, a estar dispersa por la matriz intercelular amorfa, aumentando la presién
extracelular, y favoreciendo aln mas la flacidez cutanea (Ochoa, 2000).

En la industria farmacéutica la grenetina sirve para fabricar capsulas, comprimidos y
grageas y protege los medicamentos de la influencia dafiina del aire y de la luz; como
agente humectante en la elaboracion de tabletas, de forma que resultan agradables y
suaves en la boca, también sirve como agente ligante y desintegrador ya que la
grénetina absorbe la humedad provocando que las tabletas se hinchen y se
desmoronen. La grenetina glicerinada se emplea en la fabricacién de pastillas y
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gominolas utilizadas en las afecciones de la garganta y boca. También se utiliza como
relleno o portadora de varias drogas, por su capacidad ligante y proteccién contra la
oxidacién atmosférica. Es un excelente estabilizador de emulsiones con la facilidad de
que con una simple agitacién se le puede devolver su condicién original; también
retarda la adsorcién de diversos medicamentos.

2.6.2.- Industria Quimica.

En la industrié fotogréfica, los materiales fotogréﬁcos de sal de plata se
componen de hasta 15 capas gelatinosas que estan extendidas sobre la pelicula o
el papel. La grenetina sirve de aglutinante para los halogenuros de plata sensibles
a la luz. Gracias a su capacidad de hincharse, las esencias fotograficas pueden
entrar en las capas y pueden retirarse lavandolas. La grenetina es un componente
importante para el procedimiento complicado de la técnica estratografica. Tiene la
propiedad de formar una solucién que al calentarla se torna liquida y vuelve a
ponerse rigida al enfriarse y se hace soélida una vez que se haya extraido el agua.
Las propiedades de la grenetina se necesitan para la produccidon de peliculas
fotograficas de alta sensibilidad, especialmente para lograr las altas sensibilidades
necesarias para las peliculas de color'y de rayos X. Asimismo en la fotografia
digital el papel de impresién Ink Jet recubierto de grenetina garantiza colores
brillantes y formas claras, dando como resultado fotos de suprema calidad.

Los hidrolizados y tenso-activos de colageno, que se basan en la grenetina,
son las sustancias activas con buena compatibilidad dermatolégica en los
detergentes y productos de limpieza y son biodegradables. Como aditivo en los
detergentes estas sustancias desarrollan su efecto protector y envuelven la piel
contra el ataque de los agresivos tensoactivos. Su propiedad caracteristica de
actuar como proteina protectora de las fibras aporta un efecto notable al tacto en
los detergentes especiales para lana, seda y otros textiles delicados.

Las grenetinas seleccionadas y los hidrolizados de grenetina se emplean en
gran volumen como fertilizante en hojas. La lenta descomposicion de los
aminoacidos produce una exacta dosificacion del contenido en nitroégeno. Con ello,
la grenetina ejerce una influencia positiva al metabolismo de las plantas.

En la produccion de cerillos, las propiedades aglutinantes de la grenetina

son imprescindibles para las cabezas de los cerillos.
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La grenetina se utiliza también  en la industria papelera: mejora la
resistencia a la humedad y la resistencia del papel. Con ayuda de la grenetina
-pueden restaurarse incluso libros.

Si se afiade la grenetina a los bafos electroliticos, se puede purificar los
elementos zinc y cadmio ya que la grenetina facilita la separaciéon de impurezas
creando la base para producir metales de alta pureza.

En la restauracién de edificios, por ejemplo el edificio de la 6pera Sémper
de Dresden, Alemania es uno de los teatros musicales méas bellos de Europa, o
del puente Alexander lll, el puente mas grande de Paris, se aprovecha la accién
de la grenetina como cola elastica. La cola tiene su principal aplicacion en la
unién de la madera, fabricacion de cintas adhesivas. La cola grado técnico se
emplea para aplicar color al papel para empapelar paredes, para dar resistencia y
rellenar sus poros mejorando asi la posibilidad de imprimir los trazos en el papel

tapiz.

Es posible que la grenetina pueda prestar en un futuro préximo una
fabulosa ayuda en los accidentes de buques petroleros, en los cuales miles de
litros de petréleo contaminan el agua forman finas gotitas de aceite que quedan
suspendidas en el agua. Cuando se adiciona grenetina como aditivo, la fase
acuosa fria pasa al estado de gel. El resultado es que obtenemos unos blogques
conglomerados estables y resistentes al esfuerzo de corte, que se pueden
almacenar durante un periodo prolongado. En el caso de una averia en un
petrolero se podria evitar una catastrofe medioambiental consiguiendo que con la
adicién de grenetina el petréleo derramado formara unos blogues practicamente
“resistentes al corte”. Hasta la fecha este procedimiento sélo se ha ensayado en
sistemas cerrados. La formacién de un gel sélido y reversible resulta mucho mas

dificil en el mar abierto. Asi pues, la moderna investigacién de grenetina trabaja

también para resolver este complicado problema (www.sagma.org; www.gelatin-

gmia.com; hitp://www.gelatine.org; www.gelita.com )
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2.6.3.- Industria alimentaria.

En la industria alimenticia muchos de los productos semigrasos, bajos en grasa o de
tipo "Light" no serian posibles sin la grenetina, ya que tiene un sabor neutro, absorbe
grandes cantidades de agua, forma geles y brinda una “buena sensacién bucal” a los
alimentos. La grenetina es imprescindible para la produccién de caramelos de goma,
caramelos blandos, bombones, gofres, regaliz, merengues cubiertos de chocolate, y
muchas golosinas mas, donde proporciona elasticidad, la consistencia perfecta para
masticar y un largo tiempo de conservacién. En los dulces ligeros y espumosos la
grenetina facilita la formacién de la espuma y la estabiliza para un mejor transporte y
almacenamiento de los productos debido a que con una dosificacién correcta y el tipo
de grenetina adecuado se elabora, yoghures cremosos y ligeros o productos mas
solidos. En los productos de carne, pescados y embutidos la grenetina hace que los
preparados de jalea tengan un aspecto apetitoso. Muchos tipos de salamis o embutidos
con pimienta se protegen contra el secado mediante una capa de grenetina. En los
productos de pescado, la grenetina suele utilizarse, en su mayoria, para preparados de
jalea. La grenetina ofrece, ademas de funciones épticas, proteccién contra la luz y el
-oxigeno. Los volovanes, platos pre-cocinados y otros platos exquisitos se enriquecen
con la proteina de las grenetinas especiales que cobran cada vez mayor importancia.
Por su elevado contenido de grasa y agua, los productos emulsionados presentan
problemas de exudacién de agua o grasa, o en un defecto de textura después de la
coccion, al incorporar grenetina se da un efecto estabilizador de la emulsién, se aporta
una mayor retencién de agua y confiere textura homogénea y aqui se utilizan
grenetinas de 150 a 250 Bloom. En el drea de bebidas, la grenetina aumenta el placer
de beber en la elaboracion de vinos, zumos, la sidra y en algunos paises las cervezas
se someten a un tratamiento de grenetina para aclararlas ya que reacciona
especialmente con sustancias taninas y amargas absorbiendo los elementos
enturbiantes, provocando que se sedimenten y puedan separarse de la bebida; en los
productos de pasteleria, la grenetina estabiliza los rellenos y la consistencia es mas
solida y se puede conservar durante més tiempo. Los principales usos en alimentos de
acuerdo a la fuerza del gel se resume en la Tabla 7.
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Tabla 7 Principales usos de la grenetina en la Industria de Alimentos de acuerdo a sus propiedades de dureza.

Sector Industrial Fuerza Viscosidad Concentracion
del Gel (Bioom) Alta Media Baja Grenetina (%)
Productos carnicos + + 1-15
Jaman, revestimiento 150-250
Productos 1acteos 150-200-250 ' +
Leche, crema, helados ) 0.2-1
' Productos de confiteria 75-125 + + + 0.2-15
Gomas, caramelos

Fuente: Adaptado de Linden (1996); Poppe. (1997)

2.7.- Peliculas o empaques comestibles y biodegradables.

La tecnologia del empacado ha extendido el uso de peliculas plasticas como una
gran alternativa para prolongar la vida de las frutas y vegetales frescos sin olvidar
considerar que el empaque debe garantizar la estabilidad del alimento, permitir su
integracién al medio ambiente, que sean funcionales y seguros para el consumidor. El
impacto ambiental por el uso de envases y plasticos de origen sintético o no
biodegradable es alto, por ello ha crecido el interés en desarrollar materiales
biodegradables que ofrezcan costos competitivos a los materiales de empaque
plasticos actuales y/o permitan racionalizar su uso.

Las peliculas o empaques comestibles y biodegradables se definen como una
capa delgada de material formado sobre el alimento como una cubierta o colocado
sobre él (preformado) o entre los componentes del alimento. Su funcién es inhibir la
migracion de humedad, oxigeno, bioxido de carbono, aromas y lipidos o como
acarreador de ingredientes tales como antioxidantes, antimicrobianos, sabores y para
mejorar la integridad o las caracteristicas de manejo del alimento. A pesar de la
informacién técnica disponible para su elaboracién, las peliculas y recubrimientos son
especificas para cada alimento; para el caso de la comercializacién de frutos y
hortalizas frescas proporcionan una cubierta protectora adicional cuyo impacto
tecnoldgico es equivalente al de una atmoésfera modificada representando asi una
alternativa a este tipo de almacenamiento; la elaboracién de peliculas comestibles
con subproductos desechables de la industria de alimentos ofrece la oportunidad de

disminuir desperdicios, convirtiéndolos en materia prima de interés nutricional. Se
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puede encontrar dos tipos: las peliculas poliméricas biodegradables que se elaboran
con sustancias de origen natural, de composicion heterogénea de tal manera que en
un proceso de composta se transforman en compuestos de menor complejidad hasta
llegar a la mineralizacion (biéxido de carbono, agua, y sales minerales); las peliculas
poliméricas comestibles que son elaboradas con sustancias poliméricas naturales de
composicidn heterogénea las cuales pueden ser ingeridas sin riesgo para el
consumidor y que aportan algunos nutrientes. (Anénimo, 2004; Bosques, 2004; Del
Valle et al., 2004; Lopez, 2003; Ratule, 2001; Yi Wu et al., 2002).
En el presente trabajo se utiliza el colageno con este ultimo propésito

2.8.- Aplicaciéon de peliculas comestibles a Frutos.

Los materiales que pueden ser usados para este fin se muestran en la Tabla 8 y son
las proteinas, los polisacaridos, los lipidos, los poliesteres microbianos que se pueden
usar solos o combinados y con diferentes aditivos de peliculas que dan diferentes
propiedades de barrera que dependen fuertemente de su estructura quimica y de la
interaccion entre ellos y el alimento.

Las consideraciones mas importantes en la elaboracién de recubrimientos
emulsificados son los estructurales, a fraccion volumétrica de la fase dispersa, la
distribucién del tamafio de particula y los aditivos en la formulacion. Yi Wu vy
colaboradores  (2002) mencionan que es importante considerar para futuras
investigaciones de una pelicula comestible los siguientes pasos;

1.- Realizar una investigacién 6ptima de la comyposicién y condiciones especificas
para cada tipo de alimento,

2.- Estudiar las propiedades de barrera respecto al medio ambiente como
humedad relativa y temperatura de almacenamiento.

3.- Investigacion fundamental de los mecanismos de la fransferencia de masa y la

interaccion entre los diferentes componentes de la pelicula y del propio alimento.
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Tabla 8 Materiales utilizados para {a elaboracion de Peliculas Comestibles.

Compuesto Efecto Ejemplo
Proteinas Aumentan la firmeza Colageno, grenetina, zeina, gluten, aislado
: de proteina de soya, proteinas de leche.
Polisacaridos Imparten cohesion Almidén, alginato, carrageninas, pecting, quitosano,
‘ ] celofan, celulosa y derivados.
Lipidos Adicionan un caracter repulsivo ceras, acetoglicéridos, surfactantes
Poliesteres Adicionan un caracter repulsivo Acido polilactico, polulano, levano,
. _ elsinano.
microbianos
Aditivos Son usados para modificar Jas propiedades de | Surfactantes idnicos rompen los enlaces

barrera como son la permeabilidad al oxigeno, | de hidrégeno ya que (incrementan la carga
etileno y el vapor de agua; y las propiedades | de repulsién entre moléculas de proteinas
mecanicas como son la resistencia a Adyacentes.

esfuerzos mecanicos de tensién compresion.

