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de colageno hidrolizado a partir de virutas de cuero curtido
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Resumen

Las virutas de cuero curtido representan el residuo sélido generado durante la etapa de rebajado de cueros
como parte del curtido y tefiido de pieles; este residuo representa un riesgo al ambiente al momento de
su disposicion final, debido al alto contenido de cromo, por lo cual se hace necesario evaluar alternativas
para el tratamiento de este. En el proceso experimental se empled la hidrdlisis enzimatica de la viruta
para obtener colageno hidrolizado; las variables o factores de proceso empleadas fueron el pH (8 y
10), tiempos de reaccion (11 a 13 horas) y dosis de enzima BLUE G-Dupont internacional (0,00001 kg,
0,0000125 kg y 0,000015 kg). Los resultados experimentales determinaron que las condiciones optimas
para la obtencion de colageno hidrolizado en su mayor contenido fueron: pH 10, dosis de enzima de
0,000015 kg y 12,5 horas de tiempo de reaccion para obtener una concentracion de colageno hidrolizado
de 1,828 kg/m? correspondiente a una recuperacion del 9,14 % en masa con respecto a la masa de viruta
de cuero curtido utilizada para cada ensayo.

Palabras claves: Colageno; Hidrolisis Enzimatica; Virutas Cuero Curtido.

Abstract

The tanned leather shavings represent the solid waste generated during the leather cutting stage as
part of the tanning and dyeing of skins; this waste represents a risk to the environment at the time of
its final disposal, because of the high chromium content, situation that makes it necessary to evaluate
alternatives for its treatment. In the experimental process, the enzymatic hydrolysis of the chip was used
to obtain hydrolyzed collagen; the variables or process factors used were the pH (8 and 10), reaction
times (11 to 13 hours) and dose of BLUE G enzyme-Dupont international (0.00001 kg, 0.0000125 kg y
0.000015 kg). The experimental results gave rise to determine that the optimal conditions for obtaining
hydrolyzed collagen in its highest content were pH 10, enzyme dose of 0.000015 kg and 12.5 hours of
reaction time to obtain a hydrolyzed collagen concentration of 1.828 kg/m? corresponding to a recovery of
9.14 % by mass with respect to the mass of tanned leather chip used for each test.

Keywords: Collagen; Enzymatic Hydrolysis; Leather Shavings.
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Resumo

As aparas de couro curtido representam o residuo sélido gerado durante o estagio de redugéo de couro
como parte do curtimento e tingimento de peles; este residuo representa um risco para o meio ambiente
no momento de sua disposicéo final, devido ao alto teor de cromo, situacdo que torna necessaria a
avaliagao de alternativas para o tratamento desses. No processo experimental, a hidrélise enzimatica do
chip foi utilizada para obtengéo de colageno hidrolisado, as variaveis ou fatores de processo utilizados
foram pH (8 e 10), tempos de reacao (11 a 13 horas) e dose da enzima AZUL G -Dupont Internacional
(0,00001 kg, 0,0000125 kg y 0,000015 kg). Os resultados experimentais permitiram determinar que as
condig¢des 6timas para obtengao de colageno hidrolisado em seu maior teor foram pH 10, dose enzimatica
de 0,000015 kg e 12,5 horas de tempo de reacao para obter uma concentragao de colageno hidrolisado
de 1,828 kg / m®correspondente a uma recuperagao de 9,14 % em massa em relagdo a massa de lascas
de couro curtido utilizada para cada ensaio.

Palavras-chave: Colagénio; Hidrdlise Enzimatica; Aparas Couro Curtido.

