CARRERA DE BIOTECNOLOGIA

. #ﬂgmm.‘%
UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO é\o"\
FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN g &
1
ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA .-

Elaboracion de un bioplastico a partir de colageno obtenido de residuos de wet blue

proveniente de una curtiembre de la ciudad de Ambato

Trabajo de Titulacion, Modalidad Proyecto de Investigacion, previo a la
obtencion de titulo de Ingeniera Biotecnologa, otorgado por la Universidad

Técnica de Ambato, a través de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia.

AUTOR: Sara Noemi Naranjo Moreno

TUTOR: Nelly Esther Flores Tapia, PhD.

Ambato - Ecuador

Septiembre - 2023

»

'Isown‘-\“o\‘



APROBACION DEL TUTOR

Ing. Nelly Esther Flores Tapia, PhD.

CERTIFICA:

Que el presente Trabajo de Titulacion ha sido prolijamente revisado. Por lo tanto,
autorizo la presentacion de este Trabajo de Titulacion, modalidad Proyecto de
Investigacion, el mismo que responde a las normas establecidas en el Reglamento de

Titulos y Grados de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

Ambato, 25 de julio de 2023.

Firmado electrénicamente por:

4% NELLY ESTHER
FLORES TAPIA

Ing. Nelly Esther Flores Tapia, PhD.
C.1. 1716253305

TUTOR



AUTORIA DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Sara Noemi Naranjo Moreno, manifiesto que los resultados obtenidos en el
presente Trabajo de Titulacién, modalidad proyecto de investigacion, previo a la
obtencion del titulo de Ingeniera Biotecndloga son absolutamente auténticos y
personales a excepcidn de las citas bibliograficas.

Sara Noemi Naranjo Moreno
C.1. 1805453287
AUTOR



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato para que haga uso de este Trabajo de
Titulacion o parte de él un documento disponible para su lectura, consulta y proceso
de investigacion, segun las normas de la institucion.

Cedo los derechos en linea patrimoniales de mi Trabajo de Titulacién con los fines de
difusion pablica, apruebo la reproduccion de este, dentro de la Universidad, siempre y

cuando no suponga una ganancia econdmica y se realice respetando mis derechos
como autor.

Sara Noemi Naranjo Moreno
C.l. 1805453287
AUTOR



APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO

Los suscritos profesores calificadores, aprueban el presente Trabajo de Titulacion,

modalidad de Proyecto de Investigacion, el mismo que ha sido elaborado de

conformidad con las disposiciones emitidas por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en

Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

Para constancia firman:

Ambato, 25 de agosto 2023

NI Cl O
EZ ALDAS

Presidente del tribunal

T k fi rmadas_sl\_E:éém canent 5 oPEZ
2 HERNANDEZ

Dr. Orestes Dario Lopez Hernandez

C.1. 1754784864

ETELERE WRETTZR oE
LA TORRE OLVERA
P

Dra. Helena Maritza de la Torre Olvera

C.1. 1309651998



DEDICATORIA

A Dios, por haberme dado salud, vida y fortaleza, para culminar una gran meta en
mi vida.

A mi madre por haberme dado los mejores consejos de vida, el carifio y generarme
la valentia necesaria para poder lograr todos mis propdsitos.

A mi, quien ha superado obstaculos y abrazado el crecimiento personal con valentia
y determinacion. Con carifio, para seguir adelante y nunca dejar de creer en mi

potencial.

vi



AGRADECIMIENTO

A mi familia, gracias por estar siempre ahi, por escuchar mis alegrias y mis
preocupaciones, por comprenderme incluso cuando las palabras no eran suficientes.
Su carifio incondicional me ha dado fuerzas para enfrentar los retos y seguir adelante,

sabiendo que nunca estoy sola en este camino.

A mi tutora de tesis, Dra. Nelly Flores y al Ing. Giovanny Freire por su paciencia y

ayuda brindada para el desarrollo de esta tesis

Al Ing. Andrés Sanchez, quien ha sido un pilar fundamental de mi vida universitaria,
iluminando mi camino con sabiduria, paciencia y un corazén bondadoso. Gracias a su
inestimable apoyo, he crecido y aprendido de manera valiosa sus ensefianzas y
consejos. Con profundo carifio, le dedico mis logros presentes, sabiendo que su

influencia perdurara en mi camino hacia el éxito.

A todos mis amigos, en especial a Micaela, Pablo y Daniel por haber compartido tantos
momentos de tristeza y alegria, su presencia han sido un consuelo en los dias dificiles.
En cada risa compartida, en cada abrazo reconfortante y en cada gesto de carifio, se ha
tejido una historia Unica que atesoro con el corazén. Agradezco a la vida el haber

cruzado nuestros caminos, porque en ustedes he encontrado un tesoro invaluable.

Vii



INDICE GENERAL DE CONTENIDOS

APROBACION DEL TUTOR......ooviiieeieeeessteete st sesessesessessessesssssessesssssn s i
AUTORIA DEL TRABAJO DE TITULACION .....ooooiuiiiiiniineineieireceneineeecenene. iii
DERECHOS DE AUTOR ..ttt ettt v
APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO ..., v
DEDICATORIA ...ttt e et e e e snae e e nae e e nnaeas vi
AGRADECIMIENTO ..ottt vii
INDICE GENERAL DE CONTENIDOS.......cocuiiiieeeieeeeteeeese e, viil
INDICE DE TABLAS ..ottt ves et tsses s enasse st Xi
INDICE DE FIGURAS.......ovieeeeeieeeeeeses st sesteses s enass st Xi
RESUMEN EJECUTIVO ...ttt e Xii
ABSTRACT ..ottt ettt r ettt re bt b et e neere e Xiii
CAPITULO 1.- MARCO TEORICO.......ouieriirirnieirneeseisessesisssssssesessssssssessssnns 1
1.1 Antecedentes INVESTIGAtIVOS .........ccurieiirriereiiesii e 1
1.1.1  Industria de la Curtiduria .........ccoceeeieneiiniinieeese e 2
1.1.1.1 Proces0 e CUIIAO ......ccuevueiierieeieiie e sie et sneas 2
1.1.1.2 TIip0S de CUItIAO......cceeivieie et 4
1.1.1.3 Impactos AMDIENTAIES...........coiiiiiiiee e 4
LL2WELDIUE ..o 5
1.1.2.1 Produccion de 1as Virutas de CUBIO.........cccvreeieriereie e 6
I T 0] - o =1 o T TSROSO 7
1.1.3.1 Fuentes de COIAgEN0 ........coeieiieeiese s 7
1.1.3.2 Obtencion de hidrolizado de colageno a partir de wet blue.................... 8

I I S AN [ 0T o [0 o ISR UR PSSO 9
1.1.4.1 Almidon de zanahoria blanca (Arracacia xanthorrhiza) ..................... 10
1.1.5 PIASUTICANTES ..eovveieieiieeiicie et 10
1.1.5.1 Alcohol polivinilico (PVA) ..ot 11
T €1 ol 4 | - USSR 12
GRS To] oTo 1144 1=T (1SRRI 13
1.1.6.1 BIOPIASTICOS .....cuviiiitiiiieieeiee et 13
1.1.6.2 Ensayos de caracterizacion del bioplastico............ccccooevveveiiiiieee 14

1.2 ODJELIVOS ..ttt ettt e et e e e rae e re e 17
1.2.1 ODBJEtiVO GENEIAL ....c.oeeiviieiie e 17
1.2.2 ODbjetivos BSPECITICOS ....ccviceiiieeieciesee e 17



1.3 HIPOLESIS. ... ettt ettt 17

CAPITULO 2.- METODOLOGIA ..ot 18
2.1 MALETTAIES ... bbb 18
2.2 IMIBLOUOS ...ttt bbbttt bbbt 21

2.2.1 Recepcion y procesamiento de la materia prima.........cccceeeeeverenennenn, 21
2.2.2 Extraccion de Hidrolizado de colageno a partir de wet blue .................. 22
2.2.3 Célculo del rendimiento del hidrolizado de coldgeno..........cccoceeevveuenne, 22
2.2.4 Analisis de cromo en el Hidrolizado de colageno...........cccccvevveveiveennenn, 22
2.2.5 Formulacion bioplaStiCO..........c.cciiiiiieiece e 23
2.2.5.1 Obtencidn de almidon a partir de zanahoria blanca (Arracacia
XaNTNOITNIZA) ... ..eiiice e 23
2.2.5.2 Formulacion de mezclas para obtener bioplasticos...........c.ccccevennee, 24

