SEP

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
EDUCACION PUBLICA Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez

INFORME TECNICO DE RESIDENCIA PROFESIONAL

Proyecto:

“EXTRACCION QUIMICA DE ACIDO HIALURONICO A PARTIR DE HUMOR VITREO
DE RESIDUOS ACUICOLAS.”

Empresa:

INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTLA GUTIERREZ

Carrera:

INGENIERIA BIOQUIMICA

Presenta:

JOSE HUMBERTO PEREZ ALFARO

Asesora:

DRA. ROCIO MEZA GORDILLO

e,
;f"/ S
5 hal i Carretera Panamericana Km. 1080, C.P. 290 Apartado Postal: 599
0
‘ﬁ /Of Tel. (961)61 5 04 61 Fax: (961)61 5 16 87

< -
Y Sumere®’ contacto@ittg.edu.mx



INDICE

l- INTRODUGCCION.........coeeeieeeiiiieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eessn e e e e e e e e aeeeees 3
TR Sy 1] = To3-Yod [ ] N F OO 5
[11.- OBJETIVOS. .cettteeerenunuunnneaeeeeseseeeeeeeeeeessssnnsnsssssssaeessesseeeseeeessssssmmn. 6
IV.- CARACTERIZACION DEL AREA EN EL QUE PARTICIPO.....c..cecuuneeennn.. 7
V.- PROBLEMAS A RESOLVER.......ceuuuuuiuiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeressnnnsnsnnnmsssnnnnes 9
VI.- FUNDAMENTO TEORICO.....uuuuuuiieieeeeeeeeeeeeeeeeeesesssssssssnsnnmsssssssmneeeens 9
VII.- PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES................. 16
VII1- RESULTADOS ...ceiiiieieeennnnnnninaeeeseeeeeeeeeeeeessssssssssssnssaseeeeeseseessmennes 29
IX.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.....ccuuiieeeeeirrnnneaeeeeeeernnnnnnn. 34
X.- COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y APLICADAS.....cuvuteeeeeeeeeeeeeens 35
X|.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y VIRTUALES..........ccceeverrrrrnnnnnnnnn. 36



l.- INTRODUCCION

Actualmente las investigaciones cientificas han tenido un amplio enfoque en la
basqueda de fuentes bioldgicas de acido hialurénico (AH), debido a la alta
demanda de este polisacarido, en la industria farmacéutica y cosmética. La
aplicacion en la industria farmacéutica es principalmente como auxiliar en la
fabricacion de diferentes medicamentos utilizados para tratamientos contra
osteoartritis, artritis reumatoide, entre otras. En la industria cosmética debido a su
capacidad de retencién de agua es empleado en la hidratacion de la epidermis ya
que reconstituye las fibras que sostienen los tejidos de la piel, asi mismo es
empleado en tratamientos de reduccién y prevencién de arrugas faciales, en
tratamientos de relleno y contorneado de los labios y pomulos, asi como para
alisar la frente, las marcas cutaneas y otros problemas cutaneos que ocasionen

pérdida de piel [7].

El AH, es un polisacérido de alto peso molecular, fue descubierto por Meyer y
Palmer en 1934 a partir de humor vitreo de ojos de ganado [13]. El &cido
hialurénico pertenece al grupo de los glucosaminoglucanos, es un biopolimero
donde se alternan el acido D-glucurénico y el monosacéarido N-acetil glucosamina
en una cadena helicoidal, esto le confiere sus propiedades estructurales y la
capacidad de retener moléculas de agua intercaladas en su estructura. Es casi
omnipresente (aunque en cantidades relativamente pequefias) en el cuerpo
humano, y en otros vertebrados. El mas alto contenido de AH se encuentra en el
cordon umbilical, el cartilago nasal, humor vitreo, ganglios del torax, plasma,
liguido sinovial, y tejido conectivo tal como la membrana sinovial, donde es
responsable de la retencién de agua normal y la lubricacion de la articulacion [17].
Al ser un componente habitual de la dermis y tener la ventaja de que su molécula
es idéntica en todo ser vivo que lo posee, ha sido facil su replicacion, por lo que a
la fecha la produccion artificial por bioingenieria del acido hialuronico ha llevado a

la produccién de subtipos diferenciados por el tamafio de la particula, la cantidad
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de acido hialurénico por centimetro cubico y la cantidad de enlaces cruzados
bioquimicos lo que le otorga a cada subtipo diferencias en su densidad, en su

facilidad de aplicacion y en su duracion [16].

El medio marino es un reservorio excepcional de AH partir de productos
naturales, ademas ofrece gran biodiversidad para descubrir compuestos
terapéuticos utiles que depende en gran medida de la especificidad de especie. El
potencial terapéutico de los compuestos bioactivos naturales tales como
polisacaridos, especialmente los glucosaminoglucanos, estd ahora bien
documentado y combinado con la actividad de la biodiversidad permitira el

desarrollo de una nueva generacion de productos terapéuticos [12].