Materiales Hidrofobos los materiales hidréfobos (bajar]
permeabilidad.

Plastificantes cambian las propiedades

fisicas y/o mecénicas, siendo el glicerol el mas
utilizado por su alta hidrofilicidad y peso molecular.
Fuente: Anénimo (2004); Bosques (2004); Lopez (2003)

2.8.1.- La Guayaba.

La guayaba es originaria de América, posiblemente de algin lugar de
Centroamérica, el Caribe, Brasil o Colombia. Después del descubrimiento de América
se propagd a otros continentes e incluso llegé a creerse que era originaria de
Indochina y de Malasia (Asia Meridional) ya que en estos lugares se le conoce desde
hace varios siglos y crece en forma silvestre. En México, la guayaba se produce de
manera comercial en 16 estados de la Republica, y existe produccion silvestre que
no se contabiliza por lo menos en otros 11 estados del pais. La superficie cultivada de
la guayaba en México es de 16 mil 110 hectareas, alrededor del 94% son de riego. La
produccion y explotacién comercial de la guayaba estan muy extendidas en
numerosos paises de América, Asia y Africa. Los principales paises productores de
guayaba en el mundo son: Pakistan, Egipto, México, Bangla Desh, Estados Unidos,
Brasil, Colombia, Malasia, Tailandia, Perd, Sudafrica, Venezuela, Indonesia vy
Republica Dominicana aunque la participacién de la exportacion de la fruta en el
comercio exterior de los diferentes paises que comercializan la guayaba en fresco es
insignificante. De las variedades cultivadas en el mundo existe una amplia diversidad

en México, donde encontramos a: la Media China en los principales estados
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productores (Aguascalientes, Zacatecas y Michoacén); en otras regiones productoras
se cuenta con variedades criollas identificadas con nombre regionales y locales como:
Regional de Calvillo, China, la Labor, Acaponeta, Coyame y otras (ASERCA, 1996).

Aguascalientes ocupa el segundo lugar en volumen de produccion a nivel nacional
superado por Michoacan, pero en calidad del fruto sigue siendo el nadmero uno,
debido a las condiciones del clima, la topografia y el tipo de suelo de Calvillo, el cual
le ha dado una calidad muy especial a la guayaba y sobre todo a la de invierno.

Entre los meses de septiembre y enero se concentra alrededor del 70% de la
produccién nacional, el restante 30% se distribuye del mes de febrero a agosto,
siendo los meses de mayo y junio los de menor disponibilidad del producto.

En México se estima que se procesan aproximadamente 25 mil toneladas de
guayaba anualmente. Los procesos de industrializacidn que se le da son en:
refrescos (que contienen aproximadamente 17% de pulpa de guayaba y absorbe el
70% de la industrializacién); néctares (con 25% de pulpa de guayaba); guayabas
enteras enlatadas; guayabas en mitades; refresco en polvo; alimentos picados y
colados para bebé; jaleas, mermeladas y ates (ASERCA, 1996).

Las guayabas se cosechan en madurez fisiolégica, en el estado verde-maduro
(cambio de color del verde oscuro al claro) donde los consumidores prefieren las
guayabas maduras, las frutas se cosechan en estado firme-maduro a madurez media
de consumo (mas blandas) para un transporte de larga distancia, o bien en plena
madurez de consumo (amarillas y blandas) para los mercados locales su composicién

quimica se muestra en la Tabla 9.

Tabla 8 Composicién de la Guayaba.

Componente %

Agua 83.5
Proteina 0.9
Grasa 0.5
Carbohidratos 58
Acidos orgénicos 0.9
Minerales. 07

Fuente: Senser ef al. (1999)
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Los indiCes de calidad son color, (indica grado de madurez); tamario y forma, (son
-importantes en algunoé mercados); ausencia de defectos, insectos y pudricion; firmeza
y grado de arenosidad debido a la presencia de células pétreas (esclereidas); el color
de la pulpa que depende del cultivo y puede ser blanco, amarillo, rosa o rojo; la
cantidad de semillas en la pulpa (entre mas baja mejor); intensidad del aroma; sélidos
solubles y acidez. La guayaba-es una de las fuentes mas ricas de vitamina C (200 a
400 mg por 100 g de peso fresbo) y algunos cultivos son también ricos en vitamina A.

La temperatura oOptima de almacenamiento es de 8-10°C (46-50 °F) para

guayabas verde-maduras y parcialmente maduras (vida potencial de
almacenamiento= 2-3 semanas) y de 5-8°C (41-46°F) para guayabas completamente
maduras (vida potencial de almacenamiento de 1 semana); con una humedad relativa
optima de 90-95%. La tasa de respiracion a 10° C es de 4 a 30 ml CO;, / Kg-h y para
~ calcular el calor producido se multiplica mL CO, /kg-h por 440 para obtener
Btu/ton/dia o por 122 para obtener kcal/ton métrica/dia. La guayaba es una fruta
climatérica y la tasa de respiracion y produccion de etileno dependen del cultivar y del
estado de madurez fisiolégica y de consumo. La produccién de etileno a 20°C varia
de 1 a 20 ul/kg-h. (ASERCA, 1996; Adel, 2004).
El etileno a 100 ppm por 1-2 dias puede adelantar la maduracién de las guayabas del
estado verde maduro al completamente amarillo a 15-20°C y 90-95% de humedad
relativa. Este tratamiento da lugar también a una maduracién méas uniforme,
caracteristica que es mas importante en las frutas destinadas al procesamiento. Las
guayabas verde-inmaduras (sin madurez fisioldgica) no maduran apropiadamente y
adquieren una textura o consistencia pastosa.

Adel (2004) reporta que los pocos estudios realizados con la guayaba con
concentraciones del 2 al 5% de oxigeno a una temperatura de 10°C (50°F) pueden
retrasar la maduracién de las frutas en estado verde-maduro y con madurez parcial
de consumo. No se han determinado las tolerancias a las altas concentraciones de
biéxido de carbono. Los principales dafios que puede sufrir la guayaba se describen a
continuacién.

v" Dairios por frio: Los sintomas incluyen incapacidad de las guayabas en estado

verde-maduro o con parcial madurez de consumo para madurar normalmente,

pardeamiento de la pulpa y, en casos severos, de la piel y un aumento en la
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incidencia y en la severidad de las pudriciones cuando se les transfiere a
temperaturas mas altas. Las guayabas en plena madurez de consumo son
menos sensibles al dafio por frio que las que se encuentran en estado verde-
maduro y se les puede conservar hasta por una semana a 5°C (41°F) sin
mostrar sintomas de esta fisiopatia.

Pardeamiento externo (piel) e interno (pulpa): las guayabas son sensibles al
dafio fisico durante la cosecha y en todas las operaciones de manejo desde el
campo hasta el consumidor. Los sintomas incluyen abrasiones y pardeamiento
de las areas magulladas.

Escaldado por el sol: las guayabas expuestas al sol directo pueden escaldarse
y en algunos paises se les cubre con bolsas de papel para protegerlas de la

radiacion solar y del ataque de insectos mientras se desarrollan en el arbol.

La mayoria de los problemas con enfermedades postcosecha empiezan en la huerta

como infecciones latentes en las frutas -en desarrollo entre las cuales podemos
encontrar (Adel, 2004)

v
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Antracnosis (causada por Colletrotrichum gloeosporioides y especies
asociadas),

Pudricién por aspergillus (causada porAspergiflus nigern,

Pudricién por mucor (causada por Mucor hiemalis),

Pudricién por fomopsis (causada por Phomopsis destructum) y

Pudricién por rizopus (causada por Rhizopus stolonifer).

Las variedades producidas en el pais se ven afectadas por algunas plagas y

enfermedades. Por su extension, la plaga mas importante es la Peca, que afecta mas

o menos al 20% de la produccidon y que se manifiesta como pequefias manchas que,

sin alterar el sabor, textura o color del producto, hace que se le considere de inferior

calidad.

Las estrategias para el control de enfermedades incluyen: buena sanidad de las

huertas, manejo eficiente para reducir infecciones precosecha, manejo cuidadoso

para reducir los darios fisicos, inmediato enfriamiento a 10°C (50°F) y subsiguiente

mantenimiento de esta temperatura a través de todo el sistema de manejo.
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La guayaba es uno de los hospederos preferidos por las moscas de la fruta y se le
debe desinfestar para ser aceptada en muchos paises. Uno de los tratamientos para
el control de insectos es el calor aplicado por inmersién de las frutas en agua a 46°C
por 35 minutos o por contacto de la fruta con aire caliente a 48°C por 60 minutos.
Otro tratamiento potencial para el control de insectos es la irradiacién a 0.15-0.30 kGy

de radiacién gamma.

(ASERCA, 1996; http://www.infoaserca.gob.mx/proafex/ GUAYABA.pdf ;

http://www.chapingo.mx/investigacion/pronisea/pro10.htmi;
http://rics.ucdavis.edu/postharvest2/Produce/ProduceFacts/Espanol/Guayaba.shtml )
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3.- Metodologia.
3.1.- Objetivos.

El aprovechamiento de subproductos de las industrias de transformacién de
productos animales es destacable desde el punto de vista econémico, donde es
necesario su aprovechamiento para poder competir con otras fuentes proteicas de
origen vegetal; asi como proteger la salud publica, ya que su aprovechamiento
repercute en la disminucién de la contarninacién. La obtencién de colégeho a partir de
pieles encaladas preparadas para el curtido, abre un nuevo campo en la
industrializacién de pieles en México para poder desarrollar esta industria y se
generen mas empleos asi como pauta para ampliar el uso de la grenetina y el
colageno como peliculas comestibles en frutos.

Objetivo General.
Establecer un método de obtencion cuantificacion y caracterizacién del colageno y

la grenetina obtenida a partir de pieles y realizar su aplicacion como pelicula
comestible a frutos.

Objetivos Particulares.

Objetivo Particular 1

Establecer un método de extraccion de .coldgeno por medio de hidrélisis
enzimatica que permita una alta eficiencia en el proceso.

Objetivo Particular 2 _
Caracterizar de la molécula de colageno los grupos funcionales, su estructura y su

temperatura de transicién que permitan conocer sus caracteristicas y sus posibles

aplicaciones.

Objetivo Particular 3
Evaluar el efecto de la aplicacion de una pelicula comestible de grenetina sobre

los parametros de calidad (textura, sélidos solubles, pH, acidez total titulable) y
fisiolégicos de guayaba.
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3.2.- Cuadro Metodoldgico.

OBJETIVO GENERAL.

Establecer un método de obtencion cuantificacién y caracterizacién dei colageno y
fa grenetina obtenida a partir de pieles y su aplicacion como pelicula comestibie a
frutos.

v

OBJETIVO PARTICULAR v
1
Establecer un método de OBJETIVO PARTICULAR 2
e;:;;gccéénhq; f:lgl_égeno Per gi:gifl:z;: g:;:?o los OBJETIVO PA:;T!CULAR 3
medio de hidrélisis ,
enzimatica que permita grupos funcionales, su V Evaluar el efecto de la
una alta eficiencia en el estructura y su temperatura aplicacion de una pelicula
proceso. de transicion que permitan comestible de grenetina
conocer sus caracteristicas sobre los p'arémetros de
y sus posibles aplicaciones. calidad (textura, sélidos
solubles, pH, acidez total
l L titulable) color y parametros
fisiologicos.
Actividad 1.1 Actividad 2.1
Obtencién por medio Identificacion de grupos
de hidrélisis funcionales
enzimatica. - 'L l
¢ Actividad 3.1
Actividad 1.2 Actividad 2.2 Formulacién de la
Relacionar el efecto de identificacién de la pelicula.
la concentracion de estructura.
enzima. ¢ 'L
l Actividad 3.2
Aplicacion de 1a
Actividad 1. 3 Actividad 2.3 pelicula en un fruto
Evaluar el efecto del Identificacién de la climatérico.
de pH. Temperatura de
transicion. i
Actividad 3.3

Evaluacion de los
parametros de calidad
como pH, acidez total
titulable, sélidos
solubles colory

textura.