2.2.6 Ensayos mecanicos para determinar la calidad del bioplastico formado.25

2.2.6.1 ENsay0 de traCCiON ........c.coveieieeie e 25
2.2.6.1.1 AnAlisis eStadiStiCO .....c.cvververiereieii e 25
2.2.6.2 Permeabilidad al Vapor...........ccccecviiieiieieec e 26
2.2.6.3 Solubilidad N agua..........cceieiiiiiiiiseee 27
2.2.6.4 RecuperaCion €lAStiCa...........ccocveieeiieiie i, 27
2.2.6.5 Ensayo de biodegradabilidad .............c.ccooeiiiiiiniiie, 28
CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION ........cooovimriiriineireieineienineeeennes 29
3.1 Analisis y discusion de 10S resultados............ccoeeveveeieiieiiee e, 29
3.1.1 Extraccion de coldgeno a partir de wet blue ..., 29
3.1.2 Andlisis de cromo en el Hidrolizado de colageno...........ccccccvveieiveenenn, 30
3.1.4 Formulacion del DiopIASLICO.........ccceeiiiiieiceee e 31
3.1.5 Disefio experimental para la elaboracién de los bioplasticos.................. 32
3.1.6 ANAlISIS EStAUISICO. ... cveiveieiiiecieeeeee e 32
3.1.7 Resistencia a 1a traCCioN ...........cveveierieriese e 38
3.1.8 Permeabilidad al vapor de agua ...........ccocevereiininiiiee e 40
3.1.9 Solubilidad €N agUA.........cceecviiieiiee e 41
3.1.10 ReCUPeraCion IASHICA. ...........ccurieieieieie it 42
3.1.11 MOAUIO dE YOUNQ ..ottt 43
3.1.12 Ensayo de biodegradabilidad ............cccoocoiiiiiiiiniii e 45
3.2 Verificacion de NIPOLESIS. .......ccuiiiiiieieiee s 47
CAPITULO 4.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .......cccocvvviieenn. 48
03 Tod [ 1] o] T SRS 48



4.2 Recomendaciones...................

MATERIALES DE REFERENCIA

Referencias Bibliogréficas...........

ANEXOS oot



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 ProCeS0 AE CUMITO ...t et e e e e e e e e e eee e e e e e e e e e eeneens 2

Tabla 2 Tipos de hidrdlisis para la obtencion de hidrolizado de colageno...............8

Tabla 3 Reactivos de 1aDOratorio. . .......cooe et 18
Tabla 4 EQUIP0S de 1aD0FAt0NI0 .........eiveeiiiiecieese e 19
Tabla 5 Insumos de 1aboratorio.......coooeeee oo 19

(PVWV) ettt ettt s ettt b bbbt nenns 20
Tabla 7 Formulaciones del polimero utilizando glicerina............ccccoovvcereincnenencnn 21
Tabla 8 Determinacion de cromo presente en el hidrolizado de wet blue ................ 30
Tabla 9 Datos de resistencia para cada formulacion con PVA ..o 32
Tabla 10 Andlisis de varianza para la resistencia con PVA..........ccccoceveiieeiiiineennn, 33
Tabla 11 Datos de resistencia para cada formulacion con glicerina..........c.............. 35
Tabla 12 Andlisis de varianza para la resistencia con glicerina...........cc.ccccecerevnnene 35
Tabla 13 Formulaciones con valores signifiCativos ...........ccocevereneninenenieeeee, 38
Tabla 14 Datos de permeabilidad al vapor de agua ...........ccceevevveiieveciicieece e, 40
Tabla 15 Datos de solubilidad en agua.............ccceeveiieiiiic i 41
Tabla 16 Datos obtenidos de recuperacion elastiCa ..........ccoceoveerernenereinc e 42
Tabla 17 Datos obtenidos del MAdulo de Young.........cccoereirenenncieieec e 43
Tabla 18 Resultados obtenidos de la degradacion en el suelo ...........ccccceeveeeenennen. 45

INDICE DE FIGURAS

Figural Virutas de Wet DIUE ... 6
Figura2 Hidrolizado de COIAgENO .........ccviieiiieiiiicceee e 9
Figura3 Estructura del PVA ... 12
Figura4  Estructura de la gliCerina.........cccooveiiiiiii i 13
Figura5 Hidrolizado de coladgeno obtenido durante el proceso............cccce..... 30
Figura6 Interaccion de los factores para reSistencia..........ccccevveveeeieieeiieeiennnn, 34
Figura7 Diagrama de Pareto de los efectos analizados ............cccccceeeveeiieinnnne, 36
Figura8 Interaccion de los factores para resistencia con glicerina.................... 37

xi



RESUMEN EJECUTIVO

El estudio y la elaboracion de bioplasticos es un tema importante en el mundo actual,
debido a la gran incidencia de los plasticos convencionales en la contaminacion
ambiental por su acumulacién, dado su bajo nivel de degradacion y su uso cotidiano
tan extendido. Esto causa que millones de toneladas sean producidas al afio y otros
millones méas terminen como desechos en los suelos y océanos. La propuesta de un
bioplastico como sustituto de materiales convencionales permitiria una innovacion

significativa.

La investigacion se centra en la linea de investigacién biotecnoldgica con enfoque en
medio ambiente y para la elaboracién del bioplastico propuesto, se utilizd una
formulacién basada en colageno hidrolizado obtenido a partir de virutas de wet blue
mediante una hidrolisis con MgO, almiddn de zanahoria blanca y plastificantes como
alcohol polivinilico y glicerina, el objetivo fue la elaboracion de un material con
caracteristicas Optimas de resistencia a la traccion, recuperacion eldstica,

permeabilidad en agua, solubilidad en agua y biodegradabilidad.

El producto fue elaborado con la intencién de proponerlo como un reemplazo de las
fundas plasticas o el polietileno de baja densidad. Una de sus ventajas agregadas es
que contiene en su formulacion un desecho que normalmente se descartaria. Ademas,
posee caracteristicas similares a las del plastico convencional, pero se obtiene a un
menor costo y tiene la capacidad de degradarse naturalmente en un periodo de tiempo
corto. Esto permitiria una mayor sostenibilidad ambiental y, al mismo tiempo,

satisfaria las necesidades de confort humano, mejorando el impacto en el ecosistema.

Palabras clave: wet blue, hidrolizado de colageno, bioplastico, biodegradabilidad,

resistencia mecanica, gestién ambiental.
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ABSTRACT

The study and development of bioplastics is an important topic in the current world
due to the significant impact of conventional plastics on environmental pollution,
caused by their accumulation, low degradation rate, and widespread everyday use. This
results in millions of tons being produced annually, with millions more ending up as
waste in soils and oceans. The proposal of a bioplastic as a substitute for conventional

materials would allow for significant innovation.

The research focuses on the biotechnological research line with an environmental
approach, and for the production of the proposed bioplastic, a formulation based on
hydrolyzed collagen obtained from wet blue shavings through hydrolysis with MgO,
white carrot starch, and plasticizers such as polyvinyl alcohol and glycerin was used.
The objective was to create a material with optimal characteristics of tensile strength,

elastic recovery, water permeability, water solubility, and biodegradability.

The product was developed with the intention of proposing it as a replacement for
plastic bags or low-density polyethylene. One of its added advantages is that it
incorporates a waste material that would normally be discarded. Furthermore, it
possesses similar characteristics to conventional plastic but is obtained at a lower cost
and has the ability to naturally degrade in a short period of time. This would allow for
greater environmental sustainability while simultaneously meeting human comfort

needs and improving the impact on the ecosystem.

Key words: wet blue, collagen hydrolyzate, bioplastic, biodegradability, mechanical

resistance, environmental management.

Xiii



CAPITULO 1.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

Los plasticos son materiales sintéticos elaborados a partir de derivados de petréleo los
cuales se han convertido en una gran opcion de uso debido a su durabilidad y bajo
costo, este material se ha utilizado en varias aplicaciones como envases, embalajes,
cubierta de dispositivos electronicos y materiales de construccidn entre otros (Benson
et al., 2021). Sin embargo, a pesar de su gran utilidad, los plasticos también han

demostrado ser perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana (Tiseo, 2022).