Introduccién la extraccibn o separacion de estos para el
posterior aprovechamiento en diferentes procesos
Elsectorcurtidortiene comoobjetolatransformacion  productivos, lo que permite lograr la valorizacion
de piel animal en cuero util para la elaboracién de  econdmica de los residuos y la mitigacion de
otros articulos. Este sector actualmente representa  impactos ambientales. Las virutas de cuero curtido
uno de los mayores generadores de contaminacion  (VCC) representan uno de los residuos que se
dado que la etapa productiva da lugar a multiples genera en mayor cantidad dentro del proceso
subproductos y residuos, los cuales al ser productivo del sector curtidor. Por tal razén, es
dispuestos de forma inadecuada perjudican la importante evaluar alternativas para la valorizacion
salud y disminuyen la calidad ambiental [1]. El o aprovechamiento de este residuo y a partir de
curtido de pieles bovinas tiene como finalidad lograr  esto contribuir a la disminucién de la contaminacion
que la piel sea un material resistente a la acciéon  originada por la inadecuada disposicion del residuo
del agua, el sol, las bacterias y los esfuerzos [8]. Algunos estudios realizados se enfocan en el
mecanicos, con el fin de conformar o confeccionar  tratamiento de virutas de cuero curtido (VCC) como
diferentes accesorios de uso cotidiano. Dentro alternativa de aprovechamiento y valorizacion
del proceso de curtido se debe regular el espesor del material mediante la extraccion de colageno
o calibre del cuero de acuerdo con el producto hidrolizado a partir del método de hidrdlisis alcalina-
destinado, lo cual da lugar a residuos como viruta enzimatica [9]-[11], con el propdsito de obtener
de cuero curtido, carnaza y retazos de piel [2], los productos para ser empleados en diferentes
cuales son empleados comunmente en diferentes  campos.
campos de la industria como el calzado, las tejas  El presente estudio evalud la hidrdlisis enzimatica
[3], la cosmética y la farmacéutica; asimismo, [12]como alternativaambiental paralarecuperacion
estos residuos son utilizados en la elaboracion de colageno en su forma hidrolizada a partir de
de juguetes y alimentos para mascotas [4], o son las VCC como opcion de tratamiento mediante
desechados de forma convencional e inadecuada.  practicas ambientales enfocadas en la reduccion
Debido al volumen de virutas de cuero de la acumulaciéon de residuos, mitigacion de la
curtido (VCC) generado por el sector y a las contaminacion para la obtencion de un producto
caracteristicas propias que el cuero posee, se con mayor valor agregado que a su vez contribuya
hace necesario encontrar alternativas de manejo con la minimizacion de impactos ambientales
para la valorizacion del residuo y la disminuciéon del  negativos hacia la sociedad y el ambiente en busca
impacto ambiental generado por la mala disposicion  del desarrollo sostenible del sector curtidor.
del material [5]. Las VCC representan del 20 % al
25 % del total de los residuos generados durante  Metodologia
el proceso [6]; la VCC esta compuesta por una
mezcla de colageno y cromo entre un 2 % y un 5  Materiales y métodos
% en masa del material seco [7]. Tanto el colageno  Para el desarrollo del proyecto se empled un disefio
hidrolizado como el cromo pueden ser recuperados  experimental de tipo Box Behnken, en el cual se
mediante la aplicacion de alternativas que permitan  presentan combinaciones, a partir de los bordes
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experimentales o limites de los factores a evaluar
[13]. Como variables o factores de proceso aanalizar
se evalué el pH, dosis de enzima BLUE G vy el
tiempo de reaccion, es decir, 3 factores en 3 niveles
de cada variable para un total de 17 experimentos.
Los rangos de las variables en estudio empleados
para la elaboracion de los ensayos fueron pH (8,
9, 10), dosis de enzima (0,00001 kg, 0.0000125
kg y 0,000015 kg) y un tiempo de reaccion (12,
12,5y 13 horas), se adicioné 0,001 kg de VCC en
0,00005 m® de mezcla acuosa reactiva. La enzima
fue suministrada por la empresa MerQuiand,
la cual tiene un valor de actividad enzimatica de
29.000 GLCU/g (Genencor Leather Carbohydrase
Units /grame) [14]. Los ensayos fueron realizados
en modo batch y en Beakers de 0,000250 m®. El
pH de las soluciones de reaccion o hidrdlisis fue
determinado con un potencidmetro Metrohm 781
pH/ion meter. La agitaciéon en los ensayos fue
realizada en una plancha con agitacion magnética
RT5 IKA y el pH a lo largo de los ensayos fue
ajustado con NaOH 1 M marca Merck Millipore.