Actividad 3.4
Evaluacién de la
propiedad fisiolégica
de respiracion.

‘ ¥

A 4

I Conclusiones

Figura 11 Cuadro Metodolégico
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3.3.- Materiales y métodos.

3.3.1.- Piel.

Se utilizé piel vacuna encalada de distintas partes del animal proporcionadas por
una empresa curtidora ubicada en Guanajuato, fueron empaquetadas én bolsas de
plastico al vacio de aproximadamente 2 Kg cada una. No se realizaron pruebas de
caracterizacion debido a que se trabajo con ganado vacuno de diferentes edades, y
se consider6 la composicion quimica promedio reportada en la bibliografia donde el
30 % de la piel es proteina, de la cual del 90 al 95% es colageno (Rosa et al., 2000;
Ockerman y Hansen, 2000).

3.3.2.- Enzima.

La empresa ENMEX recomienda utilizar en evaluaciones iniciales de 60-120 g de
enzima por cada kilogramo de proteina. La enzima utilizada fue Deterzyme-L-660
que es una proteasa, proporcionada por ENMEX, obtenida de Bacillus Licheniformis
y viene en presentacion liquida, sus principales caracteristicas se muestra en la Tabla
10.

Tabla 10 Principales caracteristicas de la proteasa de Bacillus Licheniformis {D-L-680)

Pardmetro Caracteristicas
Densidad 1.65 glom®
pH 7-10 estable
Temperatura de mayor actividad 30-65°C
Inaictivacion v 80°C5min.pH7

¥ 50°C 30min pH 4
v 60°C 60 min. pH 10
Inhibidores Reactivos drganofosforados
Agentes oxidantes que

Liberen cloro active
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3.3.3 Guayabas.

Las guayabas se obtuvieron en estadio preclimatérico en la central de abastos de
la Ciudad de México (CEDAC) provenientes de Aguascalientes.

3.3.4.-Grenetina'y colageno. -

La grenetina obtenida a partir de la piel de vacuno ocupada para la elaboracion de
las peliculas es tipo B Wilson de 275 Bloom que fue proporcionada por el Grupo
Gelita, la grenetina Danisco de 275 Bloom proporcionada por el grupo Danisco y
colageno M-T estos tltimos para ayudar en la caracterizacion de la molécula.

3.3.5.- Eficiencia de degradacion de la piel para la obtencion del
colageno.

La piel se remoj6 24 horas con agua en proporcion 1:3 (piel: agua) después se llevo
a cabo un lavado para retirar cualquier suciedad. Se trocearon 5 gramos de piel en
cubos de aproximadamente 0.7x0.7 cm que se colocan en €l vaso de precipitado con
una relacién de agua 1:2 y 1:4, se calenté a 60 °C con un pH de 7 y se adiciond la
enzima con una relacion piel: enzima (peso/peso) diluida con el 10% de agua inicial, se
dejé reaccionar por 15, 30 y 60 minutos. Después de esto se inactivé a 80°C por 5 min.
se filtré la piel se dejé secar 12 horas a temperatura ambiente y se pesé.
Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados presentados son el
promedio +/- la desviacion estandar. La eficiencia de degradacion se calculé como la
razén del peso degradado entre el peso inicial de la piel por cien de acuerdo con
Morimura et al. (2002).

3.3.6.- Obtencién de colageno.

Se siguié el mismo procedimiento que en la eficiencia de degradacion, solo que se
dejo hasta que la piel sea consumida por completo por la enzima, se dejé evaporar
con la temperatura de inactivacion. Las caracteristicas de cada proceso del colageno

obtenido y las sustancias de referencia se observan en la Tabla 11.
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Tabla 11 Caracteristicas del colageno.

Tipos de Concentracién | Temperatura pH Tipo de
Colageno de enzima del Proceso | proceso inactivacion
Colageno A 0.66 % 604aC 7 80°C 5 min.
pH=7
Colageno B 1.32% 602C 7 80°C 5 min.
pH=7
Colageno C 0.66% 20°C 7 80°C 5 min.
pH=7
Colageno E 1.32% 402C 7 80°C 5 min.
pH=7
Colageno D Grenetina Danisco
Colageno G Grenetina Gelita
Colageno M Colageno M-T
Colageno R 1.32% 602C 49 50 °C 60 min.
Acido acético

3.3.7.- Aplicacion de Peliculas comestibles de Grenetina a frutos.

3.3.7.1.- Preparacion de la Dispersion para la Pelicula Comestible.

Se realizd una solucion base con acido acético al 2% (v/v) en agua que se calentd
lentamente hasta la temperatura indicada (80 °C) en la aplic
acion.de la pelicula que funciona como agente antimicrobiano, a la cual se le adiciona
la grenetina en el porcentaje requerido (p/p), se homogenizé durante 20 minutos y se
le adiciond el glicerol al 0.3% (p/p) y el Tween 60 el 0.6% (p/p) dejando homogenizar
por 10 minutos cada uno.

3.3.7.2.- Aplicacion de la pelicula comestible.

Las peliculas fueron aplicadas a limén sin semilla, limén mexicano y guayabas.
Los tratamientos que fueron realizados para la conservacién de los limones sin
semilla frescos por medio de las peliculas a base de Grenetina se distinguen en la
Tabla 11, en donde para todos los tratamientos se procedié de la siguiente manera:

1. Se seleccionaron lotes homogéneos de frutos de acuerdo a color, peso y
diametro.
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2. Se aplicd el recubrimiento por inmersién, sumergiendo el fruto en la
solucién a la temperatura y tiempo indicado,
3. Se dejaron secar 24 horas con una ventilacion media, midiéndose su
didametro y su peso.
Para el caso de los limones la experimentacién previa se realizé por duplicado; los
tratamientos que se llevaron acabo con los limones sin semilla se muestran en la
Tabla 12.

Tabla 12 Aplicacion de peliculas comestibles en limén.

Tipo de Caracteristi del Tr iento.
Tratamiento
A Grenetina: 3%

Temperatura de aplicacion :25C
Tiempo de aplicacion: 30 minutos.
B Grenetina: 3%
Temperatura de aplicacién :25C

Tiempo de aplicacién: 60 minutos.
C Grenetina: 5%
Temperatura de aplicacion :25C

Tiempo de aplicacién: 30 minutos.
D Grenetina: 5%
Temperatura de aplicacion :25 C

Tiempo de aplicacion; 40 minutos.
E Grenetina: 5%
Temperatura de aplicacién :40C

Tiempo de aplicacién: 20 minutos.
F Grenetina: 5%
Temperatura de aplicacion 40C

Tiempo de aplicacion: 10 minutos.

Se selecciond la aplicacion de pelicula que presenté una menor pérdida de
peso y las mejores condiciones fisicas para realizar una experimentacién en limén
sin semilla y limén mexicano para poder medir los parametros de calidad como
textura, solidos solubles, pH, acidez y coldr ademas de ver la influencia de la pelicula
en la respiracién del fruto de acuerdo a los procedimientos descritos en el apartado
de técnicas analiticas. Sin embargo, esta aplicacién fue descartada ya que los
resultados obtenidos no fueron adecuados, por lo que se aplicé a guayabas.

Para la aplicacion en guayabas se procedié como en los limones y se utilizé
una pelicula elaborada al 5% de grenetina se dejaron en la solucién 5 minutos a 25°
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C y se secaron 24 horas y se midieron los parametros de calidad como en el caso del

limon.

3.4.- Técnicas analiticas.

3.4.1.-Calorimetria.

lLas pruebas de flujo de calor de los diferentes coldgenos obtenidos se realizé por
calorimetria diferencial de barrido, donde se ocupo de 5 a 10 mg de muestra con una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. de 20 a 200 °C, con 20 ml de N2/ min. como
purga y charola de aluminio con la ayuda de un calorimetro de barrido diferencial marca
Universal V2.5HTA Instruments. Para una descripcion mas detallada sobre los
fundamentos ver el Anexo B.

3.4.2.-Infrarrojo cercano (NIR).

Para identificar los grupos funcionales que conforman la molécula se realizd

un estudio de espectroscopia donde la muestra se coloca cubriendo el fondo de la
celda y que sea la misma cantidad utilizada para cada corrida, la longitud de onda
utilizada es de 1100 a 2500 nanédmetros en un espectrofotémetro Marca NIRS
System Modelo 6500.
Primero se identificaron los grupos funcionales que conforman a la molécula,
después se revisa el rango del Infrarrojo ocupado para luego realizar una revision
bibliogréfica de los rangos de absorbancia obtenidos y asi poder identificar a los
grupos funcionales. Su fundamento se explica en el Anexo D.

3.4.3.-Difraccion de Rayos X.

Para realizar las pruebas reestructura de la molécula se realizé un
estudio de difraccion de Rayos X donde se utilizé un Difractdmetro de Rayos —
X marca Siemens modelo Kristalloflex 5000, usando el siguiente procedimiento:

se pulverizaron las muestras en un mortero de agata lo mas fino posible para
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poder identificar si la muestra es cristalina o amorfa, como en el caso de un

polimero, los fundamentos se describen en el Anexo E.

3.4.4.- Medicién de los parametros de calidad en las Guayabas.

3.4.4.1.- Pérdida de peso.

Para el porcentaje de pérdida de peso de calcula con la razén del peso perdido

entre el peso inicial por cien.

3.4.4.2.-Firmeza.

La firmeza se evalué en la zona media del fruto con un penetrémetro manual
modelo FT 327 y que expresa la fuerza de penetracion ejercida sobre la superficie del

fruto en Kg. /em?.

3.4.4.3.- Sélidos solubles.

Se utilizé un refractrémetro manual que cuantifica de manera directa el porcentaje
del contenido de sélidos solubles y se expresan como grados Brix. '

3.4.4.4.- Acidez total titulable y pH.

Para la mediciéon de pH se homogeneiz6 la muestra en un mortero y se ‘pesaron
10 de pulpa y se afora con 100 ml de agua, al filtrado se le mide directamente el pH
con un potenciémetro manual mod. EN50081-1.
Para la acidez se tomé una alicuota de 20 ml que se titula con NaOH 0.1 N usando
como indicador fenolftaleina y se expresa la acidez en base al acido orgéanico

mayoritario que es el acido citrico, y los calculos son de la siguiente manera:

% Acidez (expresado Acido citrico)= (g*N*meq*V*100)

m*a
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Donde:

g = Gasto de NaOH.

N = Normalidad de NaOH.

Meqg = Miliequivalentes d'el acido citrico.

‘'m = Gramos de muestra.
a = Alicuota en ml.
3.4.4.5 Color.

El color de los frutos se determiné con un colorimetro Minolta modelo CR-300. El
color de la piel se realizé en diez frutos; se utilizo el sistema Hunter Lab obteniéndose
L, ay b; donde “a” en abcisas tiene valores negativos para el verde y positivos para
en rojo; “b” en ordenadas va de azul a amarillo; mientras que “L” representa la
luminosidad desde reflexion nula (L= 0) a difusion difusa (L=100). Para calcular tono
(dngulo de Hue) es h° = arctan (b/a) donde 0° = rojo-purpura, 90°= amarillo, 180°=
azul-verde 770°= azul. El croma indica la intensidad de color o saturacién de color y
se calculé mediante C* = (a® +b%)"? (Del Valle et al., 2004; Trejo, 2000).

3.4.5.- Medicion de parametros fisiolégicos.

3.4.5.1.- Respiracion.

Se valoré en funcién de CO; producido, para su cuantificacién se colocaron los frutos
en un sistema cerrado y se dejé 1 hora para medir el CO; producido por el fruto, se
conecté a un analizador de gas marca NITEC y los resultados se expresan en mg de
CO,Kg. " h.

3.5.- Analisis estadisticos.