La mayoria de los plasticos tardan cientos de afios en descomponerse lo que causa
problemas en océanos, rios y ecosistemas terrestres. Ademas, muchos plasticos poseen
en su composicion quimicos como el bisfenol A (BPA) y los ftalatos, que se utilizan
para mejorar sus propiedades mecéanicas (Silva et al., 2006). Sin embargo, estas
sustancias pueden filtrarse en los alimentos y bebidas de consumo, lo que representa

un riesgo para la salud humana.

La necesidad de materia prima para la produccion de plastico es extraordinaria, con un
aumento significativo en la produccion global desde alrededor de 2 millones de
toneladas en 1950 hasta aproximadamente 400 millones de toneladas en 2018 (Sabbah
& Porta, 2017). Se espera que esta demanda continle en constante aumento, llegando
a superar los 1.000 millones de toneladas para el afio 2050.

La generacion de residuos provenientes de plastico puede afectar indirectamente a
otras localidades. Segun lo expuesto, se ha determinado que en el periodo de 2020 a
2021 llegé a las costas ecuatorianas 12,791 toneladas de residuos plasticos traidos por
la corriente oceanica. A esto se suman las 531,461 toneladas de plastico generadas
localmente (Jiménez, 2022). Esto se traduce en una cantidad de desecho exorbitante

gue no puede contenerse en los rellenos sanitarios dispuestos, debido a que la



generacion de basura supera con creces la capacidad gubernamental de disposicion
final. En parte también, esto se debe a la poca cultura de reciclaje existente en el pais
y la tecnologia obsoleta que hace poco aprovechable a la gran mayoria de desechos

derivados del plastico (Vargas et al., 2011).

1.1.1 Industria de la curtiduria

La industria del cuero juega un papel crucial en muchos paises, ya que constituye un
sector economico de gran relevancia que genera empleo significativo y contribuye al
desarrollo econémico de las comunidades (Martinez & Romero, 2017). Esta
industria abarca la fabricacién, procesamiento y venta de productos derivados del
cuero, comenzando con la obtencion de pieles animales, especialmente de ganado
bovino las cuales son tratadas mediante un proceso de curtido para que posean mayor
resistencia (Sathish et al., 2016).

Esta industria produce una variedad de productos, como calzado, accesorios, prendas
de vestir, articulos de marroquineria y muebles. Moktadir et al., (2020) menciona
que estos productos derivados del cuero son altamente demandados y gozan de una
fuerte presencia en el comercio global, lo que contribuye significativamente a las

transacciones internacionales.

1.1.1.1 Proceso de Curtido

Tabla 1

Proceso de curtido

Proceso Descripcion

1. Preparacion de lapiel Se adquieren pieles de animales, usualmente
provenientes de ganado bovino las cuales son
extraidas durante el sacrificio del animal y luego se

someten a una serie de etapas iniciales, como el



proceso de desollado y la eliminacion de la grasa 'y
carne adherida.

2. Remojo Las pieles son sumergidas en agua con el propdsito
de eliminar las impurezas y cualquier rastro de
sangre. Este procedimiento también contribuye a
ablandar las pieles y prepararlas para el siguiente
paso del curtido.

3. Curtido primario El curtido al cromo es el método mas rapido y
comun en el cual se utilizan sales de cromo para
estabilizar y endurecer las proteinas del cuero.

El curtido vegetal es mas respetuoso con el medio
ambiente pero mas lento y costoso.

4. Eliminacion de pelaje  Se realiza un proceso llamado descerado, en este
paso se utilizan productos quimicos o enzimas que
tienen la capacidad de disolver el pelaje.

5. Division Se procede a dividir la piel en capas mas delgadas,
segun el grosor y el tipo especifico de cuero que se
quiera obtener.

6. Curtido secundario El cuero es sometido a una segunda etapa de curtido
con el propésito de mejorar su calidad y
caracteristicas particulares, como su flexibilidad y
textura.

7. Lavadoy limpieza Se procede al lavado y limpieza del cuero para
eliminar cualquier residuo quimico o impureza que
pueda quedar después del curtido.

8. Secadoy estirado El cuero se seca cuidadosamente y se estira para
evitar deformaciones.

9. Acondicionamiento y Se utilizan productos con el propdsito de

acabado acondicionar el cuero, proporcionandole suavidad y
el acabado final deseado, como tefiirlo, pulirlo o

aplicarle una capa protectora.

Nota. Las virutas de wet blue se forman durante el proceso de division fuente: (Ministerio del
Ambiente, 2013).



1.1.1.2 Tipos de curtido

El curtido al cromo: es el procedimiento mas prevalente en la industria del cuero. Este
método emplea sales de cromo trivalente (Crlll), que logran estabilizar y hacer
impermeable el cuero de manera muy efectiva. No obstante, el cromo Il es
considerado toxico y puede tener efectos perjudiciales para la salud humanay el medio
ambiente (Ministerio del Ambiente, 2013).

Curtido vegetal: este proceso utiliza extractos de plantas como la corteza de los arboles
para curtir el cuero. Font, (2006) expone que esta es una opcién mas respetuosa con
el medio ambiente ya que los productos utilizados son de origen natural y no contienen
productos quimicos nocivos. No obstante, el proceso de curtido vegetal puede ser méas

lento y menos eficiente en comparacion con otros métodos.

El curtido de aluminio: es un procedimiento que emplea sales de aluminio para el
curtido del cuero. Aungue es menos comun que el curtido con cromo, se considera una
alternativa mas segura, ya que el aluminio es menos toxico que el cromo hexavalente
(Gao et al., 2020).

El curtido con aceite es un procedimiento que emplea aceites vegetales para curtir el
cuero (Sahu, Jayakumar & Alla, 2022). Esta técnica es mas delicada y realza la
belleza natural del cuero, aunque puede ser mas costosa y requiere mas tiempo para

completarse.

1.1.1.3 Impactos Ambientales

La industria de la curtiduria también enfrenta desafios ambientales, especialmente en
relacion con la gestion adecuada de los residuos generados durante el proceso de

curtido a (ONU, 2020). Algunos de estos problemas se muestran a continuacion;



El proceso de curtido de pieles consume una cantidad significativa de agua, que se
utiliza en el remojo, lavado y enjuague de las pieles. Esta demanda hidrica puede
agotar los recursos locales de agua y generar escasez en las regiones donde se lleva a
cabo la produccion de cuero. Los productos quimicos empleados en el proceso de
curtido, como las sales de cromo trivalentes, tintes y productos quimicos de acabado
pueden ingresar a las aguas residuales generadas por el curtido (Chojnacka et al.,
2021). Si no se manejan adecuadamente, pueden afectar negativamente fuentes de
agua cercanas, como rios, arroyos Yy acuiferos, perjudicando la calidad del agua y los

ecosistemas acuaticos.

Durante el proceso de curtido del cuero, se generan grandes cantidades de residuos
solidos, como recortes de cuero, pelo y lodos de depuradora, los cuales deben ser
tratados y eliminados adecuadamente para evitar su impacto en el medio ambiente
(Piccin et al., 2016). Ademas, la produccion de cuero requiere un considerable
consumo de energia, especialmente para calentar el agua y secar las pieles, lo que
puede generar emisiones de gases de efecto invernadero y contribuir al calentamiento
global (Ministerio del Ambiente, 2013).

Es esencial abordar estos desafios ambientales para promover practicas mas
sostenibles en la industria del cuero la cual hace esfuerzos significativos para avanzar
hacia métodos de curtido mas ecoldgicos y sostenibles. Por ejemplo, se esta reduciendo
el empleo de productos quimicos toxicos y se esta trabajando en el reciclaje del agua
utilizada en el proceso de produccion. Estos avances reflejan un compromiso por parte
del sector cuero para proteger nuestro entorno y preservar los recursos naturales para

las generaciones futuras (Moktadir et al., 2020).

1.1.2 Wet blue

El wet blue es un término utilizado para nombrar al cuero que ha pasado por una
curticion con cromo las cuales formar enlaces cruzados entre las proteinas del

colageno, esto se logra debido a la capacidad del cromo trivalente (Cr I11) (Figura



1), el cual también proporciona caracteristicas de resistencia, maleabilidad y le

genera una tonalidad azul (Pistori, 2018).