Muchos subproductos y excedentes de la industria agroalimentaria son
susceptibles de ser aprovechados y, sin embargo, son destruidos por falta de usos
viables. A las conocidas alternativas de produccion de energia por incineracion,
produccioén de biogas o transformacion para alimentacion animal, se van sumando
poco a poco nuevas ideas para reciclar estos residuos y obtener productos de alto
valor afiadido [4]. En México la industria pesquera y las actividades acuicolas
generan 799,000.02 ton/afio aproximadamente de las cuales solo el 3.67 % se
aprovechan anualmente [8] para otros fines como generacion de biocombustibles
y ensilados para consumo animal. Por esta razon el presente trabajo se destina a
la investigacidon de AH obtenido a partir de residuos acuicolas, con la finalidad de
proporcionar un valor agregado a dichos subproductos que no cuentan con una
disposicion final adecuada y que son vertidos directamente al mar o a rellenos

sanitarios, ocasionando un problema de contaminacion.



Il.- JUSTIFICACION

e Econdmica

Otorgar un valor agregado a residuos acuicolas generados por la actividad
comercial, generando ingresos extras al comercializar el &cido hialurénico
obtenido.

e Social

Satisfacer la demanda de &cido hialurénico en tratamientos médico-terapéuticos,
en industria farmacéutica y cosmetoldgica a partir de nuevas fuentes de obtencién,
tales como los residuos acuicolas.

e Cientifica

Aportar conocimiento cientifico para investigaciones posteriores, generando
informacion sobre fuentes alternativas de obtencién de moléculas de alto valor
comercial a partir de desechos organicos acuicolas.

e Ambiental

Dar solucién a una problematica ambiental reduciendo porcentajes de desechos
acuicolas mediante alternativas para su disposicion final.



lll.- OBJETIVO

Extraer y cuantificar acido hialuronico a partir de humor vitreo de residuos

acuicolas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar humedad, grasas, proteinas, y azucares totales en humor vitreo

de residuos acuicolas.

e Evaluar el efecto de la relacién solido: liquido en el rendimiento de

extraccion de acido hialurénico por método quimico.

e Determinar el peso molecular del &cido hialuronico extraido, mediante

electroforesis en gel de agarosa.



IV.- CARACTERIZACION DEL AREA EN EL QUE PARTICIPO

El proyecto “EXTRACCION QUIMICA DE ACIDO HIALURONICO A PARTIR DE
HUMOR VITREO DE RESIDUOS ACUICOLAS.” se realiz6 en el Polo Tecnoldgico
Nacional Para ElI Desarrollo de Investigacion y Pruebas Analiticas En
Biocombustibles (Fig. 1) dentro del Tecnol6gico Nacional de México ubicado en

Carretera Panamericana km. 1080. Col. Teran, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

Figura 1 Polo tecnoldgico nacional para el desarrollo de investigacion y pruebas analiticas en

biocombustibles.
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En el laboratorio No. 5 “Pruebas de combustion” del Polo tecnoldgico se llevo a
cabo la mayor parte de la extraccion de &cido hialurénico.

El método de electroforesis en gel de agarosa fue realizado en el laboratorio 1

“Biologia molecular”.




V.- PROBLEMAS A RESOLVER

Los residuos acuicolas son considerados como residuos de manejo especial, ya
gue son subproductos generados por actividades del sector primario. El principal
problema radica en el mal manejo de estos residuos, ya que se disponen como
residuos urbanos, asi como de manera clandestina por la disposicion en tierra y
mar, incrementando la posibilidad de contaminacién por una alta carga organica,
que provoca malos olores, genera fauna nociva, afecta al suelo, subsuelo y

mantos acuiferos, ademas de contribuir a la transmision de enfermedades.

En este mismo sentido, no existen datos suficientes para cuantificar el impacto
ambiental. Sin embargo, si los residuos se disponen en el mar en grandes
cantidades, provocan problemas a la fauna nativa ademas de sedimentarse en el
fondo, ya que a diferencia de lo que la mayoria de pescadores cree, cuando se
descartan en grandes cantidades el ecosistema no logra absorberlos

completamente.

VI.- FUNDAMENTO TEORICO

VI.1 Generacidn de residuos pesqueros y acuicolas

La Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR)
define a los residuos de manejo especial como aquellos generados en los
procesos productivos, que no relnen las caracteristicas para ser considerados
como peligrosos o como residuos solidos urbanos. Por su parte, en su Articulo 19,
la Ley General establece ocho categorias definidas de residuos de manejo
especial (Tabla 1) y en el proyecto de norma oficial mexicana NOM-161-
SEMARNAT- 2011, se establecen las bases para formular los planes de manejo
correspondientes. Dichas categorias pueden comprender corrientes vy
subproductos especificos.



Tabla 1. Categorias de residuos de manejo especial (SEMARNAT 2012)

Disponibilidad de

Categoria (Articulo 19 de la LGPGIR) Tipo de residuos informacién
Residuos de las rocas o los productos de su ND
disposicion

Residuos de servicios de salud, con ND

excepcion de los biolégico-infecciosos

Residuos generados por las actividades
pesqueras, agricolas, silvicolas, forestales,

Pesqueras: pesca y
acuacultura

DGSPYRNR (2010)
SAGARPA (2006 A
2010))

avicolas, ganaderas, incluyendo los residuos Agricolas: SEMARNAT (2007
de los insumos utilizando en esas actividades agroplasticos SEMARNAT (2009)
Silvicolas ND
forestales ND
Ganaderas: excretas | INEGI (2007)
de porcinos y redalyc (2004)
bovinos lecheros SAGARPA (2007)

Los residuos acuicolas forman parte de esta clasificacion, ya que son
subproductos generados por actividades del sector primario (Tabla 2), en este
caso el sector pesquero. De acuerdo a cifras obtenidas, la SEMARNAT indico que
en México durante el periodo del 2006 al 2012, la cantidad promedio generada de
residuos pesqueros, alcanzé las 799,000 toneladas por afio, de las cuales soélo el
3.67% se aprovecharon para otras actividades (Tabla 3).