Se realizaron tres replicas a excepcién de los indicados y se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de 0.5% para establecer si existe

diferencia significativa entre las medias.




4.-Résultados Y Analisis.

4.1.-Eficiencia de degradacién y Obtencion de colageno.

La eficiencia de degradacion se observa n la Tabla 13, 14, 15 y 16 con la misma
concentraciéon de enzima se mantiene constante con respecto al tiempo del proceso
de una hora; mientras que se observé que la eficiencia con respecto a la temperatura
es menor si la temperatura baja a 40°C. Por lo tanto la eficiencia de degradacion esta

en funcién de la temperatura y de la concentracion de la enzima respecto a un mismo

R
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tiempo. Sin embargo cuando se trabajé para la obtencién de colageno con la

ternperatura de 40°C se observé que se requiere de mucho tiempo y esto provocd
que el agua se evapore y haya que adicionar mas y esto repercute en un mayor gasto
de energia y recursos respecto a las de 60°C debido a ello para las posteriores

pruebas se consideraron solo el colageno Ay B.

Tabla 13 Eficiencia de degradacion Colageno A 60°C 0.66% de enzima.

Tiempo {min.) % Eficiencia
15 49.0 +/-0.146
30 49.4 +/-0.112
60 49.2 +/- 114

Cada valor representa los valores promedio de tres replicas +/- desviacion esténdar.

Tabla 14 Eficiencia de degradacion Colageno B 60°C 1.32% de enzima.

Cada valor representa.los valores promedio d

Tabla 15 Eficiencia de de;

Trempo (mim.)

% Eficiencia

15 99 .0+/-0.155
30 99.4 +/- 0.133
60 99.8 +/-0.132

e tres replicas +/- desvi

gradacion Coldgeno C 40° C 0.66% de enzima.

iacion estéandar.

Tiempo {min.) % Eficiencia
15 40.7 +/-3.401
30 406 +/-3.124
60 40.8 +/- 3.541

Cada valor representa los valores promedio de tres replicas +/- desviacion estandar

Tabla 16 Eficiencia de degradacion Coldgeno E 40°C 1.32% de enzima.

Tiempo (min.} .

% Eficiencia

15 89.0 +/-3.944
30 89.4 +/- 3.000
60 89.6 +/- 3.996

Cada valor representa los valores promedio de tres replicas +/- desviacién estdndar
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4.2.- Caracterizacion térmica del colageno.

Las proteinas generalmente se desnaturalizan cuando la temperatura de la

solucién proteica sube alrededor de 50 a 60 °C durante un periodo determinado,
pero la temperatura exacta que induce a los cambios conformacionales varia
ampliamente de proteina a proteina, la desnaturalizacién por calor frecuentemente
es reversible, pero en muchos casos tiene lugar con la agregacién de la proteina
con precipitacién (White et al., 1978).
El calentamiento de las fibras de colagenoc en agua de 60 a 70 °C se encoge de un
tercio a una cuarta parte de su longitud original a una temperatura critica
denominada Temperatura de Encogimiento o Retraccién que es caracteristica de la
especie de la cual se deriva, para el colageno de los mamiferos es de 80° C; y para
el de pescado es de 35 °C; el punto medio de la transicion del colageno a grenetina
se define como temperatura de fusién. Durante la transicion de colageno a
grenetina se rompen enlaces no covalentes junto con algunos enlaces covalentes
inter e intramoleculares y unos pocos enlaces peptidicos dando ugar a la
conversién del colageno a una forma mas amorfa: la grenetina. Sin embargo si se
obtiene una molécula completamente desestructurada da origen a la cola (De Man,
1999; Fennema, 2000).

En las figuras12,13,14,15,16 y17 se observa que son reacciones exotérmicas
las que muestran las temperaturas de transicion de los diferentes colagenos
estudiados destacando que para el colageno A, M y R las temperaturas de
transicién mas notables son: 119.2 °C con 7.341 J/g de calor y de 126.51°C y 2.657
Jig en M y para R 132.17 °C con 1.186 J/C teniendo estos un comportamiento
similar entre si, debido a que se tiene otro tipo configuracion en su estructura por el
tipo de inactivacién, indicando que sus moléculas son de un mayor peso molecular

que el siguiente grupo.

Para los tipos de colageno B, D, y G tenemos que sus temperaturas y calor de
transicién son las siguientes: de 69.02 °C y 99.35 J/g ; 67.73 °C y 80.14 J/g ;
636.17 °C y 41.44 J/g, respectivamente; esto muestra que entre si tienen una
configuracién semejante y difieren de los anteriores ya que indica que tiene

moléculas de un menor peso molecular.
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Sin embargo, en todos los colagenos estudiados, la primera temperatura de
~transicion oscila entre los 59- y 75 °C; indicando que por el tipo de materia
prima (piel de res); y-la concentracién de enzima ademas del tipo de
inactivacion utilizada esta dentro del rango que indica la bibliografia y es

cuando se transforma de colageno a grenetina.
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Figura 12 Termograma del colageno A

Figura 13 Termograma del coldgeno B
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4.3.- Identificacion de grupos funcionales.

La espectroscopia de infrarrojo cercano es una poderosa herramienta para la
identificacién de los diversos grupos funcionales en muestras de composicién
desconocida utilizada por largo tiempo en- diversos campos para el andlisis de
alimentos (pfodu‘ctos carnicos e identificacién de grenetinas), de fésiles y muestras.
para andlisis clinicos. La necesidad de monitorear el metabolismo y la regulacion del
colageno en el cuerpo es deseable para detectar las situaciones patolégicas como la
presencia de tumores, diabetes mellutis, distrofia muscular, entre otras, esto ha
generado la necesidad de desarrollar diversos métodos para su la cuantificacion del
colageno que se caracteriza por su contenido de glicina, prolina y 5-hidroxilisina,
hidroxiprolina, siendo esta ultima el principaIA parametro que se detecta con métodos
colorimetricos, cromatografia liquida de alta resoluciéon, cromatografia de gas,
espectrometria de masas, métodos enzimaticos y el infrarrojo cercano para que el
tiempo de respuesta sea répida y con una alta sensibilidad (Abdoliahi ef al, 2004;
Kesava y Chuckukg, 1996; Linden ef al, 1995; Oh y GroBklaus, 1995; Ramaswamy y
Adams, 1977).

Oh Y GroBklaus (1995) realizaron un estudio comparativo entre los diferentes
métodos de analisis de alimentos tradicionales para cuantificar, grasa, humedad,
proteina, almidén y colageno libre donde obtuvieron coeficientes de correlacién muy
similares entre cada uno alrededor de 0.96 -0.99.

Practicamente todo lo que se sabe sobre la estructura de la materia proviene de la
interaccién de la materia con la radiacion electromagnética y se denomina
espectroscopia la que investiga los niveles de energia de atomos y moléculas con la
ayuda de la mecanica cuantica. Los valores de los picos de absorbancia obtenidos
de los colagenos estudiados A, B, D, G, My R se muestran en la siguiente Tabla 17 y

Figura 18.
Tabla 17 Longitud de onda obtenida del NIR coldgeno A, B, D, G,MyR
Longitud de onda

(nm) Pico #
1182 1
1518 2
1736 3
1946 4
2178 5
2278 6
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Figura 18 Infrarrojo cercano de los coldgenos obtenidos.

Practicamente todo lo que se sabe sobre la estructura de la materia proviene de la
interaccién de la materia con la radiacién electromagnética y se denomina
espectroscopia la que investiga los niveles de energia de atomos y moléculas con la
ayuda de la mecanica cudntica.

Algunos compuestos heterociclicos que derivan del pirrol por medio de un proceso
de hidrogenacién producen pirrolidina y estos al reaccionar dan lugar a la prolina y
la hidroxiprolina, tnicos arnino acidos procedentes de la hidrélisis de proteinas con
grupo amino secundario. Los compuestos heterociclicos tienen N, O, S y pueden
presentar 3 tipos de frecuencias, su identificacién se dificulta; sin embargo, las
frecuencias caracteristicas se muestran en la Tabla 16 y 17 (Devore, 1969;
Dominguez, 1983).

Los grupos funcionales que destacan de las molécula de colageno son el grupo
pirrol, carboxilo, hidroxilo y amina secundaria (ya gue esta ultima indica
presencia de prolina e hidroxiprolina).
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Tabla 18 Frecuencia caracteristicas del infrarrojo de algunos compuestos heterociclicos.

Compuestos Raﬁgo e intensidad

Pirdina (General ) 3080-3020 (-m)

2080-1670(d)
1615-1565(7)
1030-990(f)
Pirrol 3480-3430 (1)

3130-3120(d)
1560-13890(variable
770-720(f 1)

FUENTE : Lambert (1998}
Donde: f= fuerte ; m= medio, d= débi, |= ligero

Tabla 19 Frecuencia de algunos tipos de enlace.

Tipos de enlaces Rango e Intensidad
C-N en aminas aromaticas 1280-1180 (f)
Anillo benceno 1515-1485 (m-f)
en compuestos aromatices
C=0 1750-1730(f)
Anillo de benceno sustituido 2000-—1650(d)
NH > hidrohilure de amina. 2750-2350(1)

FUENTE : Lambert (1998)
Donde: f= fuerte ; m= medio, d= débil ,| = ligero

De acuerdo con los datos que proporciona la bibliografia de la Tabla 18 y 19 se
observa que 1182 pertenece al rango del enlace C=N; 1518 pertenece al Pirrol; y
1736 al C=0, por lo tanto si existe prolina e hidroxiprolina en las moléculas
estudiadas. Los anillos de pirrolidina de la prolina y la hidroxiprolina imponen
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restricciones conformacionales a las cadenas polipeptidicas y cooperan en la
estabilidad de la triple hélice (Dominic y Wong, 1995).

4.4.-ldentificacion de la estructura de la molécula.

Los estudios sobre la configuracion del colageno se han realizado desde 1842 por
Smith, pero fue hasta los afios 40’s y 50°s del siglo pasado cuando se desarrollaron
diferentes ideas y corrientes sobre la configuracién y empaquetamiento con la ayuda
de la micrografia electrénica. Astbury en 1940, Huggins en 1943, Ambrose y Eliot
1951 entre otros proponen estructuras que pueden ser considerados por la aparente
inestabilidad de la fibra de colageno; pero estos estudios fueron opacados por Paulin
y Corey en 1951-1952 ya que ellos especificaron el criterio estereoquimico con el cual
se limita el desarrollo de cualquier polipéptido propuesto, asi su estructura es mas
satisfactoria, los autores se apoyaron con los resultados obtenidos por difraccion
rayos X y el microscopio electronico. Se establecio que dos tipos de ligaduras
contribuyen a la estructura secundaria y terciaria del colageno, y que existen
eslabones intermoleculares entre cruzados en las cadenas individuales (Rojas, 1979;
Dominic y Wong, 1995; Fennema, 2000).

Como se puede observar en las Figura 19 la difraccién de rayos X indica que la
estructura de A, B, D, G, M son amorfas, es decir no son cristalinas y su rango de
CPS oscila de 50 a 300; mientras que en la Figura 20 tenemos que los rangos oscilan
desde 50 a 650 de CPS indica que la inactivacién con acido acético provoca una
reorganizacion diferente de la molécula con un mayor peso molecular debido a que la
temperatura no provoca una desnaturalizacion por lo tanto para obtener colageno es
mejor este método de inactivacion y el otro para obtener grenetina.
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Figura 18 Difraccion de Rayos X de los colagenos A,BD, Gy M
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Figura 20 Difraccién de Rayos X del coldgeno R
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4.5.- Aplicacion de las Peliculas de Grenetina a Frutos.

4.5.2.-Guayaba.

Los revestimientos comestibles son finas capas de material aplicado y formado
directamente en la superficie del fruto que puede ser usado para sustituir o potenciar
la cera de proteccion natural; asi como sustituir materiales de embalaje sintéticos no
comestibles que proporcionen una mayor vida. Los frutos conservados en atmosferas
modificadas presentan pérdidas de peso muy inferiores contra los frutos sin pelicula,
siendo este parametro decisivo en las cualidades de poscosecha.