Figural

Virutas de wet blue

Nota. Virutas de wet blue secadas a 70 °C durante 24 horas

1.1.2.1 Produccion de las virutas de cuero

En la etapa de division (Tablal), que sigue al proceso de curticion del cuero, se generan
las virutas de cromo. Durante este procedimiento, las pieles curtidas son
mecanicamente divididas en capas mas delgadas y flexibles. Estas virutas de cuero
varian en tamafio y grosor y suelen ser empleadas en la fabricacion de articulos que
requieren cuero mas delgado y flexible (Osinsky, 2006). De esta manera, se optimiza
la utilizacion de recursos en la industria del cuero y se reduce el desperdicio. Sin
embargo, el manejo de las virutas de cromo es uno de los mayores desafios en la
gestién de residuos, ya que el cromo presente en ellas puede oxidarse por diferentes
factores y convertirse en cromo hexavalente (Cr VI) el cual puede causar dermatitis,
irritacion en la piel y dafio pulmonar, segun la Agencia Internacional del Cancer es

clasificado como cancerigeno (Kim et al., 2018).



1.1.3 Colégeno

El colageno es una proteina fibrosa que se halla en diversos tejidos del cuerpo humano
y otros animales, como la piel, el cartilago, los huesos, los tendones y los vasos
sanguineos. Es la proteina mas prevalente en los mamiferos y desempefia un papel

esencial en la fortaleza y configuracion estructural de los tejidos.

Shoulders & Raines, (2009) mencionan que el colageno se compone de extensas
cadenas de aminodcidos, principalmente glicina, prolina, hidroxiprolina y lisina. Estas
cadenas se unen para formar una estructura tridimensional resistente y flexible. Este
proporciona un soporte estructural esencial a los tejidos y 6rganos, mejorando su
estabilidad, elasticidad y fortaleza. Asimismo, juega un papel crucial en la
regeneracion y reparacion de tejidos dafiados, contribuyendo a la salud de la piel, las

articulaciones, los huesos y los vasos sanguineos (Kisling & Katwa, 2019).

1.1.3.1 Fuentes de Colageno

Las fuentes mas comunes para extraer colageno son de origen animal, estas pueden

Ser.

La piel de animales como vacas, cerdos, pollos y peces es una de las principales fuentes
de colageno. Se emplea principalmente la piel de estos animales, que es un
subproducto de la industria carnica. Los huesos y cartilagos de animales, como los de
carne de res y pollo, asi como las escamas y cartilagos de ciertos tipos de pescado
como el bacalao, el salmén vy la tilapia, son fuentes valiosas de coladgeno (de Melo,
2021).



1.1.3.2 Obtencion de hidrolizado de coldgeno a partir de wet blue

Para obtener hidrolizado de coldgeno (HC) se pueden utilizar diferentes métodos de

hidrolisis, los cuales involucran la ruptura de las moléculas en fragmentos mas

pequenos.

Tabla 2

Tipos de hidrolisis para la obtencion de hidrolizado de colageno

Hidrolisis

Descripcion

Compuestos Referencia

Alcalina

Acida

Enzimética

Se utiliza una solucion
béasica para descomponer
el colageno en fragmentos
mas pequefios.

Es menos agresivo para
las proteinas del
colageno, se produce de
mejor calidad y menos
desnaturalizado.

El acido descompone las
uniones quimicas en el
colageno, lo que da como
resultado la liberacion de
péptidos de colageno mas
pequefos.

Se afaden enzimas al
colageno, que catalizan
las reacciones quimicas
necesarias para la

hidrolisis.

Oxido de magnesio  (Vallejo et al.,
Oxido de calcio 2019;  Jordan,
Hidroxido de sodio  2011).

Hidroxido de calcio

Acido clorhidrico (Quintero &
Acido acético Zapata, 2017).
Acido sulfarico

Acido citrico

Enzimas (Jordan, 2011).
proteoliticas
Hykol-E®

Nota. EI Hykol-E® es un producto quimico comercial, el cual estd compuesto de una linea de éteres de

celulosa modificada.



Figura 2

Hidrolizado de coladgeno
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Nota: Proceso de generacién de colageno hidrolizado. Basado en: (Neorg, & Sa, 2023)

1.1.4 Almiddn

El almiddn es un tipo de polisacarido que se encuentra en diversas plantas y es una de
las principales formas de almacenar energia en forma de carbohidratos para el
desarrollo y crecimiento de las plantas. Esta compuesto por cadenas largas de glucosa
unidas mediante enlaces glucosidicos (Yu et al., 2019). El almidon se puede encontrar

en drganos de almacenamiento de las plantas, como tubérculos, raices y granos.

El almidén se muestra en forma de granulos y puede constar de dos componentes
principales: amilosa la cual es una glucosa de cadena lineal y amilopectina la cual se
presenta como una cadena ramificada. Se encuentra en deferentes proporciones
dependiendo de la planta que provenga. Se utiliza ampliamente en la industria
alimentaria por sus propiedades estabilizadoras, gelificantes y espesantes. Sin
embargo, también se utilizan para la fabricacion de bioplasticos, adhesivos, papel y

textiles entre otros (Donmez, 2018).



1.1.4.1 Almidén de zanahoria blanca (Arracacia xanthorrhiza)

El alImiddn de zanahoria blanca (Arracacia xanthorrhiza) presenta algunas diferencias
notables en sus propiedades y caracteristicas en comparacion con otros almidones

utilizados para la fabricacion de bioplasticos.

En su composicion quimica, el almidon de zanahoria blanca contiene tanto amilosa
como amilopectina. La amilosa es una cadena lineal de glucosa unidas por enlaces
alfa-1,4-glucosidicos y, por lo general, representa alrededor del 20-30% del almiddn
presente en las zanahorias. Por otro lado, la amilopectina es una cadena ramificada de
glucosa unidas por enlaces alfa-1,4-glucosidicos y enlaces alfa-1,6-glucosidicos en los
puntos de ramificacion. Esta es la forma méas abundante de almidon en la zanahoria

blanca, representando aproximadamente el 70-80% del total (Pinto, 2019).

La proporcién de amilosa y amilopectina en el almidon de zanahoria blanca puede
tener un impacto significativo en sus propiedades y funcionalidades al utilizarse en la
fabricacion de bioplasticos. Pinzon, (2020) sefiala que la amilosa, con su estructura
lineal, puede influir en la formacién de peliculas y materiales mas rigidos, mientras
que la amilopectina, con su estructura ramificada, podria contribuir a la flexibilidad y

elasticidad de los bioplasticos resultantes.

Estas particularidades en la composicion del almidén de zanahoria blanca hacen que
sea un material de interés para la produccidon de bioplasticos con propiedades
especificas y una opcion prometedora para la industria de los materiales sostenibles y

ecologicos.

1.1.5 Plastificantes

Los plastificantes son aditivos quimicos esenciales que desempefian un papel

fundamental en la mejora de las propiedades fisicas de los pléasticos, tales como su
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resistencia y durabilidad. Los polimeros, que son largas cadenas de moléculas que
conforman los plasticos, tienden a volverse rigidos y quebradizos cuando se unen entre
si. Es en este punto donde los plastificantes intervienen como lubricantes, reduciendo
la fuerza de interaccion entre las cadenas de polimeros y permitiéndoles deslizarse
unos sobre otros con mayor facilidad (Czogala, Pankalla & Turczyn, 2021). Como
resultado, el plastico adquiere mayor flexibilidad, elasticidad y capacidad para resistir

impactos.

1.1.5.1 Alcohol polivinilico (PVA)

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero termopléstico amorfo y lineal que
presenta caracteristicas notables. Aunque es insoluble en la mayoria de los solventes
organicos, se disuelve en agua caliente y mezclas de agua y alcohol (Bavya et al.,
2019). Su estructura le proporciona una alta resistencia a la traccion, asi como una

excelente capacidad para resistir impactos y flexiones.

La solubilidad del PVA puede variar en funcion de su grado de polimerizacion y grado
de hidrolisis. A medida que aumenta el grado de hidrolisis, es decir, la cantidad de
grupos hidroxilo en el polimero, su solubilidad en agua también aumenta. Esto
significa que su capacidad de disolucion se puede ajustar para adaptarse a diversas

aplicaciones (Fan, 2008).

El PVA es ampliamente utilizado para fabricar peliculas delgadas y transparentes con
una resistencia mecénica destacada, ademas de ofrecer una buena barrera contra el
vapor de agua y el oxigeno (Wypych, 2015). Esta combinacion de propiedades lo hace
adecuado para envases y recubrimientos que requieren una alta proteccion contra la

humedad y los gases.