Estas cifras son indicadores de que en México son escasas las alternativas para el
tratamiento de estos residuos. Esto origina que los desechos sean vertidos
directamente al mar o bien a rellenos sanitarios, desperdiciando fuentes
potenciales de compuestos de interés y generando un problema serio de

contaminacion [8].

Tabla 2. Residuos generados por actividad productiva pesquera (SEMARNAT 2012).

Residuos generados
Actividad
Organicos Inorgénicos
Pesca Descartes, visceras, cartilagos, aletas, piel, huesos, | Materiales de pesca.
escamas, sangre.
Cultivo Cabeza de camaron, valvas, visceras. Residuos de actividades
administrativas (RSU)
Industria | Visceras, cartilagos, piel, hueso, escamas, aletas, | Residuos de actividades
sangre, cabezas de crustaceo, etc. administrativas (RSU)
Residuos de proceso (empaques,
herramientas, etc)
Comercio | Visceras, cartilagos, piel, huesos, escamas, sangre. Residuos del establecimiento
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Tabla 3. Generacion y aprovechamiento de residuos de manejo especial (SEMARNAT 2012).

RME Generacion % Aprovechamiento | % Disposicion anual
promedio [mil promedio anual
ton/afo]
Agroplasticos 313.13 ND ND
Excretas 66,708.27 ND ND
Pesca 799.02 3.67 ND
Residuos de Aeropuerto de 8.04 32.20 67.43
la Cd. De México
Lodos PTAR 232.00 ND 100
Tiendas de autoservicio 407.19 67.97 32.03
Construccion y demolicion 6,111.09 ND ND
Electrodomésticos 21.66 ND ND
Electrénicos 263.85 ND ND
Vehiculos al final de su 805,202.50 ND ND
vida (til
Llantas 1,011.03 ND ND
Vidrio 1,142.57 ND ND
Pilas 33.98 3.13 ND
Papel y cartén 6,819.83 48.59 11
Residuos de hoteles 276.22 1.49 98.51

IV.2 HUMOR VITREO

El cristalino separa la camara anterior del ojo, que contiene un liquido llamado

humor acuoso, de la camara posterior que contiene humor vitreo (HV). La camara

posterior esta delimitada en la parte trasera, desde el interior hacia fuera, por la

membrana de la retina, la coroides y la esclerética, y en la parte delantera por el

cuerpo ciliar y el cristalino (Fig. 2).

___ Coroides
_— Esclerotica
Cristalino —_ g
Humor acuoso —. ¥ _~— Retina
Camara anterior ™.~
. _ Humor vitreo

Camara posterior

Figura 2 Ubicacion del humor vitreo.
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El HV es un tejido altamente hidratado, con 98 a 99,7% contenido de agua. Su
estructura gelatinosa se debe a proteinas fibrilares: principalmente colageno,
fibras asociados con carbohidratos de glucosaminoglucanos (principalmente acido
hialurénico). Se han identificado aproximadamente 1,205 proteinas en el HV.
También contiene electrolitos (tales como sodio, potasio, cloro, lactato vy
ascorbato), carbohidratos tales como glucosa, y pequefias cantidades de
proteinas distintas de colageno, incluyendo opticin. Un cambio en composicién con
la edad conduce a la licuefaccién gradual. En nifios de 4 afos, el HV liquido
representa el 20% del volumen total, aumentando a méas del 50% en personas con
80-90 afios de edad [5].

IV.3 ACIDO HIALURONICO

El acido hialurénico (AH), también conocido como hialuronano, clasificado como
un glucosaminoglucano y comunmente conocido como GAG, es un tensoactivo
anionico, lineal, de polisacaridos no sulfatados. AH es una mega molécula con un
peso molecular tipico entre 2x10° y 10x10’ Da. Sin embargo, otros GAGs son
relativamente méas pequefios de tamafio entre 50x10* Da, cominmente 1.5x10* a

2x10* Da con una longitud de cadena corta.

El mas alto contenido de HA se encuentra en el cordén umbilical, el cartilago
nasal, humor vitreo, ganglios del térax, plasma, liquido sinovial, y tejido conectivo
tal como la membrana sinovial, donde es responsable de la retencion de agua y la
lubricacion de la articulacion. Por lo tanto, el AH tiene diversas aplicaciones en la
cosmética, biomédica y las industrias de alimentos. Esta molécula ofrece una gran
promesa en diversos campos de la medicina. En consecuencia, los productos
terapéuticos derivados del HA enfatizan el impulso para el desarrollo de procesos
biotecnolégicos y quimicos para la optimizacion de la produccion de farmacos
basados en AH [17].