En la Figura 21 se muestra el porcentaje de pérdida de peso donde se puede
observar la pelicula de grenetina provocd una ganancia de 1.3 % en el peso del
primer dia debido a que el fruto absorbié en su estructura a la pelicula, mientras que
para los frutos sin pelicula existe una pérdida de peso del 8.3%. La pérdida de peso
para el Gltimo dia fue de 12.2% y 24.9%, respectivamente, lo que indica que detiene
en aproximadamente un 50% la pérdida de humedad; que se ve reflejada en la
disminucién del diametro de la Figura. 21 durante el transcurso del tiempo es menos
drastica que para los frutos sin pelicula existiendo una diferencia significativa (P<0.05)

entre los tratamientos.

— —& — sin pelicula ~—u— con pelicula’

30 4
25 4 _ A
20 4 : &

% =TT

% Pérdida de Peso

Tiempo (Dias)

Figura 21 Pérdida de peso de la Guayaba
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Figura 22 Diédmetro de la Guayaba

El principal mecanismo de la pérdida de humedad de frutas y vegetales frescos es
por el gradiente de la difusién del vapor de agua entre la fruta y del medio ambiente;
donde el espesor y la permeabilidad de la pelicula asi como la- temperatura y la
humedad relativa son factores importantes ya que afectan a los estomas que son los
organelos encargados de regular el proceso de transpiracion y el intercambio de
gases entre la fruta y el medio ambiente, siendo los responsables de la diferencia de
presion de vapor entre el fruto y el medio ambiente; la respiraciéon puede también
causar una reduccion en la humedad por la degradacion del aztcar ( Maftoonazad y
Ramaswamy, 2004).

Esta tendencia es similar a la reportada en diversas frutas como mangos, uva,
fresa, aguacate, litchi y kiwi; sin embargo el uso de peliculas biodegradables no tiene
el mismo efecto y como ejemplo tenemos los trabajos reportados en tomates y en
duraznos. (Amin et al., 2001; Del Valle ef al., 2004, Giselle ef al., 2003; Huagiang et
al., 2004; Maftoonazad y Ramaswamy, 2004; Pintado y Santos, 2002; Shiying et al.,
2001; Simone et al., 2003)

' Ei color se debe principalmente a la degradacién de clorofilas y permite la-
percepcién de otros pigmentos que estaban en el cloroplasto o que se sintetizan de
nuevo durante el p‘roéeso de maduracién y provoca el color caracteristico del fruto
debido a la presencia de carotenoides (amarillo y rojo) flavoides (amarillo) y
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antocianinos (rojo y azul) estos cambios tienen lugar principalmente en la piel y pulpa.
(Badui, 1991; Arthey et al., 1997; Tririlly et al, 2002). Pueden ser medidos por
diversos métodos, siendo el mas conocido el de Hunter donde se tiene tres
parametros: L, a y b que dan lugar a la luminosidad, tonalidad y cromaticidad. En la
Figuras 23, 24 y 25 se muestra evaluacion del color en la piel de guayaba que fue
evaluada en luminosidad, tonalidad y cromaticidad.
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Figura 23 Luminosidad de la Guayaba
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Figura 24 Tono de la Guayaba
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Figura 25 Cromaticidad de fa Guayaba

La evaluacion del color en la piel de la guayaba se ve afectada por Ia pelicula y el
tiempo de almacenamiento como se muestra en la figura 23, 24 y 25 y tenemos que
para los valores de luminosidad a lo largo de la experimentacion es mayor para el
control siendo para el quinto dia es de 60 y con pelicula de 50, aunque es de 55 péra el

dia 19, debido a que se presentaron manchas cafés alrededor del fruto en ambos
casos.

Los valores obtenidos en el tono indican que hay retraso en la maduracién del fruto
ya que van de 65 y70 para el quinto dia y de 77 y 85 en el tltimo siendo estos valores
que demuestran la tendencia del color amarillo. Para el caso de la cromaticidad los
valores son mayores a lo largo del tiempo de almacenamiento para el lote sin pelicula
que oscilan 38 y 49 a 34 y 39 para el Ultimo dia con y sin pelicula respectivamente,
para estos tres parametros entre los dos lotes existe diferencia significativa (P <0.05)
entre los frutos con peliculas y los frutos control.

Los bajos cambios de color en la fruta con la pelicula comestible se relacionan con
la modificacién de la atmésfera de la fruta, donde la presencia de bibxido de carbono
en el almacenamiento es un factor importante para prevenir la degradacion de la
clorofila como se ha demostrado con otros estudios en esparragos, brocoli y duraznos
(Maftoonazad y Ramaswamy, 2004).
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En la figura 26 se muestran los cambios de color externos de la guayaba durante
los 19 dias de almacenamiento, del lado izquierdo se muestran las guayabas control y
del derecho con pelicula, como se puede observar la pelicula confiere brillantez asi
como un retraso en la maduracién que se comprueba con el cambio de color y esta
tendencia es durante el resto de la experimentacién. A partir del quinto dia se
comienza a tener rasgos de un dafio en el fruto, en ambos casos, debido tal vez a las
condiciones ambientales de frio intenso del lugar de origen que se ven mas marcadas

el dia 19, motivo por el cual se detiene la experimentacion.
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La textura o firmeza es uno de los factores de calidad que mas se estudian al ser
producto de los pronunciados cambios asociados en la maduraciéon. Los frutos
inmaduros tienen en sus paredes celulares principalmente protopectina insoluble que
mantiene juntas a las células, dando asi la solidez del fruto ya que en el transcurso de
la maduracion la prototopectina insoluble se transforma en pectina soluble que provoca
el ablandamiento de los tejidos y favorece su comestibilidad. Durante la maduracion de
la fruta, la despolimerizacion de la silla de las sustancias pectidicas que ocurren cuando
se incrementan la actividad de la estereasa pectidica y la poligalacturasa, asi como una
baja concentracion de oxigeno y una alta presencia de bidxido de carbono reducen las
actividades de estas enzimas provocando que se mantenga la firmeza del fruto (Tririlly
et al., 2002; Salunkhe et al., 1991).

En trabajos reportados por Simona ef al. (2003) y Maftoonazad ef al. (2004) no
encontraron diferencia significativa en la textura con la aplicacién de peliculas de
mandioca en tomates ni en aguacates con peliculas de carboximetil celulosa, en
ambos casos se encontré una diferencia de manera visual pero no fue apreciada por
el instrumento de medicién. Sin embargo para este estudio existe una diferencia
significativa (P < 0.05) en el parametro de firmeza en el transcurso del tiempo de
almacenamiento entre los frutos con tratamiento y los controles como se muestra en
la Figura 27.

(— -4~ — sin pelicula ~——&— con pelicula

Textura (kg/cm %)
o]
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Figura 27 Influencia de la pelicula en ia firmeza de la Guayaba
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Figura 28 Sélidos Solubles de la Guayaba

En la Figura 28 se observan los cambios de los sélidos solubles de la guayaba
con y sin pelicula, encontrandose que no existe diferencia significativa, esta tendencia
también fue encontrada en los trabajos realizados por Simona et al. (2003) y Shiying
et al. (2001) en tomate y kiwi. Sin embargo esto no sucede con la aplicacién de la
pelicula de quitosan en litchi pélado y picado debido que hay un incremento de
solidos solubles.

- —&~ —sin pelicula ——con pelicula ;
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Figura 29 Efecto del pH de la Guayaba
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Figura 30 Acidez de la Guayaba

En los frutos los azlcares se incrementan conforme maduran y comienzan a
disminuir anicamente tras alcanzar la maduraciéon completa. Los principales acidos
contenidos en las frutas son el malico, tartarico y citrico su porcentaje puede estar
entre 0.4 -4 % que dependen del variedad y tipo de fruto; los acidos de la fruta
disminuyen en el transcurso de la maduracién debido a que son utilizados en el
metabolismo respiratorio o se transforman en aztcares (Arthey et al., 1997).

El valor de pH es una medida que expresa la concentracion de iones hidrégeno,
siendo expresién del contenido de acidos en el jugo, sin embargo es importante
considerar la fuerza de los acidos y la presencia de sustancias tampdn como las sales
minerales y esto implica que el pH corresponde mas a la sensacién de sabor que al
contenido total de acidos (Arthey et al., 1997; Studer ef al, 1996; Tririlly ef al,
2002).

En la figura 29 se muestra los valores de pH, encontrandose que no existe diferencia
significativa (P20.05) entre los frutos tratados y los controles. Resultados similares se
reportan en trabajos realizados con Kiwi y tomate, sin embargo contrastan con lo
reportado en litchi, donde existe un alto contenido de acidos organicos y de acido
ascorbico y se encontréd un efecto por la aplicacion de recubrimiento.
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5.

CONCLUSIONES

-Conclusiones.

Con base a los resultados del presente trabajo se concluye lo siguiente:

v

El método de obtencién por hidrélisis enzimatica representa una buena opcién
para obtener el colageno, debidc a la ausencia de diversas sustancias
quimicas que se ocupan en los otros métodos y a que se requieren tiempos de
obtencion cortos y condiciones moderados de temperatura y pH las cuales
influyen en la calidad del producto final obtenido con un peso molecular

adecuado.

Se ocupd la enzima (proteasa bacteriana) en su presentacién liquida lo que
facilita su dosificacién e integracién rapida al proceso; estas caracteristicas
permiten obtener una amplia gama de condiciones de proceso lo que
repercuten en la obtencion de productos con diferentes pesos moleculares.

La eficiencia de degradacion de la piel al aumentar la concentracién de la
enzima y la temperatura de obtencién de grenetina se incrementan, se
mantiene la eficiencia a la misma concentracién. Por otro lado para una misma
kconcentraci(')n de enzima no se modifica la eficiencia en los tiempos
estudiados.

A menores temperaturas de inactivacion de la enzima se tiene una molécula
mas ordenada de colageno y de un mayor peso molecular. La evaluacién de
las temperaturas de transicion a través de pruebas de calorimetria, muestra
una la primera temperatura de transicién dentro del rango de 59 a 75 °C que
corresponde a una molécula de colageno obtenido a partir de piel de

mamiferos.
El uso de infrarrojo cercano permitié identificar de manera répida y eficaz los

grupos funcionales que conforman a la molécula de colageno entre los que se

encuentran pirrol, carboxilo, hidroxilo y amina secundaria.

71
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Por medio de la Difraccion de Rayos X se puede confirmar si la estructura de la
molécula si es cristalina o amorfa. En caso de tener un solido amorfo como en
el caso de de grenetina o colageno amorfo se tiene un patron como el que se
observa en la figura 19; y para una estructura cristalina se tiene un
comportamiento similar al de la gréafica 20. '

La pelicula de grenetina al 5% fue efectiva en la reduccién de pérdida de peso
de guayaba; ya que ayudd a retrasar su proceso de maduracién permitiendo
un retraso en la pérdida de firmeza y el colork(cromaticidad, luminosidad y
tono). se puede observar una disminucién de la tasa de respiracién del fruto,
sin embargo, los otros parametros de calidad no se vieron afectados por la
aplicacién de la pelicula.

Es importante tener una vinculacién entre las empresas, el gobierno y el sector
educativo para tener las bases suficientes y generar empleos en el pais, asi
como generar la aplicacién de la ciencia el desarrolio de una nueva tecnologia
que este al servicio de México.

72




RECOEMENDACIONES

6.- Recomendaciones sobre el trabajo.

v El uso de la grenetina o colageno para la elaboracion de peliculas
comestibles es una opcién de aplicacion en alimentos, por lo que seria muy
conveniente continuar con este tipo de investigaciones, ademas de mejorar la
técnica de aplicacion de la pelicula y de investigar otros posibles cambios;
asi como el de su aplicacién en diferentes estados de maduracion de frutos
que presenten una vida Util corta.

v Asi como estudiar las propiedades de la pelicula como permeabilidad al
vapor de agua, el etileno, el didxido de carbono, oxigeno y la estabilidad
térmica. ‘

v Se recomienda ademas que se tenga un convenio con productores para
mantener la calidad constante del fruto, para tener una misma calidad en la

grenetina se recomienda tener un solo proveedor.
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8.- Anexos.