Una de las cualidades mas destacadas del PVA es su biodegradabilidad en condiciones

ambientales adecuadas. Cuando esta expuesto a microorganismos y humedad, el PVA
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se descompone en agua y didxido de carbono, sin dejar residuos toxicos (Singh et al.,
2021). Esta caracteristica lo convierte en una opcién mas ecoldgica para aplicaciones
donde la biodegradabilidad es esencial, ayudando a reducir el impacto ambiental y
promoviendo la sostenibilidad. EI uso responsable del PVA puede contribuir a la
proteccion del medio ambiente y la transicion hacia materiales mas eco-amigables en

diversas industrias.

Figura 3

Estructura del alcohol polivinilico (PVA)

Ll
|

H OH
Nota: Obtenido de: (Salman, 2018)

1.1.5.2 Glicerina

La glicerina, conocida también como glicerol o propanotriol, es un compuesto quimico
organico liquido a temperatura ambiente. Es un liquido viscoso, incoloro, inodoro y
con sabor dulce. Se obtiene principalmente mediante la hidrélisis de grasas y aceites
vegetales o animales, como el aceite de coco, el aceite de soja o la grasa animal.
También puede ser un subproducto en la fabricacion de biodiesel (Atkins, 2007).

Cuando se afiade glicerina a ciertos polimeros, se logra reducir su rigidez y aumentar
la flexibilidad del material resultante (Vieira et al., 2011). Esto resulta especialmente
atil en aplicaciones que requieren un plastico mas blando y maleable, como en la

fabricacion de peliculas pléasticas o recubrimientos flexibles.

La glicerina funciona de manera similar a otros plastificantes, como los ftalatos, al

lubricar las cadenas de polimeros y permitir mayor movilidad y lubricidad entre ellas,
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esto mejora la resistencia al impacto, la facilidad de conformado y la procesabilidad
del pléstico (Callister & Rethwisch, 2019).

Figura 4

Estructura de la glicerina
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Nota. Obtenido de: (Salud, Nutricién Y Deporte, 2017)

1.1.6 Biopolimeros

Los biopolimeros son polimeros presentes de forma natural en organismos vivos o que
pueden producirse a través de procesos biotecnolédgicos. A diferencia de los polimeros
sintéticos obtenidos a partir de recursos no renovables como el petroleo, los
biopolimeros provienen de fuentes bioldgicas renovables, como plantas, animales,

bacterias y algas (George et al, 2020).

1.1.6.1 Bioplasticos

Los bioplasticos son plasticos hechos principalmente de materiales bioldgicos
renovables en lugar de recursos fésiles no renovables como el petréleo. Estos plasticos

estan hechos de biopolimeros.

Los bioplasticos se utilizan en una amplia gama de productos, como bolsas
compostables, envases de alimentos, vajillas desechables, textiles, peliculas agricolas,
asi como productos médicos y farmacéuticos (Neves, 2020). Su aumento en la
utilizacion es motivado por el deseo de reducir la contaminacion y fomentar practicas

mas sostenibles dentro de la industria.
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Los bioplasticos constituyen una porcion limitada del mercado global de pléasticos,
representando aproximadamente entre el 1 % y 2 %. La gran mayoria de los plasticos
que se emplean actualmente son polimeros obtenidos de recursos no renovables, como
el petréleo y el gas natural (Ibrahim et al., 20221). El bioplastico més utilizado en la
actualidad es el &cido polilactico (PLA) el cual es un polimero biodegradable que se
obtiene a partir del almidon de maiz, cafia de azucar y otros materiales vegetales con

alto contenido de almidon.

1.1.6.2 Ensayos de caracterizacion del bioplastico

1.1.6.2.1 Resistencia a la deformacion por esfuerzo mecanico a traccion.

La resistencia a la traccion o esfuerzo mecéanico se define como la capacidad de un
material de resistir a un nivel maximo antes de provocar su rompimiento causado por
estiramiento, tomando en cuenta que a su vez pueden incidir factores como la
temperatura, humedad o velocidad de deformacién. Lestari et al, (2020) expresa que
los plasticos comunmente son elaborados con la finalidad de soportar una fuerza
considerable en su estructura, por lo que las moléculas que componen el mismo deben
ser capaces de resistir el peso o fuerza aplicada en el material con la finalidad de
otorgar un buen nivel de proteccién a los objetos dispuestos en el bioplastico.

Para determinar la calidad de la Biopelicula formada y asegurar que cumpla con las
caracteristicas que permitan usarla en reemplazo de un plastico comun, es necesario
validar el comportamiento mecénico del material, para esto debe relacionarse la tasa
de deformacién de la estructura, como respuesta del material a una fuerza aplicada
(Asrofi et al., 2020).

La validacion de este parametro se realiza mediante el uso del texturémetro, donde se
induce un esfuerzo axial de tension creciente en la estructura de la Biopelicula
obtenida, hasta provocar la ruptura de esta, cabe recalcar que la fuerza aplicada en
este ensayo aumenta de forma lenta y progresiva para no causar una ruptura abrupta
del material (Hajikhani, Emam & Askari, 2021).
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1.1.6.2.2 Resistencia elastica

Este pardmetro mide el nivel maximo de estiramiento al que puede someterse la
Biopelicula antes de producirse una ruptura en su estructura y la capacidad de este de
regresar a su forma original una vez terminado el proceso de estiramiento. Alonso,
Felix, & Romero, (2022) indican que en este &mbito es necesario diferenciar los dos
tipos de materiales que se pueden identificar, uno completamente elastico que tendra
un 100% de recuperacion elastico y otro consideradonetamente como pléstico que no

tendré en ningun caso una recuperacion elastica completa.

1.1.6.2.3 Ensayos Fisicos

Los ensayos fisicos son importantes para determinar si el bioplastico obtenido
cumple con caracteristicas propias de un pléastico obtenido de manera comun
(Chowdhury et al., 2022).

e Medicién del grosor de la pelicula a partir del empleo de un micrémetro.

e Facilidad con que una o varias sustancias atraviesan la membrana que
compone el bioplastico, esto se conoce como permeabilidad.

e Identificar si la Biopelicula es susceptible por solubilidad, a ser disuelta
en disolventes comunes como el agua o en su defecto si esta va a ser usada
en el ambito alimenticio, su capacidad de disolverse en una matriz

alimentaria o en elsistema digestivo humano.

1.1.6.2.4 Ensayos de Biodegradabilidad

Kaur et al.,, (2019) menciona que la biodegradabilidad se define como la
trasformacion de las biomoléculas componentes de una estructura, en otros
componentes que generalmente presentan una estructura quimica menor y mas
simple, comunmente los plasticos convencionales tienen una baja tendencia de
degradacion, sin embargo, un bioplastico elaborado a partir de una matriz a base de
proteinas puede ser susceptible a accién de microorganismos como bacterias u

hongos que pueden generar hidrolisis de la estructura, este tipo de degradacion es de
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tipo aerobia.

Por otra parte, puede darse una degradacion del bioplastico sin la participacion de
microorganismos u oxigeno, donde las condiciones ambientales como la temperatura
o lahumedad causen deformaciones en la estructura de la pelicula que la vuelvan
inutilizableo si las condiciones de almacenamiento no son éptimas y asepticas, puede
derivar en unadegradacion anaerobia, donde bacterias que no requieren oxigeno para
su metabolismo pueden trasformar los componentes del material en derivados como
metano (CH4), dioxido de carbono o hidrégeno molecular en menores
concentraciones (Folino, Pangallo & Calabro, 2023).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Elaborar un bioplastico a partir de coldgeno obtenido de residuos de wet blue
provenientede una curtiembre de la ciudad de Ambato, agentes plastificantes y

almidoén de zanahoria blanca.

1.2.2 Objetivos especificos

« Extraer colageno a partir de una hidrolisis alcalina del wet blue con 6xido de

magnesio.
« Probar diferentes combinaciones y concentraciones de colageno obtenido del wet

blue y el almidén de zanahoria blanca en formulaciones para la obtencion de un

bioplastico con caracteristicas dptimas.

* Realizar ensayos mecéanicos que determinen la calidad del bioplastico formado.

1.3 HipOtesis

1.3.1 Hipétesis nula

El hidrolizado de colageno obtenido de residuos de wet blue no puede ser utilizado
para la elaboracion de un bioplastico.