En cuanto a la evolucion y la biodiversidad, el mar parece ser superior al

ecosistema terrestre; las especies marinas comprenden aproximadamente un
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medio de la biodiversidad totales, ofreciendo asi una gran fuente para descubrir

agentes terapéuticos utiles.

Los glucosaminoglucanos abundan en los tejidos de vertebrados, invertebrados
marinos. Los polisacéaridos sulfatados que incluyen sulfato de condroitina (SC),
sulfato de dermatano (SD), sulfato de heparano (SH), heparina, sulfato de Acharan
(SA) también se han aislado y caracterizado a partir de diferentes fuentes marinas.
(Fig. 3). EI AH se produce principalmente en la matriz extracelular (MEC) y la
matriz pericelular, aunque recientemente se ha demostrado la presencia
intracelular. Del mismo modo, su presencia se ha documentado en los tejidos tan
diversos como la piel, el cartilago y el cerebro. Por lo tanto, el HA se ha obtenido
de varias fuentes terrestres naturales para aplicaciones clinicas [17].

'."':T"'r" do (nematodo) HS.

 Moluscas (calamares, moluscas, pequefios) CS, DS, 85, AH

Figura 3 Distribucién de GAGs en organismos.

El medio marino es un reservorio excepcional de bioactivo que ofrece una amplia
biodiversidad para descubrir compuestos terapéuticos Utiles, que dependera en

gran medida de la especificidad de especie [12].
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Este biopolimero de alto peso molecular se considera que es energéticamente
estable, en parte debido a la estereoquimica de sus componentes disacaridos.
Esta formado por secuencias alternadas de B (1- 4) acido glucurénico y (1-3) -N-
acetilglucosamina y estan unidos entre si a través de enlaces glucosidicos beta-
1,4y beta-1,3 (Fig. 4).

00 CH,OH
KO KON
7 OH H HO H, L

OH H HHCDCH;
Acido D-Glucordnico N-Acetil-Glucosamina

Figura 4 Estructura del Acido Hialurénico.

Las moléculas de azlcar se encuentran en posiciones estéricamente favorecidas,
mientras que los hidrégenos asumen las posiciones axiales menos favorables. La
diferencia estructural entre los GAGs sulfatados y no sulfatados se muestra a

continuacion (Fig. 5) [17].

COOH CH,0R, cs Ds CHOR,
0, .0 ] Q 0
RyO,
AV Y CooH\ ~_
o/
OH
OR; NHAC ORy NHAC
 COOH .
s]
HS
CH20Rg
]
]
OR,
0
COOH NHR,
OH
- R3 -
CHa0S05H COOH CHyOH
Q O, 0 O
COOH
\\fK“O 0 \‘y"\“*-\cl HO \V\G
OH DH H
0S03H NHOSO4 OH NHAC
KS HA

Figura 5 GAGs sulfatados y no sulfatados.
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El HA se sintetiza en la cara interior de la membrana plasméatica como un polimero
lineal libre de cualquier proteina sin nucleo, mientras que otros GAGs son
sintetizados por las enzimas de Golgi residentes y unido covalentemente a

proteinas del nucleo [17].

Acido hialurénico

Acido hialurénico
sintasa 2 (HAS2)

N

ESPACIO
EXTRACELULAR

Membrana
plasmatica

‘ 2,
CITOSOL vor-4i Acido D-glucurénico-UDP vor—@ip
N-acetilglucosamina-UDP uor-4ip
N-acetilglucosamina &

Acido D-glucurénico L3

Figura 6 sintesis de acido hialurénico

La sintesis la llevan a cabo enzimas de membrana denominadas sintasas del
acido hialuronico, de las que hay tres tipos en vertebrados (HSA1, HAS2, HAS3) y
se expresan de forma diferencial en diferentes tejidos. La sintesis ocurre en la
cara citosolica de la membrana plasméatica donde se van ensamblando los
monosacaridos, y a medida que se va sintetizando la cadena de acido hialurénico
va siendo transferida al espacio extracelular (Fig. 6). Aunque las tres enzimas
sintetizan acido hialurénico, la HAS2 es la que parece sintetizar las cadenas mas
largas. Curiosamente un gen homologo al de la enzima HSA1 se ha encontrado
también en algunas bacterias, las cuales lo sintetizan para aumentar su movilidad.

Probablemente estas bacterias captaron el gen de los animales [1].
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VIl.- PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES
REALIZADAS

MATERIA PRIMA
El residuo (cabezas de pescado) empleado como materia prima en este trabajo

fue recolectado en los expendios de pescado del mercado de los ancianos,
ubicado en la 9.2 avenida sur y 15.2 calle oriente en el municipio de Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas; México.
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Los residuos fueron colocados en bolsas de plastico de color negro y fueron
transportados al laboratorio 8 “Derivatizaciones” del Polo tecnologico nacional para

el desarrollo de investigacion y pruebas analiticas en biocombustibles en el

Instituto Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez ubicado en Carretera Panamericana Km

1080, C.P. 29050.
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e Acondicionamiento de materia prima
Las cabezas de pescado (Fig.7) fueron retiradas de las bolsas y fueron lavadas
para eliminar cualquier materia extrafia, se tomo el peso de las cabezas con una
balanza granataria (OHAUS TRIPLE BEAM), posteriormente se retiraron los ojos
de manera manual con ayuda de una espatula (Fig. 8 y 9), se colocaron en un

recipiente y se tomo el peso final (Fig. 10).