La cantidad de colageno hidrolizado obtenido
fue la variable de respuesta en los experimentos
realizados, para lo cual se ejecutaron los analisis
respectivos del método de Bradford y electroforesis
en gel de poliacrilamida, con el propésito de
determinar en qué muestra o ensayo se encontraria
mayor cantidad de colageno hidrolizado.

Cuantificaciéon de proteina mediante el método
de Bradford: De acuerdo con la metodologia
propuestaparalaobtencidonde colageno hidrolizado,
se procede a implementar el método de Bradford
con el fin de cuantificar la proteina presente en las

Concentracion de proteina obtenida<%)* Volumen de solucion empleada(mS)

muestras [15]. Se realiza la medicion para cada
ensayo y por medio de la coloracion de la proteina
y posterior lectura de absorbancia se determina la
concentracion mediante la ejecucién de la curva
patron con albumina sérica bovina (BSA), azul
de coomassie G-250, reactivo de Bradford y el
espectrofotémetro ajustado a 595 nm.

Analisis estadistico de los resultados: En cuanto
al analisis estadistico se realizd el analisis de
varianza de los resultados y se empled el método
de superficie de respuesta para determinar las
mejores condiciones del proceso evaluado. El
analisis de varianza (ANOVA) permite evaluar y
analizar las diferentes situaciones o alternativas que
pueden presentarse en un momento dado [16] al
realizar un estudio o comprobar una hipétesis. Por
otra parte, el método de superficies de respuesta
consiste en el conjunto de técnicas matematicas
y estadisticas que permiten analizar la respuesta
de interés mediante la influencia de las variables,
con el proposito de llegar a la optimizacion del
funcionamiento de un proceso [17].

Determinacion del porcentaje (%) en masa: Para
evidenciar la relacién porcentual aproximada de
colageno presente en las VCC, se determiné el valor
masico porcentual a partir del colageno hidrolizado
presente en la mezcla de extraccion, partiendo de
la mayor concentracion de colageno hidrolizado
obtenido y de la cantidad de materia prima, es decir,
la VCC empleada para la ejecucion de cada uno de
los ensayos experimentales realizados. Por medio
de:

Cantidad de VCC empleada(kg)

Andlisis de electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida: Para identificar la concentracion
presente en el ensayo 6ptimo, se realiz6 el analisis
de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-
PAGE [18], en el cual se empled un gel separador
al 12 % y concentrador al 4 % para determinar la
pureza del colageno y su tipo. Para esto se tuvo
como referencia tanto el patréon de proteinas Opti-
Protein XL Marker que abarca concentraciones en
un rango de 10-245 kDa [19] como la albumina
sérica bovina BSA de 66 kDa [20].
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Resultados y discusion

La tabla 1 corresponde al analisis de varianza de
los resultados obtenidos, se observa que el ensayo
para el cual se alcanzé la mayor concentracion de
proteina fue realizado a pH de 10 (alcalino), dosis
de enzima BLUE G de 0,000015 kg y un tiempo
de reaccion de 12,5 horas. Bajo estas condiciones,
la cantidad de proteina hidrolizada obtenida fue
1,828 kg/ m3.
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Tabla 1. Anova para los ensayos realizados.