1.3.2 Hipdtesis alternativa

El hidrolizado de colageno obtenido de residuos de wet blue puede ser utilizado para

la elaboracion de un bioplastico.
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CAPITULO 2.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

Tabla 2

Reactivos de laboratorio

Compuesto Descripcion Cantidad
o 88%. Ronas Chemicals 3,33 Kg
Alcohol Polivinilico IND. Laboratorios
Cevallos, Ecuador.
Glicerina Grado USF_’. CREMER. 1L
LaboratoriosCevallos,
Ecuador.
Oxido de magnesio Grado USP. CREMER. 1 Kg
Laboratorios Cevallos,
Ecuador.
Acido nitrico (HNO3) 65%. Merk KGaA, 100 ml
Alemania
Acido clorhidrico (HCI) 37%. Merk KGaA, 100 ml
Alemania
Kit test HI 93723-01 Cr (VI). Hanna 1kit
Instruments, Ecuador
Almidén de zanahoria Ambato - Ecuador 1Kg
blanca
Hidrolizado de colageno Bovino 1 kg
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Tabla 3

Equipos de laboratorio

Equipo Detalle Cantidad

Balanza digital OHAUS V71P30 1
Centrifuga HERMLE 1
Texturdmetro Brookfield CT3 1
Plancha de calentamiento VELP AM4 1
con agitacion

Balanza analitica Radwag N1BM1F 1
Potenciémetro ACCUMET AB200 1
Agitador vertical THOMAS R010 1
Estufa Binder ED-400 1
Fotometro Hanna Instruments 1

H1839800

Pie de rey TRUPER CALDI-6MP 1
Microondas Ethos up 1
Sorbona Frontier Junior 1
Bomba de vacio - 1

Tabla 4

Insumos de laboratorio

Detalle

Cantidad

Desecador

Probeta de 100 mL

Varillas de agitacion magnética
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Bandejas de aluminio 5

Vasos de precipitacion 600 mL 2
Vasos de precipitacion 200 mL 2
Vasos de precipitacion 1 L 2
Termometro 1
Vaso para centrifuga 3
Paquete de fundas Ziploc 1
Cajas Petri 5
Moldes de vidrio 4
Moldes de pléastico 5

Tabla s

Formulaciones del polimero utilizando alcohol polivinilico en partes por peso
(PVW)

Formulacion PVA Almidon HC Peso Total
F1 3 2 2 200
F2 3 2 5 200
F3 3 5 2 200
F4 3 5 5 200
F5 5 2 2 200
F6 5 2 5 200
F7 5 5 2 200
F8 5 5 5 200

Nota. Formulaciones utilizando el plastificante PVA, el peso final fue de 200 g.
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Tabla 6

Formulaciones del polimero utilizando glicerina

Formulacion  Glicerina Almidon HC Peso Total
F9 3 2 2 200
F10 3 2 5 200
F11 3 5 2 200
F12 3 5 5 200
F13 5 2 2 200
F14 5 2 5 200
F15 5 5 2 200
F16 5 5 5 200

Nota. Formulaciones empleando el plastificante Glicerina, para un peso final de 200 g.

2.2 Métodos

2.2.1 Recepcion y procesamiento de la materia prima

El wet blue fue obtenido de una curtiembre de la ciudad de Ambato, donde al momento
de receptarlo se determind que contiene un alto porcentaje de humedad tipicamente
con valores ubicados entre 50 y 60 % (Acosta, 2023), por lo cual se procedi6 a secarlo

en la estufa a 70 °C por un periodo de 24 horas.

Una vez el wet blue ha sido secado, se procedio a triturarlo para luego someterlo a un

proceso de molienda y tamizaje con membrana de 1,4 mm obteniéndose polvo.
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2.2.2 Extraccion de Hidrolizado de coldgeno a partir de wet blue

Para la extraccion de HC se sigui6 un procedimiento de Vallejo et al., (2019) donde
se tomo 50 g de wet blue por cada 500 mL de agua, donde el reactivo empleado fue el
5 g de oxido de magnesio obteniéndose una hidrolisis alcalina descrita por (Parisi et

al., 2021) manteniéndose durante 4 horas con agitacion constante a 1200 rpmy 70 °C.

Posteriormente, el conglomerado se sometio a centrifugacion a una velocidad de 3900
rpm durante 15 min, donde se separé el sobrenadante y se lo dispuso a secado por 60°C
por 24 horas para obtener una pelicula de hidrolizado de colageno que finalmente fue

colocada en el molino para obtener polvo.

2.2.3 Calculo del rendimiento del hidrolizado de colageno

Una vez seco el hidrolizado de colageno, se procede a pesar y se calcula el rendimiento

con la siguiente formula:

G
Rendimiento = —x100
endimiento = o> x

Donde:
G = masa en gramos del hidrolizado de HC

W = masa en gramos de virutas de wet blue empleadas inicialmente

2.2.4 Andlisis de cromo en el Hidrolizado de colageno

Antes de determinar el contenido de cromo, se llevé a cabo una etapa de digestion
acida en microondas de los residuos de wet-blue. En el cual, se tomo una muestra de
0.5 g que se habia secado previamente en una estufa a 105 °C. Luego, se afiadieron 5
mL de &cido nitrico (HNO3) junto con 1 mL de peroxido de hidrégeno (H202), y la

mezcla se calent6 en el microondas. La reaccion se dejo transcurrir durante 15-20 min,
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y después se enfrio durante un lapso de 15 min. Finalmente, la muestra se filtro y se
ajusto el volumen a 100 mL con agua destilada en un balén.

El analisis de cromo se realizd mediante el método gravimétrico (DeltAcque, 2019),
en el cual se calentd 100 mL de la disolucion de la muestra y se agregé gradualmente
hidréxido de amoniaco al 10 % hasta que se formé un sedimento, el solido resultante
se sometio a un proceso de secado en una estufa a 100 °C y luego se introdujo en una

mufla a 800 °C durante un periodo de 2-3 horas.

La cantidad de cromo se calculé mediante la siguiente formula:
% Cr,0 d 100
= — %
0 rz 3 M

Donde:
P = Peso en gramos del 6xido de cromo luego del calcinado
M= Peso en gramos de muestra de wet blue utilizada

Para el analisis de Cromo VI se empled el fotdbmetro multiparamétrico y el kit
HI193723-01 de HANNA Instruments (2022), se coloc6 la muestra y el blanco hasta
alcanzar 10 mL y se introdujeron al equipo, se obtuvieron valores de cromo

hexavalente en ppm en un tiempo aproximado de 6 min.

2.2.5 Formulacion Bioplastico

2.2.5.1 Obtencion de almidon a partir de zanahoria blanca (Arracacia

xanthorrhiza)

Para la obtencidn de almiddn se siguio el procedimiento de Pico et al., (2022), se pesd
3 kg de zanahoria blanca obtenida del Mercado Modelo de la ciudad de Ambato,
seguidamente se procedio al retiro de la corteza y troceado en cuadros para someterlo

a licuado con el proposito de romper las paredes celulares que derivé en la liberacion
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del almidon al medio acuoso, a continuacion, se procedio a tamizaje con tamafio de

membrana de 45 pum para separar el producto deseado de la celulosa.

Una vez realizado el tamizaje, se procedio a colocar el almidon contenido en la matriz
acuosa en un recipiente para decantacion con la finalidad de sedimentar el mismo por
12 horas, se elimino el liquido restante y se resuspendié en agua potable para lavarlo
y sedimentarlo nuevamente, este proceso se repitié por 2 ocasiones hasta el que el
almidon se encontré completamente blanco. En la etapa final se retir6 el agua y se

colocé el sedimento en la estufa a 40 °C por 24 horas hasta obtener polvo.

2.2.5.2 Formulacion de mezclas para obtener bioplasticos

Para la formulacion de las mezclas para obtener el bioplastico, se realiz6 pruebas
empiricas tomando como referencia valores bibliogréficos de Sun et al., (2022) y
ajustando los mismos a los requerimientos de formacion de la pelicula deseada, una
vez realizado el andlisis se definieron las concentraciones detalladas en (Tablas 6; 7),
donde a partir de ello se realizaron 16 mezclas con 3 repeticiones cada una siguiendo

el modelo de un disefio experimental 23 descrito en la seccidn de analisis estadistico.

Con la ayuda de un agitador mecéanico vertical THOMAS R010 se llevé a cabo la
agitacion de los componentes siendo el primer paso colocar agua destilada en un vaso
de precipitacion y llevar a la plancha de calentamiento a 90 °C con el objetivo de
disolver el PVA, se dejo agitar durante un tiempo de 30 min, en otro vaso se coloco
agua y el almidén de zanahoria blanca a las mismas condiciones mencionadas
anteriormente hasta que se formé un gel, posterior a esto se adicioné al PVA el
hidrolizado de colageno y se dejo en agitacion durante 10 min, luego se agrego el gel

de almiddn a la mezcla y se dejé en agitacion durante 2 horas.
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En el caso del uso de la glicerina, como primer paso se dejo en constante agitacion el
almidon en agua destilada durante 30 min, posterior a esto se le agregd la glicerina 'y

el HC y se agit6 durante 30 min mas.