Figura 8 Extraccion de ojos de pescado
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Figura 10 Pesaje de ojos de pescado.

CARACTERIZACION DE MATERIA PRIMA

e Determinacion de humedad
Para la determinaciéon de humedad se tomaron ojos de pescado previamente
retirados de las cabezas, los cuales fueron diseccionados por la mitad, se
colocaron 3 gramos en una termobalanza marca OHAUS modelo MB25 (Fig. 11) a
una temperatura de 60 °C durante 2 h y 30 min aproximadamente. Esto se realizd
por triplicado.

18



Figura 11 Termobalanza OHAUS MB25

e Determinacion de grasas
La determinacion de grasas se realizd con respecto a la AOAC 1990, para esto se
pesaron 3 gramos de muestra en una balanza analitica (OHAUS Pionner TM)
debidamente secadas con anterioridad en una termobalanza (OHAUS modelo
MB25). Las muestras fueron colocadas en cartuchos de papel filtro previamente
pesados. Se instald el equipo soxhlet al cual se le afiadieron 140 mL de hexano
como solvente a un matraz de fondo plano de 250 mL, se hizo uso de una parrilla
eléctrica (Thermo Scientific modelo: Cimarec) a una temperatura de 265° C. Una
vez que el solvente llega a su punto de ebullicion este comienza a evaporarse y al
pasar por el refrigerante se condensa cayendo en forma de gotas sobre el
cartucho que contiene la muestra. Una vez terminado el proceso de evaporacion y
condensacion (reflujo) el solvente vuelve al matraz, a partir de este momento se
tomé un tiempo de 5 horas dentro del cual se realizaron varios reflujos, una vez
terminado el tiempo estimado, se desinstalo el quipo, se retir0 el cartucho y se
dej6 que el resto del hexano contenido en el cartucho se evaporara para
posteriormente tener el peso final del cartucho, la determinacion de grasa se
obtiene al realizar una diferencia de peso entre el peso inicial y peso final del

cartucho. Este procedimiento se realiza por triplicado (Fig.12).
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Figura 12 Digestion en equipo Soxhlet.

e Determinacion de proteinas
Para la determinacion de proteinas se cuantifico el nitrégeno total contenido en la
muestra, para ello se realiz6 el método de micro Kjeldahl, el cual tiene como
fundamento digerir la materia organica con acido sulfrico concentrado. Se
pesaron 0.15 g de ojo de pescado previamente secados y desgrasados, la
muestra se colocd en papel de arroz libre de nitrégeno y se coloco en el matraz
Kjeldahl. Se adicion6 0.5 gramos de muestra catalizadora (sulfato cuprico), 5 mL
de acido sulftrico concentrado y aproximadamente 0.3 g de sulfato de potasio
para elevar el punto de ebullicion del &cido sulfurico. Se coloc6 el matraz en la
parrilla de digestion, dentro de una campana de extraccion, girar el matraz
ocasionalmente. Se esper6 a que la muestra comenzara a ser digerida tomando
un color verdoso, terminada la digestién en un tiempo aproximado de 6 h, se dej6
enfriando el matraz en la campana de extraccion de gases durante 15 min (Fig.
13). Se vacio la muestra digerida a un matraz de destilacion de 500 mL se lavo el
matraz de micro Kjeldahl con pequefios volimenes de agua destilada para
vaciarlo en el matraz de destilacion, al matraz se le agregé 200 mL de agua
destilada, 15 mL de hidroxido de sodio al 40 %. Se adapta el matraz a un sistema
de destilacion, a la salida del refrigerante se adapta una manguera con un tubo el
cual se coloca dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 mL que contiene 10 ml de
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solucién de &cido bérico al 4 % y unas gotas de indicador de rojo de metilo con
azul de metilo. Las primeras gotas de destilacion deben virar el color del indicador
de violeta a verde de lo contrario se enfria y se agrega mas hidroxido de sodio al
40 %. La destilacion se detuvo en un tiempo de 4 h para lo que las gotas del

destilado dieron alcalinidad negativa con el papel tornasol (Fig. 14).

Se retird el matraz receptor, se lavo el refrigerante con pequefios volumenes de
agua destilada, que fue depositado en el matraz, El destilado se titul6 con una

solucién de acido clorhidrico 0.1 N.

Figura 14 Destilacion con hidréxido de sodio
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e Determinacion de azucares totales
Para la determinacion de azucares totales en la muestra se realizé el método fenol
sulfarico. Se pesaron 2 g de humor vitreo, a lo cual se le adicionaron 10 mL de
agua tridestilada hasta homogenizar la muestra. Se adicioné 1 mL de una solucién
de sulfato de zinc al 10 % y 1 mL de NaOH 0.5 N la mezcla se dejo reposar 15
minutos posteriormente se centrifugd en un centrifugadora marca Eppendorf
modelo 5810R a 2000 RPM durante 15 min. Se utilizé6 el sobrenadante para la
determinacion de azucares totales. Se adicioné 1 miLdel sobrenadante en tubos
de ensayo, a cada tubo se le adicion6 0.5 mL de fenol al 5 % y 3.5 mL de acido
sulftrico concentrado, los tubos fueron enfriados en un bafio Maria de agua fria,
se tomo lectura de cada tubo en un espectrofotometro (HACH DR 5000) a 490 nm
frente a un blanco, (Fig. 15) debido a que algunos tubos tuvieron una absorbancia
superior a se realizé una dilucién de 1:10. Se calculd los azlcares totales con una
curva de calibracion preparada con los carbohidratos de interés tratada de la

misma manera que el problema.