8.1.- Anexo A Proceso de curtido.
a) Proceso de Ribera

El proceso de ribera comprende las operaciones de recepcion de piel, salado o
curado, remcjo y/o lavado, pelambre, descarnado y dividido. Su objetivo es preparar
la piel para el curtido limpiandola y acondicionandola, ademas de asegurar la
humedad requerida para los subsiguientes procesos. Se calcula que alrededor del
50% del consumo de agua de la curtiembre es empleado en esta etapa. A
continuacién se describe las operaciones de ribera.

v Recepcion de pieles

Las pieles pueden llegar a la curtiembre sin acondicionamiento alguno como pieles
“frescas”, o por el contrario tratadas con sal como “frescas saladas” o “secas saladas
En algunos paises se reciben las pieles directamente de los mataderos asi como de
rescatadores o intermediarios. Dada la escasez de pieles en el mercado, no hay
mucha exigencia en cuanto a su calidad. Esto hace que su manejo, en la ganaderfa y
en el faenado, no sea el mas adecuado, lo que trae consigo una menor superficie de
piel aprovechable.

v Remojo y/o Lavado ’
El remojo puede efectuarse en pieles frescas, frescas saladas y secas saladas. A las
pieles frescas se las lava o remoja por periodos muy cortos. Los principales objetivos
de esta operacién son:
v Limpiar la superficie de la piel de sangre, estiércol, tierra, sal, etc.
¥" Rehidratar la estructura de la piel.

¥ Pelambre
El objetivo de esta operacién es, por una parte, depilar la piel, eliminando el material
hecho de queratina (pelo, raices de pelo y epidermis); y, por otra, encalar la piel, a fin
de hincharla en forma homogénea y prepararla para el curtido, removiendo al mismo
tiempo algunas albiminas, muco-polisacaridos y grasas. En la produccidén de cuero
curtido que conserva el pelo (destinado a marroquineria para carteras o forros de
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muebles y vehiculos), la operacion de pelambre se reduce simplemente a una

operacion de encalado.

v Descarnado y‘dividido;

El descarnado es la operacion que separa, por corte mecanico, los residuos de carne,
grasa subcutanea y tejido conectivo de la piel.

En la operacién de dividido se emplea una maquina divisora y, como su nombre o
indica, las pieles son divididas en flor (parte externa) y costra (parte interna). Por lo
general, el dividido se realiza después de la operacién de pelambre y previo a la
operacion de desencalado Esta secuencia operativa es la mas conveniente, ya que
una piel mas delgada absorbe mejor los reactivos quimicos durante la operacién de

curtido.

b) Proceso de Curtido ‘
El proceso de curtido comprende las operaciones de desencalado, purgado,
desengrasado, piquelado y curtido. En estas operaciones, existen variaciones
significativas en cuanto a la dosificacién de insumos y de reactivos quimicos, que
dependen del tipo de piel a procesar, del producto requerido y del método empleado.
A continuacion, se describe las operaciones mas comunes del proceso de curtido, asi
como la magnitud de cada rango de las variables mas importantes para cada una de
dichas operaciones.
v" Desencalado y purgado

La piel debe ser acondicionada antes de ser sometida a la operacion de curtido. Este
acondicionamiento comprende las operaciones de desencalado y purgado. El
desencalado es la neutralizaciéon parcial de la piel, cuyo objetivo es detener su
hinchamiento y remover el sulfuro y la cal presentes, mediante lavados con agua y la
adicion de reactivos quimicos (por lo general se utiliza cloruro y/o sulfato de amonio,
bisulfito de sodio y, en algunos casos, agentes tensoactivos.), que ayudan a eliminar
el exceso de cal.

El purgado tiene como objetivo eliminar las proteinas no coldgenas remanentes en la
piel, incluyendo algunas raices de pelo remanentes, a fin de mejorar la textura del

cuero.
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v Desengrasado
El desengrasado tiene como objetivo remover las grasas remanentes de la piel, debido
a que éstas reaccionan con el cromo para formar jabones insolubles, indeseables en el
curtido. Se aplica sobre todo a aquellas pieles con alto contenido de grasas El proceso
puede aplicarse en diferentes etapas de la manufactura del cuero.

v" Piquelado
El piquelado tiene como objetivo llevar las pieles al pH requerido para el curtido (pH
final entre 2.8 a 3.5) y, al mismo tiempo, detener cualquier tendencia al hinchamiento
acido. Normalmente, se emplea cloruro de sodio y acido sulftrico y/o acido férmico.
Como las pieles piqueladas y curtidas son almacenadas muchas veces durante
lapsos de tiempo largos, a veces mas de un afio, se requiere afiadir un fungicida al
bafio de piquelado.

v Curtido
El curtido tiene ‘el proposito de convertir las pieles en material no putrescible. Los
agentes curtientes se fijan en las fibras de colageno, estabilizandolas a través de
uniones cruzadas (es decir, uniones quimicas entre fibras). Dependiendo del tipo y
cantidad del curtiente afiadido a las pieles, se produce diferentes tipos de cueros.
Los tipos de curtido méas practicados son al cromo y al tanino, dependiendo del
producto a obtener.

v" Post Curtido
El postcurtido comprende las operaciones después del curtido:
a) Escurrido: Es un tratamiento mecanico, a presién o por escurrimiento natural, para
eliminar gran parte de la humedad del wet blue.
b) Rebajado: Es una regulacién mecanica del espesor del cuero. Representa la mayor
cantidad de generacién de residuos sdélidos con alto contenido de humedad.
¢) Neutralizacién: Es una operacién en hiimedo para elevar el pH acido del cuero
mediante la adicidén de sales como el formiato de sodio o el bicarbonato de sodio.
d) Recurtido: Es un curtido suplementario que da las propiedades finales al cuero.
Dependiendo del tipo de producto que se espera obtener, las operaciones aplicadas
varian p.ej. si se desea mayor dureza se recurte con tanino; si se desea mayor
soporte y cuerpo se afaden recuertientes, etc.
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e) Tediido: Sirve para dar color al cuero. Generalmente se realiza en el mismo bafio del
recurtido, con agentes quimicos como las anilinas, y empleando amoniaco como
agente penetrante

f) Engrasado: Le da mayor suavidad al cuero. Se usan engrasantes sintéticos y
naturales.

g) Secado: El secado puede ser realizado al aire libre o por aplicacion de calor
mediante maquinas. El secado al aire, si bien no consume energia, esta sujeto a
condiciones climaticas variables (como temperatura y humedad). El secado forzado
es mas versatil, pero requiere de un uso intensivo de energia.

d) Acabado

Las operaciones de acabado le otorgan al cuero mayor brillo, color, resistencia ala
luz, mejorando la calidad del mismo, mediante la incorporacion de ciertos aditivos
como pigmentos (caseinicos), ligantes acrilicos, cera, penetrante y otros. Las
formulaciones para el acabado varian ampliamente dependiendo del tipo de cuero
que se desea y por ello no son detalladas en este texto.

(http://www.boliviacompetitiva.org/cadenas/documentos/Recopilacion/Cuero%2

Ov%20Manufacturas.pdf; http://www.cueronet.com/tecnica/tipospieles.htm )
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8.2.- Anexo B Calorimetria.

La calorimetria es la parte de fisica dedicada a la medida de las cantidades de
calor que intervienen en distintos fenémenos. La mayoria de las reacciones quimicas
se producen con desprendimiento o absorcion de calor y se dividen, respectivamente,
en reacciones exotérmicas y endotérmicas, segin que haya calentamiento o
enfriamiento durante la reaccién, si aumenta o disminuye la temperatura (T) de un
cuerpo, se dice que este ha recibido o cedido cierta cantidad de calor. La cantidad de
calor recibida por un cuerpo puro es proporcional a la masa del mismo en la cual
produce una variacion de temperatura determinada.

Se utilizan tres métodos calorimétricos:

El método de mezclas o el método adiabatico, la cantidad de calor, positiva o
negativa, que hay que medir se evalia a partir de una masa de agUa M, cuya
temperatura se eleva (o disminuye) de T a T'. La expresién de esta cantidad de calor
sera:

Q=M (T"-T).

El método de fusion de hielo o método isotérmico, esta cantidad de calor sirve para
fundir cierta masa de hielo, que le es proporcional, y se calcula la disminucion de
volumen de hielo fundido.

En el método eléctrico, el paso de una corriente a través de un conductor proporciona
una cantidad de calor determinada que sirve para producir el efecto calérico (por
ejemplo una variacion de temperatura).

(http://iwww . vestibulandoweb.com.br/fisica/calorimetria.htm;

http://www.pslc.ws/spanish/dsc.htm)

v Calorimetria diferencial de barrido.
La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que se emplea para estudiar qué
ocurre cuando un polimero es calentado. Se utiliza para analizar lo que se llama la
transicién térmica de un polimero; qué son los cambios que tienen lugar en un
polimero cuando se calienta. La fusién de un polimero cristalino es un ejemplo. La
transicién vitrea es también una transicion térmica.

Se calienta la muestra del polimero en un dispositivo similar a éste:
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sample o nple - reference

omputer to monitor temperature
: ulate heat flow.

Figura 32 Sistema del calorimetro.

Se tienen dos platillos, en uno de ellos, se coloca la muestra polimérica, el otro es de
referencia el que esta vacio cada platillo se apoya sobre la parte superior de un
calefactor y se ordena a la computadora que ponga en funcionamiento los
calefactores, enciende los calefactores se que calientan los platillos a una velocidad
especifica, generalmente a 10 °C por minuto. La computadora se asegura totalmente
de que la velocidad de calentamiento sea exactamente la misma a lo largo de todo el
experimento.

Pero lo que es mas importante, se asegura de que los dos platillos separados, con
sus dos calefactores separados, se calienten a la misma velocidad. La razén por la
cual se deben de calentar a la misma velocidad es que los dos platillos son diferentes.
Uno contiene un polimero y el otro no. La muestra polimérica implica que hay material
extra en el platillo de la muestra. Y tener material extra significa que hara falta mas
calor para lograr que la temperatura del platillo de la muestra, aumente a la misma
velocidad que la del platillo de referencia. De modo que el calefactor situado debajo
del platillo de la muestra, debe trabajar mas intensamente que el calefactor que esta
debajo del platillo de referencia. Tiene que suministrar mas calor. Lo que se hace en
una experiencia de DSC, es medir cudnto calor adicional debe suministrarse y se
traza una curva a medida que la temperatura se incrementa. Sobre el eje x se grafica
la temperatura, sobre el eje y la diferencia de produccién de calor entre los dos

calefactores, a una dada temperatura.

Capacidad Calorifica.




Cuando se comienzan a calentar los dos platillos, la computadora registrara la
diferencia de produccién de calor entre los dos calefactores versus temperatura. Esto
significa se grafica el calor absorbido por el polimero en funcién de la temperatura. Al

principio, la curva se vera asi:

flow | '} - 1E

oy

temperature——* o
El flujo de calor va a ser expresado en unidades de calor g, suministrado por unidad
de tiempo, t. La velocidad de calentamiento es el incremento de temperatura T, por

unidad de tiempo, 1.

heat q
= = == heatflow
tirme Fa
temperature increase AT
- = == heating rate
tne F

Si se divide el flujo de calor g/ por la velocidad de calentamiento T/, tendremos calor
suministrado dividido por el incremento de temperatura.

_‘{_

! q

AT ' = K}“ = CP =  heat capacity
t

Cuando agregamos una cierta cantidad de calor a algo, su temperatura se
incrementara en una cierta cantidad y que la cantidad de calor necesaria para
producir ese determinado incremento se llama capacidad calorifica, o C,. Obtenemos
la capacidad calorifica dividiendo el calor suministrado por el incremento resultante de
temperaturas se puede deducir la capacidad calorifica a partir del grafico de DSC.
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La Temperatura de Transicién Vitrea.