Las mezclas se colocaron en moldes de plastico y se dejaron secar en la estufa a 60 °C

durante 24 horas.

2.2.6 Ensayos mecanicos para determinar la calidad del bioplastico formado.
2.2.6.1 Ensayo de traccion

Para el ensayo de traccidon se emple6 un quipo denominado texturémetro Brookfield
CT3, bajo una modificacion de la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 2635:2012
basada en la ASTM D882, para lo cual se cortaron polimeros de 2 x 5 y se colocaron
en las mordazas del texturometro, se apretd lo mas firmemente posible para evitar
cualquier tipo de deslizamiento durante el ensayo, con una separacién de 20 mm y una
velocidad de separacion de 50 mm/s y se aplic6 una carga de activacion especifica para
cada tipo de polimero. El ensayo finaliz6 cuando se alcanzé un punto de ruptura o

deformacion permanente en el material (Tablas 9; 11) (INEN, 2012).

La resistencia a la traccion se calcula con la siguiente formula:

] _ Fuerza (N)
Resistencia (MPa) = ————
Area (mm?)

2.2.6.1.1 Analisis estadistico

El disefio experimental que se utilizd fue un disefio experimental de 23, los factores de
interés fueron: concentracion de plastificante, concentracion de almidén vy
concentracion de HC con dos niveles cada uno, con la finalidad de encontrar la

formulacién que otorgue a al bioplastico mejores propiedades mecanicas.
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Para el desarrollo del disefio experimental es necesario definir los niveles tanto alto
como bajo, que determinaran el rango de concentracién de cada uno de los

componentes de la formulacion.

2.2.6.2 Permeabilidad al vapor

La permeabilidad al vapor se determind mediante el método descrito por (Sobral,
2001). Se cortaron los polimeros y se colocaron como tapa en recipientes de vidrio de
radio 16,5 mm que contenian silica gel previamente seca a 105 °C durante 1 hora, estos
recipientes se colocaron en la parte superior de un desecador que contenia un depdsito
de agua miliQ, Durante un periodo de 10 horas, todas las piezas estuvieron expuestas
a vapor de agua saturado en condiciones ambientales. Se procedi6 a pesar cada hora la

silica gel para determinar la tasa de vapor de agua absorbida.

Se realizaron ensayos por triplicado de cada tipo de biopelicula usando la siguiente

ecuacion:

| <

WVP = X
T tA AP

N

Donde:

WVP = Permeabilidad al vapor de agua
w = ganancia de peso

t = tiempo

A = area de permeacion

X = espesor

AP = variacion de la presion

La diferencia de presion de vapor parcial entre la atmésfera con gel de silice y agua
pura es de 2642 Pa a 22 °C.
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2.2.6.3 Solubilidad en agua

Para determinar la materia soluble total (TSM) se cortaron peliculas de 5 mm, se
pesaron y se colocaron en 30 mL de agua pura, a 20 °C con una agitacion constante
durante 24 h, posteriormente se filtraron las porciones restantes y se colocaron en la
estufa a 40 °C hasta que se secaron y luego a 105 °C hasta que tuvieron un peso

constante, los residuos se pesaron nuevamente Pico et al., (2022).

Se realizaron ensayos por triplicado de cada pelicula, se calculd la solubilidad

utilizando la ecuacioén:

sy =12 oo
= *
w1

Donde:
W1=peso inicial de la pelicula seca

W?2 = peso final de la pelicula seca

2.2.6.4 Recuperacion elastica

Se empled el texturometro para medir la recuperacion elastica, en el ensayo se midio
la longitud inicial del bioplastico antes de aplicar la fuerza, se retiré y midi6 la longitud

final, se determind la distancia de recuperacion y el porcentaje de recuperacion.

Para obtener el modulo de Young se representa graficamente el esfuerzo en funcion

de la tension (INEN, 2012). El modulo de Young se calcula utilizando la ecuacion.

™| q
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Donde:
Y: es el modulo de Young, Pa
o: es el esfuerzo por unidad de area sobre la seccion inicial

e: es la deformacion unitaria en cualquier punto

2.2.6.5 Ensayo de biodegradabilidad

Se siguid la metodologia realizada por Gonzalez, Strumia & Igarzabal, (2011) con
algunas modificaciones, se cortaron peliculas de 2,5 cm x 2,5 cm de todas las muestras,
se peso cada una de ellas y se colocaron en recipientes con tierra parcialmente himeda
durante un tiempo de 24, 48, 72 y 96 horas, posteriormente se lavaron con agua
destilada y se colocaron en la estufa a 50 °C durante 24 horas, se pesaron las muestras
secas y se calculd el porcentaje de pérdida de peso y el tiempo estimado de la

biodegradacion. Se realizaron muestras por triplicado.

W1-—Ww2
D=—n—"

1
w1100

Donde:
D = Porcentaje de pérdida de peso
W1 = Masa de la muestra inicial pesada

W2 = Masa de la muestra final pesada

100% |
E = * tiempo de prueba

Donde:

DE = Estimacién de degradacién
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CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Extraccion de colageno a partir de wet blue

Se realiz6 una hidrolisis alcalina con 6xido de magnesio (MgO), se trabajé con una
relacion 1:10 de wet blue y de agua respectivamente, a 50 g de wet blue se agregaron
3 g de 6xido de magnesio en el momento de la hidrolisis como menciona en su estudio
Scopel, et al., (2016), sin embargo con estas cantidades se obtuvo un rendimiento del
13%, por lo cual en la misma cantidad de wet blue se adicionaron 5g de oxido de
magnesio y se mejoro el rendimiento obteniendo un valor del 35 %, esto debido a que
el 6xido de magnesio acta como catalizador en el proceso de hidr6lisis de colageno
mejorando la eficiencia de la misma, no obstante Schneider et al., (2008) expresa que
una cantidad excesiva de MgO puede ser problematica en el hidrolizado de colageno
ya que podria provocar cambios en el pH y generar péptidos muy pequefios y poca
capacidad de formar geles.

Segln Gémez et al., (2011) el pH se debe encontrar en un rango de 8 — 10 con el
propdsito de prevenir la solubilizacién de cromo en el hidrolizado. La temperatura
también consiste un parametro fundamental en el proceso de hidrolisis ya que a mayor
temperatura (80-90 °C) se consigue una aceleracion en la velocidad de reaccion
(Schneider et al., 2008), sin embargo, esto puede ocasionar un cambio en el estado de
oxidacion del cromo, por lo cual el proceso se realiz6 a una temperatura constante de
70 °C y un tiempo de 4 h segun un estudio realizado por (Kupec et al., 2002) donde

muestra resultados favorables con estos pardmetros.

El wet blue se utilizé en un tamarfio de 1,4 mm con el fin de aumentar la efectividad
del proceso de hidrdlisis, ya que facilita la descomposicién del HC obteniendo mayor

cantidad de este en un menor tiempo (Viegas, 2016).
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Figura 5

Hidrolizado de coldgeno obtenido durante el proceso

Nota. Hidrolizado de colageno secado a 60 °C durante 24 horas

3.1.2 Andlisis de cromo en el Hidrolizado de colageno

Tabla 7

Determinacion de cromo presente en el hidrolizado de wet blue

Parametro Réplicas Porcentaje
analizado Promedio (%)
R1 (%) R2 (%) R3 (%)

Cr203 2,32 2,38 2,26 2,50 £ 0,06

Nota. En la tabla se observan los valores de 6xido de cromo por triplicado mediante el método

gravimétrico.

El promedio de 6xido de cromo (Cr203) fijado en el HC de la piel fue de 2,50 + 0,06
la desviacion estandar se encuentra mas cercana a cero lo que indica mayor precision
en el ensayo, Qiang & Feng, (2011) menciona que el Cr20O3 se encuentra en un rango
de 3% a 6 %, lo que demuestra que el valor obtenido es relativamente bajo, esto puede
deberse a la concentracion de sal cromada a la cual fue sometida el cuero.

El bajo contenido de cromo presente en el hidrolizado de colageno se debe a las

propiedades del MgO con el cual se obtiene una solucién menos alcalina a diferencia
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de otros compuestos como el hidroxido de sodio NaOH ya que el cromo se disuelve y
forma complejos con el hidroxido (OH-) de este compuesto, los cuales son solubles en
la solucién generando mayor cantidad de cromo que se extrae con el hidrolizado de

colageno (Pahlawan et al., 2019).