Analisis de varianza (ANOVA)

Fue_nte_ lde Suma de Gr_ados de Cuadrados Valor Prob > F
variacion cuadrados libertad medios F
Modelo 3,187449302 7 0,4553499 10,09295449 0,0012
A: pH 2,468505985 1 2,468505985 54,71510712 < 0,0001
B: dosis de enzima  0,013203125 1 0,013203125 0,29265086 0,6017
C: flompo de 0,0242406 1 00242406  0,537209498  0,4822
A2 0,373383654 1 0,373383654 8,276150324 0,0183
AB 0,03367225 1 0,03367225 0,746354587 0,4101
AC 0,041555314 1 0,041555314 0,921084853 0,3623
BC 0 1 0 0 1,0000
Residual 0,406040581 9 0,04511562
Falta de ajuste 0,406040581 4 0,101510145
Error puro 0 5 0
Total corregido 3,593489882 16

De acuerdo con la tabla 1, el modelo tiene una
significancia de 0,0012 y el término A o pH es la
variable mas significativa con un valor P igual a
0,0001, el cual cumple con las condiciones que
permiten aceptar o rechazar la hipotesis [17],
es decir, se rechaza la hipétesis nula donde las
variables tiendan a dar el mismo resultado sin
importar el valor de las variables. Por lo tanto,
los factores o variables de proceso hacen que los
resultados de los ensayos difieran dependiendo
de estos, de modo que el pH es la variable que
afecta con mayor intensidad el rendimiento de la
hidrdlisis alcalina enzimatica de VCC.

Efecto de las variables analizadas

Los resultados experimentales denotan que tanto
el pH como la dosis de enzima Blue G cumplen un
papel importante para la hidrdlisis de colageno, tal
y como se puede ver en la figura 1, mientras que
el tiempo de reaccion no permite determinar una
influencia significativa comparada con el efecto de
las variables pH y dosis de enzima.

La figura 1 representa la interaccion de la variable
de respuesta (concentracion en kg/m?) en el gje Y,
respecto a las variables de proceso tanto de pH
como de dosis de enzima en el eje X. Los triangulos
que se detallan en la grafica hacen referencia a la
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mayor dosis; los cuadrados representan la menor
dosis de enzima implementada en los ensayos y los
circulos indican los rangos de pH que se emplearon.
Se observa como las variables o factores pH y dosis
de enzima interactuan en el proceso de obtencion
de colageno hidrolizado, de modo que, para mayor
dosis de enzima, la concentracion de colageno
hidrolizado en la solucién se incrementa con el pH,
lo que hace mas relevante el efecto para la mayor
dosis de enzima empleada en los experimentos.
Los resultados de los ensayos permiten evidenciar
que la hidrélisis es mas efectiva a pH alcalino,
para valores de pH mayores a 8,5 en los ensayos
realizados. Esto indica que el proceso es efectivo
al realizarse en condiciones de hidrdlisis alcalina-
enzimatica, donde da lugar a la degradacién del
material (VCC) en su mayor proporcion teniendo en
cuenta sus caracteristicas para lograr la obtencion
del colageno hidrolizado [9].

La figura 2 corresponde a la superficie de
respuesta obtenida a partir de los resultados
experimentales. El tiempo de reaccién para el
cual fue realizada la grafica fue de 12,5 horas,
debido a que se encontré que el efecto del
tiempo de reaccion dentro del rango de tiempos
analizados no afecta de manera significativa la
concentracion final de colageno hidrolizado en el
producto de la reaccién.
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Figura 1. Interaccion de las variables en la extraccion de proteina hidrolizada.
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En la figura 2 se evidencia la variable de respuesta
(concentracion en kg/m?) en el eje Z respecto a las
variables de proceso, tanto de pH como de dosis de
enzima (kg) en los ejes Y, X respectivamente. Se
observa que el aumento del pH para todas las dosis
de enzima dio lugar al aumento en la concentracion

Concentracion=-0,75395-2,56370*pH-314,0500*Dosis de enzima+2,05020*Tiempo de reaccion +0,31963 *pH2+
36.7000*pH*Dosis de enzima-0,24120*pH*Tiempo de reaccion+7,17204™>*Dosis de enzima*Tiempo de reaccion