Luego de una cierta temperatura, la curva dara un brusco salto hacia arriba, como éste:

f,:gl:_is‘s‘tran:siﬁnnf .
. temperature

e

Esto quiere decir que se esta teniendo un mayor flujo de calor y también significa que
se obtiene un incremento en la capacidad calorifica del polimero. Esto sucede porque
el polimero ha sufrido la transicion vitrea. Y de acuerdo a la transicién vitrea, los
polimeros poseen una mayor capacidad calorifica por encima de la temperatura de
transicion vitrea que por debajo. Debido a este cambio de capacidad calorifica que
ocurre en la transicion vitrea, podemos emplear la DSC para medir la temperatura de
transicidon vitrea de un polimero. Se puede apreciar que el cambio no ocurre
repentinamente, sino que tiene lugar a través de un rango de temperaturas. Esto hace
que resulte un poco complicado escoger una Tg discreta, pero generalmente
tomamos como Tg el punto medio de la regién inclinada.

Cristalizacion

Por encima de la transicién vitrea, los polimeros poseen tna gran movilidad, Se
contornean, se retuercen y nunca permanecen en una misma posicion durante mucho
tiempo Cuando alcanzan la temperatura adecuada, han ganado la suficiente energia
como para adoptar una disposicién sumamente ordenada (cristales.).

Cuando los polimeros se disponen en esos ordenamientos cristalinos, liberan calor. Y
cuando este calor se pierde, el pequeﬁé calefactor controlado por computadora que

esta bajo el platillo de la muestra no se tiene que suministrar méas calor para hacer
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que la temperatura del platillo aumente. Esta caida en el flujo de calor puede verse

como una gran depresion en la curva de flujo de calor versus temperatura:

heat
flow

temperature ——»

La temperatura en el punto mas bajo de la misma, se considera generalmente como
la temperatura de cristalizadién del polimero, o T.. También podemos medir el area
de la depresion, lo cual nos dard la energia latente de cristalizaciéon del polimero.
Pero, lo que es mas importante adn, esta depresién dice que el polimero de hecho es
capaz de cristalizar. Si analizaramos un polimero 100% amorfo, como el poliestireno
atactico, no obtendriamos ninguna depresion, ya que estos materiales no cristalizan.

Ademas, dado que el polimero entrega calor cuando cristaliza, se dice que la

cristalizacion es una transiciéon exotérmica.
Fusién

El calor puede permitir que se formen cristales en un polimero, pero si se suministra
demasiado, puede causar su destruccion. Si se sigue calentando el polimero mas alla
de su T, se llega a ofra transicion térmica que se denomina fusién. Cuando se
alcanza la temperatura de fusiéon del polimero, o Tn, los cristales poliméricos
comenzaran a separarse, es decir, se funden. Las cadenas abandonan sus arreglos
ordenados y comienzan a moverse libremente.

Existe un calor latente de fusion, como asi también un calor latente de cristalizacion.
Cuando los cristales poliméricos funden, deben absorber calor para poder hacerlo.

La fusion es una transicién de primer orden; esto quiere decir que cuando se alcanza
la temperatura de fusion, la temperatura del polimero no se incrementara hasta que
hayan fundido todos los cristales. O sea que el pequeﬁo calefactor que estad debajo
del platillo de la muestra, debera suministrar una gran cantidad de calor al polimero
para fundir los cristales y para que la temperatura siga aumentando a la misma
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velocidad que lo hace la del platillo de referencia. Este calor extra durante la fusién
aparece como un gran pico en nuestra curva de DSC, similar a éste:

Se puede medir el calor latente de fusion midiendo el area de este pico se considera
que la temperatura en la parte superior del pico es la temperatura de fusion del
polimero, T,. Puesto que se suministro energia para que el polimero funda, decimos
que la fusion es una transicién endotérmica.

Haciendo una curva completa, veremos algo asi:

heat
flow

De hecho, no todo lo que esta aqui estara presente en cada grafico de DSC. La
depresion que forma la cristalizacion y el pico de fusién sélo aparecera en los
polimeros capaces de formar cristales. Los polimeros completamente amorfos, no
exhibiran ni cristalizacién ni fusién. Pero los polimeros que contengan dominios tanto
cristalinos como amorfos, mostraran todas las caracteristicas que vemos arriba.

- Al observar atentamente la curva de DSC, podra apreciar una gran diferencia entre la
transicion vitrea y las otras dos transiciones térmicas, cristalizacion y fusion. En el caso
de la transicién vitrea, no hay ninguna depresion, como asi tampoco ningtn pico. Esto
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es porque durante la transicion vitrea, no hay calor latente entregado o absorbido; pero
la fusién y la cristalizacién si involucran entrega o absorcion de calor. Lo Gnico que se
observa es la temperatura de transicién vitrea como un cambio en la capacidad
calorifica del polimero.

Puesto que hay un cambio de capacidad calorifica, pero no hay calor latente
involucrado en la transicion vitrea, ésta es una fransicién de segundo orden. Las
transiciones como la fusién y la cristalizacién, que si tienen calores latentes, son
denominadas transiciones de primer orden.

La DSC también puede informar qué prohorcién del polimero es cristalina y qué
proporciéon es amorfa muchos polimeros contienen material tanto amorfo como
cristalino con la ayuda de DSC puede decirnos. Si.conocemos el calor latente de
fusién, OHn, podemos deducir la respuesta.

Se mide el area de ese gran pico que indica la fusién del polimero. Ahora el gréfico es
una representacion del flujo calérico por gramo de material versus temperatura. El
flujo calérico es calor suministrado por segundo, de modo que el area del pico esta
dada en unidades de calor x temperatura x tiempo” x masa™. Generalmente se
considera en unidades de joules x kelvins x (segundos)™ x (gramos)™:

heat X temperature JE
area = Ao = &
time X mass g

Por lo general dividimos el area por la velocidad de calentamiento en nuestro
experimento de DSC. La velocidad de calentamiento esta dada en unidades de Ki/s.

Por lo tanto la expresion se hace mas simple:

JK
area $g J
heating rate - K g
8

Ahora tenemos un nimero de joules por gramo. Pero dado que conocemos la masa
de la muestra, podemos hacerla mas simple. Se multiplicamos esto por la masa de la

muestra:
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Se calcula el calor total suministrado cuando el polimero se funde. Ahora al realizar el
mismo calculo para la depresion obtenida en nuestra curva de DSC para la
cristalizacién del polimero, podremos obtener el calor total absorbido durante la
cristalizacion. Liamaremos Hm, total al calor total entregado durante la fusion, y
llamaremos Hc, total al calor de la cristalizacién.
Ahora restaremos uno de otro:

Hin, total - Hi,total = H'
H es el calor liberado por esa porcién de la muestra polimérica que ya estaba en
estado cristalino antes de calentar el polimero por encima de su T.. Para conocer
cuanto del polimero ya era cristalino antes de forzarlo a hacerse cristalino. Por eso
restamos el calor liberado durante la cristalizacion.
Con H se puede deducir el porcentaje de cristalinidad. Se divide por el calor
especifico de fusion Hs .
Calor especifico de fusién: es la cantidad de calor liberada por una cierta cantidad de
polimero, esta dado en joules y el calor especifico de fusién estd dado por lo general
en joules por gramo, asi que el resultado se obtiene en gramos, el cual se llama me..
g

gr
= mg J
Y, e
nm "

= g

Esta es la cantidad total del polimero expresada en gramos, que era cristalina por
debajo de T.. Si ahora dividimos este nimero por el peso de la muestra, Mg,
obtendremos la fraccién de muestra que era cristalina y obviamente, el porcentaje de
cristalinidad.

. erystalline fraction

Mintal

crystalline fraction X 100 = % crystallinity

Asi se puede conocer el porcentaje de cristalinidad.
(http:/iwww.pslc.ws/spanish/dsc.htm)
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8.3.- Anexo C Espectro Electromagnético.

Se denomina espectro electromagnético a la descomposicion de la luz en sus
diferentes bandas ondulatorias que la componen {ondas de radio, las infrarrojas, la
luz visible, la luz ultravioleta, los rayos X y los rayos gamas) todas estas son formas
de energia similares, pero se diferencian en la frecuencia y la longitud de su onda.
Apenas una pequefia parte del mismo se hace visible, es la franja de onda que
imprime nuestra retina y el cerebro interpreta como colores (rojo, anaranjado,
amarillo, verde, azul, afiil, y violeta), el arco iris es la mejor representacion natural de
éste efecto, sus colores se alinean al pasar la luz solar por los cristales del agua de
lluvia.

Los estudios realizados hacia el siglo XIX, sobre el espectro de luz, habian
demostrado que cada elemento del universo emite un espectro caracteristico que lo
distingue de los demas. Este conocimiento abri6 una nueva ciencia, la
ESPECTROSCOPIA.

Cuando un haz de radiacién electromagnética alcanza un compuesto organico, esté
absorbe energia de ciertas longitudes de onda y se determina cuales se absorben o
transmiten y se establece el espectro del compuesto.

Practicamente lo que se sabe de la estructura de la materia es por la interaccion de la
radiacién, para la investigacién de los compuestos organicos existen basicamente 4
formas de espectroscopia (Resonancia magnética nuclear, vibracional, electrénica, y
de masas donde cada una provee de datos especificos sobre la estructura de la
molécula. Las mas utilizadse mencionan a continuacién (Ball, 2004; Lambert et al,
1998; Mc Murry, 2001; Morrison y Boy, 1990).

a) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR).

Provee informacién a cerca de tipos, nimeros y enlaces de los atomos.

El andlisis de la estructura puede ser parcial o completa con la ayuda de las
interacciones entre MNR y el nucleo activo, medido como la unién y relacién del
tiempo que provee informacién acerca de los enlaces de los atomos, ademas se
utiliza para seguir el curso de algunos tipos de reacciones.

Las bobinas exploradoras del equipo varian el campo magnético en pequefias

cantidades. Mientras que las ondas de radioc bombardean la muestra cualquier
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absorcién es detectada; las muestras son giradas para provocar homogeneidad en la

misma.

b) Espectroscopia vibracional.

El espectro infrarrojo (NIR) y Raman resulta de las vibraciones que ocurren
naturalmente con las moléculas y el haz luminoso provocando un alargamiento o
contracciéon de los enlaces de las moléculas. El espectro provee informacién acerca
de la simetria y la identificacion de grupos funcionales de acuerdo al rango del
espectro utilizado. Su alta sensibilidad y facilidad de manejo han propiciado extender

Su uso.

¢) Espectroscopia Electronica.

Se expone una muestra a microondas de longitud de onda conocida el electrén del
radical libre gira y genera un momento magnético que varia lentamente puede
alinearse a favor o en contra del campo magnético externo. Cuando se establece la
condicion de resonancia las microondas quedan absorbidas y se presenta la
transicion del estado basal al estado excitado. Detecta la presencia de radicales libres
y mide su concentracion y la distribucién del lector impar sobre la molécula.

La informacién acerca de la transicion electronica puede ser obtenida directamente
del espectro correspondiente a la zona Ultravioleta y visible por el procedimiento de
dicroismo circular que es sensible en las moléculas quirales. Estas técnicas son
usadas cualitativamente para identificar los grupos funcionales, de acuerdo a la
posicion e intensidad de la banda, ademas de que se puede determinar la
concentraciéon del soluto, siguiendo a la cinética de reaccion y constantes de

equilibrio.

d) Espectroscopia de Masa

Se utiliza para comprobar la identificacion de dos compuestos y para ayudar a
establecef estructuras nuevas.

Se bombardean las moléculas con un haz de electrones energizados, que ionizan y
fragmentan las moléculas, cada tipo de i6n tiene una razén masa a carga (conocido
como valor m/e); cada conjunto de iones se analiza de modo que se obtiene una sefal
y refleja la abundancia relativa del ién que produce la sefial.
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8.4.- Anexo D Espectroscopia Infrarroja.

La region infrarroja del espectro electromagnético va del intervalo de 7.8 x 10 7
hasta 10 , pero en quimica organica sélo se usa la region media de 2.5 X 10° hasta
25X10°m.