Figura 15 Lecturas de absorbancia en espectrofotémetro HACH DR 5000

EXTRACCION QUIMICA DE ACIDO HIALURONICO

Para realizar la extraccion quimica de acido hialurénico se siguio la metodologia
emplea por Guillermo Lago en el 2007, para lo cual se realizaron algunas

modificaciones debido a la naturaleza de la materia prima empleada en este
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proyecto. Los ojos de los pescados fueron retirados de manera manual, se tomo el
peso final de los ojos, los cuales fueron diseccionados con ayuda de un bisturi
para poder retirar el humor vitreo contenido dentro del ojo, se tomo el peso final

del humor vitreo (Fig. 16)

Figura 16 Humor vitreo.

Se realizaron dos tratamientos para la extraccién de acido hialurénico en los que
se varid la concentracion de CTAB: Se pesaron 20 g de humor vitreo para cada
tratamiento, se agregaron 80 mL de NaCl al 0.2 % y se dejo reposar durante 15
minutos, se centrifugd (centrifuga Eppendorf, modelo 5810R) a 4 000 rpm por 20
min a una temperatura de 25 °C. Al sobrenadante se le agregé 6 mL y 12 mL de
CTAB al 1% respectivamente dejando reposar por 15 min, y se llevé a centrifugar
por 20 min a 4000 RPM a una temperatura de 25°C. (Fig. 17)

e |otel

Tratamiento 1:

Al precipitado (2 .8 g) se le agregaron 2.1 mL de CaCl (75%) al 0.9 M y 1.225 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavo con 0.6125 mL de cloroformo durante 4 veces en un
embudo de separacion. Lo resultante se le agrego 5.053 mL etanol (75%) y 5.053

mL de acetona (75%).
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Tratamiento 2:

Al precipitado (3.1 g) se le agregaron 2.325 mL de CaCl (75%) al 0.9 My 1.356 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavo con 0.6781 mL de cloroformo durante 4 veces en un
embudo de separacion. Lo resultante se le agrego 5.594 mL etanol (75%) y 5.594
mL de acetona (75%).

Las soluciones se dejaron reposando 12 h, después se centrifugaron a 4 000 rpm
por 20 min, se recuperd el precipitado de cada tratamiento y se dejaron secar

durante una semana en una campana de extraccién a temperatura ambiente.

e Lote?2

Se realizaron dos tratamientos para la extraccion de &cido hialurénico en los que
se varid la concentracion de CTAB: Se pesaron 23.88 g de humor vitreo para cada
tratamiento, se agregaron 95.5 mL de NaCl al 0.2 % y se dejo reposar durante 15
minutos, se centrifugd (centrifuga eppendorf, modelo 5810R) a 4 000 rpm por 20
min a una temperatura de 25°C. Al sobrenadante se le agregd 7.164 mL y 14.328
mL de CTAB al 1% respectivamente dejando reposar por 15 min, y se llevo a

centrifugar por 20 min a 4000 RPM a una temperatura de 25°C.
Tratamiento 1

Al precipitado (2.9 g) se le agregaron 2.175 mL de CaCl (75%) al 0.9 My 0.725 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavé con 0.58 mL de cloroformo durante 4 veces en un embudo
de separacion. Lo resultante se le agrego 5.594 mL etanol (75%) y 5.594 mL de

acetona (75%).
Tratamiento 2

Al precipitado (3.4 g) se le agregaron 2.55 mL de CaCl (75%) al 0.9 My 1.488 mL
de etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el

sobrenadante se lavo con 0.744 mL de cloroformo durante 4 veces en un embudo
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de separacion. Lo resultante se le agrego 5.579 mL etanol (75%) y 5.579 mL de
acetona (75%).

e Lote3

Se realizaron dos tratamientos para la extraccion de &cido hialurénico en los que
se vario la concentracion de CTAB: Se pesaron 29 g de humor vitreo para cada
tratamiento, se agregaron 116 mL de NaCl al 0.2 % y se dej6 reposar durante 15
minutos, se centrifugd (centrifuga eppendorf, modelo 5810R) a 4 000 rpm por 20
min a una temperatura de 25 °C. Al sobrenadante se le agregé 8.7 mL y 17.4 mL
de CTAB al 1% respectivamente dejando reposar por 15 min, y se llevo a

centrifugar por 20 min a 4000 RPM a una temperatura de 25°C.
Tratamiento 1

Al precipitado (2 .8 g) se le agregaron 2.1 mL de CaCl (75%) al 0.9 My 1.225 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavé con 0.6125 mL de cloroformo durante 4 veces en un
embudo de separacion. Lo resultante se le agrego 5.053 mL etanol (75%) y 5.053
mL de acetona (75%).