El coeficiente de correlacion (R?) para esta superficie
de respuesta presentdé un valor de 0,8870, es
decir que existe un ajuste aceptable de los datos
experimentales a los datos de la correlacion de
la superficie de respuesta. Con la ecuacién de la
superficie de respuesta se determinan los valores
de las variables o factores que permitirian alcanzar
la mayor concentracién de colageno hidrolizado
dentro de los rangos de las variables seleccionadas.
El resultado de esta optimizaciéon fue que a pH
10, dosis de enzima 0,000015 kg y 12,5 horas de
reaccion, se puede alcanzar una concentracion
de colageno hidrolizado de 1,828 kg/m3, como

245 kDa
Opti Prtotein
XL Marker

66 kDa
BSA

de colageno hidrolizado obtenido, lo cual confirma
lo descrito en la grafica de interaccion. El efecto del
pH sobre el rendimiento de la reaccidn de hidrdlisis
enzimatica es mas significativo a pH alcalino y
altas dosis de enzima. La ecuacion obtenida para
la superficie de respuesta es:

(2)

condicion éptima de proceso. El porcentaje masico
de colageno hidrolizado presente en la muestra de
VCC con mayor concentracion final del producto de
interés es de 9,14 %.

Andlisis de electroforesis en gel SDS-
poliacrilamida

El analisis de electroforesis en gel SDS-
poliacrilamida revela las bandas de corrido de
muestras mediante la tincién de la proteina
presente en el ensayo [21]. En la figura 3 se
observa el gel de electroforesis correspondiente.

Figura 3. Gel de electroforesis poliacrilamida. SDS-PAGE.

En la figura 3, el carril 1 revela el patrén o
control de muestra seleccionado con el fin de
determinar la presencia de proteinas en los
ensayos; los carriles 2 a 7 hacen referencia a
las muestras corridas de colageno hidrolizado
a partir de VCC. Dentro de ellos, los carriles 6
y 7 corresponden a las muestras que reportan
mayor concentracién de colageno hidrolizado,
,es decir, para los cuales se da mayor tincion de
la proteina y se observa la presencia de bandas
que permiten la caracterizacién de colageno
[22], el cual tiene un peso molecular de 300 kDa

60

[23]. Por otra parte, las columnas en las cuales
no se evidencia mayor tincién, se debe a que
en el ensayo o muestra no presentan un cambio
significativo en su estructura a partir del proceso
de hidrolisis alcalina enzimatica, lo cual evita la
migracion de las proteinas presentes; teniendo
en cuenta estudios relacionados en los cuales
se ha empleado la electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE en la determinacion
de colageno, se logra evidenciar que el colageno
tipo | se encuentra de forma mas habitual [24].
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Conclusiones

De acuerdo con los resultados del estudio
realizado, se observé que la hidrdlisis enzimatica
del colageno presente en la VCC se lleva a
cabo con mayor intensidad o, en otros términos,
permite una mayor recuperaciéon de colageno
hidrolizado, cuando el pH del medio es alcalino
(10) y permanece constante, la dosis de enzima es
0,000015 kg y se requieren 12,5 horas de tiempo
de reaccidén; como resultado se obtiene una
concentracion de 1,828 kg/m?, lo cual corresponde
al 9,14 % de colageno hidrolizado por kg de VCC
empleado. El analisis estadistico demostré que el
pH representa la variable mas relevante dentro del
proceso de obtencion de la proteina hidrolizada e
interactuando al ser mas alcalino y al aumentar
la dosis de enzima; por otra parte, el tiempo de
reaccion no representa mayor importancia dentro
de la hidrdlisis. A partir de los resultados de los
analisis, se puede confirmar que las VCC son
susceptibles de hidrdlisis para la extraccion de
colageno hidrolizado, el cual puede ser utilizado
en diferentes sectores comerciales. Se puede
plantear que la hidrdlisis alcalina-enzimatica
es una alternativa factible de ejecucion por los
integrantes del sector curtidor como tratamiento
para el manejo de VCC, con lo cual se puede
mitigar la contaminacion ambiental al reducir
la disposiciéon final inadecuada causada por el
sector e incentivar al tratamiento y valorizacion de
residuos de este tipo.
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