La espectroscopia infrarroja, o IR, es un tipo de espectroscopia vibracional donde se
analizan las vibraciones moleculares la mayor parte de los grupos funcionales tienen
bandas caracteristicas de absorcion infrarroja que no cambian de un compuesto a otro.
Para comprender, se debera entender los principios del movimiento armoénico simple:
dos esferas, 0 masas, conectadas por medio de un resorte (oscilador arménico simple).
Una vez puestas en movimiento, las esferas comenzaran a oscilar, o vibrar de aqui
para alla a lo largo del resorte, a una cierta frecuencia que dependera de las masas de
las esferas y de la rigidez del resorte. Una esfera de masa pequefia se movera con
mayor facilidad que otra de masa mayor. Por lo tanto, las masas mas pequefias oscilan
a mayor frecuencia que las masas mas grandes. Un resorte sumamente rigido, es
dificilmente deformable y rapidamente retorna a su forma original cuando se deja de
aplicar la fuerza deformante. Por otro lado, un resorte débil se deforma facilmente y
demora mucho tiempo en volver a su forma original, de ahi que un resorte mas rigido
oscilard a mayor frecuencia que uno débil. El enlace quimico entre dos atomos puede
ser considerado como un oscilador arménico simple. El enlace seria el resorte y los dos
atomos o grupos de atomos conectados por el enlace, serian las masas. Cada atomo
tiene una masa diferente y los enlaces simples, dobles o triples poseen distinta rigidez,
por lo que cada combinacién de atomos y enlaces posee su propia frecuencia arménica
caracteristica. Cuando un objeto vibra a una cierta frecuencia y encuentra ofra
vibracion de exactamente la misma frecuencia, el oscilador absorbera esa energia.

Figura 33 Enlace entre dos esferas.

A cualquier temperatura por encima del cero absoluto, todos los pequefios
osciladores armoénicos simples que constituyen una molécula se encuentran en
vigorosa vibracién. Da la casualidad de que la luz infrarroja esta en el mismo rango de
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frecuencia que la molécula en vibracién. De modo que si irradiamos una molécula en
vibracion con luz infrarroja, absorbera aquellas frecuencias de la luz que sean
exactamente iguales a las frecuencias de los distintos osciladores armoénicos que
constituyen dicha molécula. Cuando la luz es absorbida, los pequerios osciladores de
la molécula seguiran vibrando a la misma frecuencia, pero dado que han absorbido la
energia de la luz, tendran una amplitud de vibracién mas grande. Esto significa que
los "resortes" se estiraran mas que antes de absorber la luz. La luz que no fue
absorbida por ninguno de los osciladores de la molécula, es transmitida desde la
muestra a un detector y una computadora la analizara y determinara las frecuencias
que fueron absorbidas.

Antes, sélo era posible obtener buena informacion irradiando la molécula con una
sola frecuencia de luz IR por vez. Esto llevaba mucho tiempo porque existe una gran
cantidad de frecuencias y debian realizarse muchos barridos para obtener un buen
espectro. Pero ahora, gracias al Algoritmo de la Transformada de Fourier, (Figura 34)
puede irradiarse una molécula con cada frecuencia de luz IR a la vez y asi obtener un
espectro perfecto en solo cuestion de minutos.

o “t
F(y)= gy e X2 My and  f(n= 23 F(v) e Mgt
] N
' Figura 34 Trasformada de Fourier.

La espectroscopia IR es una técnica analitica sumamente simple sin olvidar ocupar el
apropiado atuendo de seguridad. Primero, se necesita disponer del material a
analizar de algiin modo tal que pueda ser introducido en el espectrémetro infrarrojo.
Esto se logra generalmente extendiendo un film sobre un disco de cloruro de sodio
(sal de mesa) o pulverizando el material con bromuro de potasio, KBr, y haciendo
luego una pastilla compacta. Se emplean estas sales porque son invisibles a la luz IR.
Existen otras maneras de preparar la muestra asi como el no colocar sales; pero
estas son las més comunes cuando se trata de polimeros. A continuacion, se coloca
la muestra dentro del espectrofotdbmetro, se cierra la tapa, se esperan unos segundos
para que en la cdmara de la muestra se purgue el diéxido de carbono, se presiona la
tecla "SCAN" en la computadora y ya estd, en menos de un minuto, se tiene un
espectro IR (Mc Murry, 2001; Gregory, 2004 ).
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Interpretacion del Espectro.

La interpretacion del espectro infrarrojo es dificil debido a que las moléculas organicas
son tan grandes que tienen decenas de movimientos de estiramiento y flexion de
enlace, sin embargo no se necesita interpretar un espectro completo para obtener
informacion sobre su estructura debido a que la mayor parte de los grupos funcionales
tienen bandas caracteristicas de absorcién infrarroja que no cambian de un compuesto
a otro. Algunas adsorciones especificas de infrarrojo se utilizan para dividir el espectro

que va de 4000 a 400 cm.™ y se describen a continuacion.

Tabla 20 Rango de espectros y tipos de enlaces que identifica.

Rango del espectro

Tipos de enlaces.

4000 a2500cm.™  lresponde a las absorciones causadas por los movimientos de estiramiento de los enfac
sencillos
de N-H, O-H (3300 a 3600 cm.”) y C-H (cerca de 3000 cm.”)

2500 2 2000 cm.™ Estiramiento de triples enlaces como nitrilos y alquinos.

2000 a 1500 cm.™ Absorben los dobles enlaces de todo tipo. Por lo general los grupos carbonilo
absorben de 1670 a 1780 cm.™
y alquenos 1640 a 1680 em.™)

Abajo Es la parte dactiloscopica del espectro infrarrojo.
de 1500 em.* Se presentan un a gran cantidad de absorciones. Debido a la gran diversidad de

vibraciones de los enlaces sencillos
(C-C, C-0, C-N y C-X). Los enfaces cortos y fuertes vibran con
mayor frecuencia y energia.
Que los largos y débiles; asf como los
enlaces que unen atomos pequefios vibran con mas rapidez
que los que unen dtomos grandes.

Fuente: Mc Murry, 2001; Gregory, 2004
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8.5.- Anexo E Difraccion de Rayos x.

Los rayos X son ondas electromagnéticas con longitudes de onda en el rango de
alrededor de 0.1 a 100 X 107"° m. Se producen cuando electrones que se mueven
rapidamente golpean un blanco sélido y su energia cinética se transforma en
radiacion. La longitud de onda de la radiacién emitida depende de la energia de los
electrones. Consiste basicamente en un proceso de interferencias constructivas de
ondas de rayos X que se produce en determinadas direcciones de espacio. Significa
que las ondas tienen que estar en fase, lo que ocurre cuando su diferencia de
trayectoria es cero o un multiplo entero de longitudes de onda.

Laing (2000) menciona diversos métodos para el analisis de Rayos X:

v El método de Laue

El método de polvos

Métodos de movimiento del cristal y movimiento de la pelicula

El método de rotacion
El método de Weissenberg

El método de presesidn

El explorador de red reciproca

AN N N Y NN

Difractometros
Método de polvo cristalino.

La difraccion de rayos X en muestras de polvo cristalino o muestras policristalinas
se puso de manifiesto primeramente en Alemania por P.Debye y P.Scherrer en (1916)
y casi al mismo tiempo se desarroll6 a través de los estudios de Hull en los Estados
Unidos. El descubrimiento del fenémeno de la difraccion en este tipo de muestras se
convierte rapidamente en una técnica experimental de extendido uso, debido
basicamente al amplio campo de aplicacion que podemos encontrar para el estudio
de sustancias cristalinas. Hoy dia esta técnica constituye una habitual herramienta de
tfrabajo con una extraordinaria utilidad en muy distintas disciplinas cientificas y
tecnolégicas, por el caracter polifacético en lo que se refiere a la gran variedad de
informacién que proporciona.
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La radiacién monocromatica de una longitud de onda fija y se coloca el cristal
. enfrente del haz. Si un plano se coloca exactamente en el valor correcto de #para
reflejar, entonces observaremos uno y sélo un haz reflejado desde aquel cristal. Ahora,
aun sosteniendo el cristal fijo a un angulo 4, que rotamos el cristal alrededor de la
direccién del haz incidente de rayos X de tal forma que el plano que causa la reflexién
estd aln colocado .en el angulo #en relacién al haz de rayos X. El haz refiejado
describira un cono con el cristal en el apice del cono. Ahora si se tiene un ciento de
cristales cada uno de ellos colocado de tal forma que un plano esta exactamente en el
angulo de reflexion correcto, con respecto al haz incidente. Se tiene un ciento de haces
incidentes cada uno déndonos un punto observable. Si un grupo de un ciento de
cristales es rotado alrededor del eje incidente de rayos X. Tendremos hora un ciento de
conos trazados por estos haces reflejados. Si la muestra pulverulenta se coloca dentro
del haz de rayos X, habra muchos cristales en ese polvo que estaran en posicién de
reflejar el haz incidente y habra un nimero suficiente de ellos para conseguir una serie
continua de reflexiones puntuales las cuales caeran a lo largo del arco del cono. Esta
es la base del asi llamado método de polvos o de Debye-Scherrer que es
probablemente la técnica mas comunmente utilizada en cristalografia de rayos X.

La identificacién de fases cristalinas constituye uno de los campos de aplicacion mas
importantes del método de polvo cristalino. El registro del espectro difractado puede
realizarse empleando dos dispositivos experimentales con caracteristicas bien
diferenciadas:

v Métodos fotograficos (camaras Debye-Scherrer).

v' Difractdmetro de polvo.

La diferencia radica en el registro, en las camaras de polvo el espectro se registra en
una pelicula fotografica, en la que la densidad de ennegrecimiento indica la intensidad
de las radiaciones reflejadas. En el difractometro de polvo, se obtiene un registro
grafico de las sefiales que las reflexiones originan en detectores electrénicos de

radiacion.
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“Contador. .
- electronico:

. “Polve:
. “eristalino

Figura 35 Difractémetro de polvo.

Identificacion de fases, método de polvo cristalino.

La identificacion de una fase cristalina por este método se basa en el hecho de que
cada sustancia en estado cristalino tiene un diagrama de rayos X que le es
caracteristico. Estos diagramas estan coleccionados en fichas, libros y bases de
datos del Joint Committee on Powder Difraction Standards y agrupados en indices de
compuestos organicos, inorgénicos y minerales. Se trata, por lo tanto, de encontrar el
mejor ajuste del diagrama problema con uno de los coleccionados.

Al analizar diagramas desconocidos, los pasos a seguir son los siguientes:

1. Se ordenan los valores de d en orden decreciente de intensidad.

2. Se busca el grupo Hanawalt adecuado en el manual de busqueda con el valor
de d correspondiente a la linea mas intensa.

3. Se comprueba que la d de la segunda linea més intensa se ajuste con el valor
de d de la segunda columna del grupo Hanawalt correspondiente del manual
de busqueda.’

4. Se toma el valor de d de la tercera linea méas intensa del diagrama
desconocido y se comprueba si se ajusta con el valor de d la tercera columna
Hanawalt del manual de bisqueda.

Si se ajustan los valores de d del diagrama desconocido con los del grupo de

Hanawalt del manual de busqueda se toma la ficha correspondiente y se acaba

de comprobar el ajuste de todos los valores de d del diagrama desconocido con

los de la ficha. Si las lineas seleccionadas no dan juntas buen ajuste, se eligen
otras combinaciones de lineas el diagrama desconocido. En el caso de que el
diagrama" desconocido corresponda a una mezcla de sustancias se sustrae el

diagrama encontrado del experimental y se repite de nuevo el procéso (pasos 1

a 6) hasta que todas las lineas significantes del diagrama experimental se
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ajusten a algun diagrama de las fichas. A la hora de repetir el proceso hay que
tener en cuenta que un mismo pico de difraccién puede corresponder a mas de
una sustancia y uno se da cuenta observando las intensidades del pico del
diagrama experimental y de la ficha, pues cuando el experimental muestra una
intensidad muy superior al de la ficha hay que sospechar que corresponde a
mas de una sustancia. Actualmente existen programas informaticos que nos
permiten realizar este proceso de manera automatica; se cuenta ademas con
las bases de datos JCPDS, lo cual facilita enormemente la identificacion de
fases cristalinas por el método de polvo (Castellan, 1998).
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