Tratamiento 2

Al precipitado (3.1 g) se le agregaron 2.325 mL de CaCl (75%) al 0.9 M y 1.356 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavé con 0.6781 mL de cloroformo durante 4 veces en un
embudo de separacion. Lo resultante se le agrego 5.594 mL etanol (75%) y 5.594

mL de acetona (75%).

Las soluciones se dejaron reposando 12 h, después se centrifugaron a 4 000 rpm
por 20 min, se recuperoO el precipitado de cada tratamiento y se dejaron secar

durante una semana en una campana de extraccion a temperatura ambiente.

25



e Lote4

Se realizaron dos tratamientos para la extraccion de &cido hialurénico en los que
se vario la concentracion de CTAB: Se pesaron 65 g de humor vitreo para cada
tratamiento, se agregaron 116 mL de NaCl al 0.2 % y se dej6 reposar durante 15
minutos, se centrifugd (centrifuga eppendorf, modelo 5810R) a 4 000 rpm por 20
min a una temperatura de 25°C. Al sobrenadante se le agregé 8.7 mL y 17.4 mL
de CTAB al 1% respectivamente dejando reposar por 15 min, y se llevd a
centrifugar por 20 min a 4000 RPM a una temperatura de 25 °C.

Tratamiento 1

Al precipitado (3.9 g) se le agregaron 2.93 mL de CaCl (75%) al 0.9 M y 0.98 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavé con 0.7805 mL de cloroformo durante 4 veces en un
embudo de separacion. Lo resultante se le agrego 6.442 mL etanol (75%) y 6.442
mL de acetona (75%).

Tratamiento 2

Al precipitado (4.3 g) se le agregaron 3.225 mL de CacCl (75%) al 0.9 My 1.075 de
etanol acuoso (25%) después se centrifugd a 4000 rpm por 20 min el
sobrenadante se lavo con 0.86 mL de cloroformo durante 4 veces en un embudo
de separacién. Lo resultante se le agrego 7.095 mL etanol (75%) y 7.095 mL de
acetona (75%). Las soluciones se dejaron reposando 12 h, después se
centrifugaron a 4 000 rpm por 20 min, se recuperé el precipitado de cada
tratamiento y se dejaron secar durante una semana en una campana de

extraccidén a temperatura ambiente.
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Figura 17 Extraccién de &cido hialurénico

CUANTIFICACION DE ACIDO HIALURONICO POR ESPECTROSCOPIA DE UV

Para la cuantificacion de &cido hialuronico, se us6 un método indirecto, a
determinacién de los acidos urénicos (Blumenkrantz y Asboe-Hansen 1973), se
llevé a cabo basado en la reaccién del acido glucurénico contenido en HA con
meta-hidroxibifenilo. El acido hialurénico se traté en un bafio de hielo con acido
sulftrico en tetraborato de sodio. Después se calentd a 100 °C en bafio maria
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durante 10 minutos y nuevamente se enfrié en un bafio de hielo. Posteriormente,
se afiadio un 15% de una solucion de meta-hidroxibifenilo, dejando reaccionar por
5 minutos. Finalmente se midié la absorbancia a 520 nm y se compar6 con la
curva patron de acido glucoronico como referencia (Fig. 18).

Figura 18 Soluciones de &acido glucordnico a concentraciones conocidas.

IDENTIFICACION DEL ACIDO HIALURONICO POR ELECTROFORESIS EN
GEL DE AGAROSA

Electroforesis en gel de agarosa en acetato de bario/1,2- diaminopropano se
realiz6 como se informé en el marco tedrico con modificaciones menores. El gel de
agarosa se prepar6 a una concentracion de 0.5% en 0.04 M de tampon de acetato
de bario pH 5.8. La corrida fue en 0.05 M de 1,2-diaminopropano (tamponado a pH
9.0 con &cido acético) para 150 min a 50 mA. Después de la migracion, la placa se
sumerge en soluciéon bromuro de cetil trimetil amonio 0.1% durante al menos 6 h,
se secoO y se tifieron con stains-all para HA. Cuando el gel es tefiido muestra un

color azul fuerte (Fig. 19).
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Figura 19 Electroforesis en gel de agarosa.

VIIl.- RESULTADOS

MATERIA PRIMA

El peso promedio de una cabeza con ojos fue de 120 g, después de pesar 10

unidades elegidas al azar con una desviacion estandar de + 21.67948339.

Después de pesar 10 pares de ojos al azar, el peso promedio obtenido fue de 3.56
g con una desviacién estandar de + 0.43.

En la tabla 4, se puede observar el peso por lote del total de cabezas y ojos
utilizados, que fueron recolectados de acuerdo a la metodologia anteriormente

descrita.

Tabla 4 Cantidad de cabezas y ojos del lote utilizado para este proyecto.

Lote Cabezas (Kg) Ojos (9)
1 20 561
2 15 592
3 16 483
4 40 1249
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DETERMINACION DE HUMEDAD

Se determiné el contenido de humedad en ojos de pescado empleando el método
rapido de la termobalanza.

Muestra | Peso Peso Humedad (%)
inicial final
1 3.240 2.145 66.20
2 3.130 2.115 67.68
3 3.100 2.035 65.87
Promedio | 66.58
Desviacion estandar | + 0.96

DETERMINACION DE GRASAS

Se obtiene al realizar una diferencia de peso entre el peso inicial y peso final del

cartucho. Este procedimiento se realiz6 por triplicado.

No de Pesodel | Peso de | Peso de | Peso del | Peso
muestra | cartucho |los ojos |la grapa | cartucho con | seco Grasa total (%)
(@) (@) (@) ojos (9) final (9)
1 1.4159 3.0036 0.0322 4.4517 2.6671 | 3.5186
2 1.4294 3.0032 0.0322 4.4648 2.3295 | 2.5969
3 1.4427 3.0038 0.0325 4.4790 2.3510 | 2.6206
Desviacion estandar | + 0.5254

% de grasa promedio: 2.9120 + 0.5254

DETERMINACION DE PROTEINA

Ecuacioén para determinar % de proteina

Dénde:

N: Normalidad de HCI=0.1 N
V: Volumen de H,SO, - volumen consumido de HClI =5 mL
m: Masa de la muestra (g) =0.15g

14 xNx WV x 100 x factor

% Proteina =----

m x 1000
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Factor para pescado = 6.25

No. Muestra | Volumen consumido de HCI | Proteina (%)
1 0.9 23.9166
2 0.6 25.6666
3 0.7 25.0833
Promedio | 24.8888
Desviacion estandar | + 0.7275

DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES

y =0.0263x + 0.0623
R?=0.9781

10 20 30 40
Concentracién (ppm)

50

Figura 20 Curva patron de azucares totales.

AzUcares totales

0.0052 %




EXTRACCION QUIMICA DE ACIDO HIALURONICO CRUDO

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Tratamiento | Peso (g)
1 0.0172
2 0.0184
Tratamiento | Peso (g)
1 0.0110
2 0.0220
Tratamiento Peso (g)
1 0.0169
2 0.0188
Tratamiento Peso ()
1 0.0420
2 0.0624

Método quimico

Rendimiento %

0.0830 %

g de AHC/ g de humor vitreo

0.00083

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Peso molecular.

S: Estandar: 8-15 kDa
Método quimico.

Q1: 8-15 kDa

Q2: 8-15 kDa

Q3: 8-15 kDa

S Q1 Q2 Q3 E1 E2 E3 §

495 kDa
310 kDa
214 kDa
110 kDa
10 kDa

2 kDa
1 kDa
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CUANTIFICACION DE ACIDO HIALURONICO POR ESPECTROSCOPIA DE UV

0.6

0.5 A

0.4 -

Absorbancia nm

0.1 -

y = 0.0095x + 0.0329
R?=0.9878

@ Abs

0 & T T
0 10 20

30 40 50 60

Concentracion (ppm)

Figura 21 Curva patrén de Acido Glucorénico

Método quimico

Acido glucurénico

42.93 ppm

Acido hialurénico

92 ppm

Rendimiento Acido Hialurénico puro

Acido hialurénico

Meétodo quimico

1 0.0022 %
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IX.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e A partir de los resultados obtenidos, se concluye que la extraccion de acido
hialuronico fue satisfactoria, ya que las distintas pruebas realizadas al
extracto crudo obtenido, demuestran la presencia de dicho polisacarido.

e La extraccion realizada por el método quimico mostro un rendimiento de
0.00083g de &cido hialurénico crudo por gramo de humor vitreo (0.0830 %
p/p). Dicho rendimiento o puede ser afectado por factores como el tamafio
de los pescados, la edad y la procedencia del mismo. Por lo tanto se
concluye que el rendimiento de extracto crudo puede variar dependiendo de

las caracteristicas de la materia prima.

e La cuantificacion de acido hialurénico por espectroscopia de UV-Vis, arrojé
rendimientos cercanos a los reportados anteriormente en trabajos
realizados con humor vitreo bovino, de tiburén y pez espada. Con una
concentracion de 92 ppm se confirma la presencia de acido hialurénico en

humor vitreo de residuos acuicolas.

e Con la cuantificacién de acido hialurénico por espectroscopia de UV-Vis, se
cuantifica un rendimiento de 0.000022 gramos de AH puro por gramos de
humor vitreo (0.0022%). Con este método indirecto se cuantifica a la

fraccion del D-glucuronico.

e Con electroforesis en gel de agarosa se determiné el peso molecular del
acido hialurénico obtenido, el cual oscila entre 8 y 15 kDa. Este resultado se
atribuye al método de extraccion, ya que se han reportado extractos de

acido hialurénico con peso molecular de 100 kDa a partir de ojos de tilapia.
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X.- COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y APLICADAS

1.- Capacidad de analisis y sintesis.
2.- Capacidad de organizar y planificar

3.- Habilidades de gestion de la informacion (habilidad para buscar y analizar

informacion proveniente de fuentes diversas).

4.- Analisis y solucion de problemas

5.- Toma de decisiones

6.- Capacidad critica y autocritica

7.- Trabajo en equipo

12.- Compromiso ético

13.- Capacidad de aplicar los conocimientos en la practica
14.- Habilidades de investigacion.

16.- Capacidad para adaptarse a nuevas situaciones
17.- Capacidad de generar nuevas ideas (creatividad)
21.- Disefo y gestion de proyectos.

23.- Preocupacion por la calidad.
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