En lo referente al método colorimétrico no se encontré presencia de cromo (VI). Esto
se basa en el hecho de que la hidrolisis se llevo a cabo a un pH inferior a 10 y a una
temperatura constante. Esta observacion esté en linea con investigaciones previas que
indican que, bajo estas condiciones es poco probable que haya presencia de cromo

hexavalente (Scopel et al., 2019).

3.1.4 Formulacion del bioplastico

Las formulaciones de los bioplasticos se realizaron experimentalmente tomando como
base el estudio efectuado por Valdez et al, (2019), se realizaron diversos experimentos
en los que se aumento la cantidad de HC y almidén a 10 %, sin embargo, con estas
cantidades se obtuvo una mezcla himeda, pegajosa y dificil de manejar, dado que al
aumentar estos componentes se genera una mayor retencioén de agua debido a sus
propiedades hidrofilicas al poseer grupos hidroxilo (-OH) en su estructura, esto sin

tomar en cuenta el plastificante empleado (Mendieta, 2009).

Por otro lado, se realizaron también formulaciones disminuyendo las cantidades de HC
y almidén a 2 % y 5 % para cada una de las concentraciones de plastificantes, con
estos valores se obtuvieron laminas con mayor textura y resistencia, lo que concuerda

con el estudio realizado por Valdez et al, (2019).
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3.1.5 Disefio experimental para la elaboracion de los bioplasticos

Se realiz6 un disefio factorial 2%, en donde k representa los factores y 2 los niveles, los
factores que se utilizaron en este estudio fueron 3 ([C] plastificante, [C] almiddn, [C]
HC), con dos niveles cada uno por lo que se opt6 por el disefio 22 siendo la variable de
respuesta la resistencia mecanica. Asi, es posible identificar una combinacion de

diferentes niveles de los factores que influyen en la formacion del biopléastico.

3.1.6 Analisis estadistico

Tabla 8

Datos de resistencia para cada formulacion con PVA

[C] Alcohol Polivinilico

3% 5%
[C] Almidén
[CIHC 2% 5% 2% 5%
2% 110,41 +£85 79,22+8,27 96,45+566 115,29+ 11,89
5% 110,38+ 7,69 89,13+2,28 119,46+ 2 37,1+5,94

Nota. Valores promedio de resistencia analizados por el texturémetro CT3

3.1.6.1 Anélisis de varianza (ANOVA) con alcohol polivinilico PVA

Los resultados del andlisis de varianza realizados para la resistencia del bioplastico
sefialaron que los datos se ajustan correctamente al modelo propuesto ya que se obtuvo
un valor de R2= 94,84 % y el coeficiente de determinacion ajustado R? = 92,59 %, lo
que significa que la variabilidad de la variable de respuesta puede ser explicada por las

variables independientes.
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Tabla 9

Analisis de varianza para la resistencia con PVA

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 153654 2195,06 42,03 0,000
Lineal 3 59757 199190 38,14 0,000
[C] PVA 1 163,0 163,02 3,12 0,096
[C] Almiddn 1 50428 5042,81 96,57 0,000
[CIHC 1 7699 769,87 14,74 0,001
Interacciones de 2 términos 3 47574 1585,79 30,37 0,000
[C] PVA*[C] Almiddn 1 46,0 45,95 0,88 0,362
[C] PVA*[C] HC 1 1587,1  1587,14 30,39 0,000
[C] Almid6n*[C] HC 1 31243 312429 59,83 0,000
Interacciones de 3 términos 1 46323 4632,32 88,71 0,000

[C] PVA*[C] Almidon*[C] HC 1 46323 4632,32 88,71 0,000
Error 16 835,5 52,22

Total 23 16200,9

Nota. Resultados de anélisis de varianza obtenidos del paquete estadistico Minitab para determinar la
influencia de [C] PVA, [C] Almiddn, [C] HC sobre la resistencia del biopléastico.

33



Figura 6

Interaccion de los factores para resistencia
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En la figura 6 se puede observar que las lineas de [C] PVA y la [C] Almidon son
levemente paralelas lo que significa que no existe interaccidn entre estos factores, lo
cual se puede comprobar con el valor p obtenido en la ANOVA (Tabla 10) el cual fue
de 0,362 por lo que no existe diferencia significativa entre estos dos factores. Sin
embargo, los factores [C] PVA y [C] HC si poseen una interaccion por lo que estos
factores si dan resultados significativos, asi como también se observa con los factores
[C] HC y [C] Almiddn.
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3.1.6.2 Andlisis de varianza (ANOVA) con Glicerina

Tabla 10

Datos de resistencia para cada formulacion con glicerina

[C] Glicerina
3% 5%
[C] Almidén
[CIHC 2% 5% 2% 5%
2% 1,25+0,06 142+364 168+0,1 4,92+253
5% 1,37+ 0,03 32,02+ 3,33 5,06+ 2,14 3,03+0,77

Nota. Valores promedio de resistencia analizados por el texturémetro CT3

Los resultados mostraron que los datos se ajustan correctamente al modelo
seleccionado ya que los valores de R? y el coeficiente de determinacion ajustado R?
fueron 97,05 % y 95,76 % respectivamente, siendo estos valores mas altos que los
obtenidos con el plastificante PVA, esto sugiere que el modelo es adecuado y que la
incorporacion de las variables independientes es pertinente para explicar las

variaciones observadas en la variable de interés.

Los resultados también muestran que existe interaccion significativa entre todos los

factores ya que el valor p dio como resultado valores menores a 0,05.

Tabla 11

Analisis de varianza para la resistencia con glicerina

SC MC
Fuente GL Ajust.  Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 2362,38 337,483 75,17 0,000
Lineal 3 1331,70 443,900 98,87 0,000
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[C] Glicerina 1 437,50 437,504 97,45 0,000

[C] Almidén 1 75253 752,528 167,62 0,000
[C] HC 1 141,67 141,669 31,55 0,000
Interacciones de 2 términos 3 83282 277,606 61,83 0,000
[C] Glicerina*[C] Almidon 1 673,63 673,630 150,04 0,000
[C] Glicerina*[C] HC 1 101,31 101,312 22,57 0,000
[C] Almidén*[C] HC 1 57,88 57,877 12,89 0,002
Interacciones de 3 términos 1 197,86 197,858 44,07 0,000
[C] Glicerina*[C] Almidon*[C] HC 1 197,86 197,858 44,07 0,000
Error 16 71,83 4,490

Total 23 243421

Nota. Resultados de andlisis de varianza obtenidos del paquete estadistico Minitab para determinar la

influencia de [C] Glicerina, [C] Almiddn, [C] HC sobre la resistencia del bioplastico.

Figura7
Diagrama de Pareto de los efectos analizados
Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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La figura 7 Muestra el diagrama de Pareto en el cual todos los efectos estudiados
sobrepasan el valor critico de 2,12 lo que indica que todos son significativos, el
almidon se puede observar que posee una influencia més relevante en los resultados

obtenidos del analisis.

Figura 8

Interaccion de los factores para resistencia con glicerina

Grafica de interaccion para Resistencia
Medias ajustadas

[C] Glicerin * [C] Almidon 1] Almiddn
u & 20
20 “ —a— 5.0
15 ~
&,
E 10 “
o
B b
A I
1] -—
= g
I [C] Glicerin * [C] HC [C]_Almidén * [C] HC €] HC
© * 20
g —a— 5
= . L]
13 . -~
. -
10 -~
.- -
5 -~
] "
0
3 El 2 5
[€] Glicerin [C] Almidén

En la figura 8 se puede evidenciar que en la [C] Glicerina vs [C] Almidon presentan
una interaccion al igual que [C] Glicerina vs [C] HC, a diferencia de [C] Almiddn vs
[C] HC donde no existe una interaccion, sin embargo, por como estan dispuestas las

lineas tiende a tener interaccion.

A partir del analisis estadistico se realizO una prueba de Tukey para ambos
plastificantes y se eligieron las formulaciones que presentaba diferencia significativa
con mayor media para realizarle los ensayos mecanicos y determinar cuél de ellas

poseia las caracteristicas dptimas como bioplastico.
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Tabla 12

Formulaciones con valores significativos

Formulacion Resistencia (MPa)
F8 37,10 £ 5,94
F5 96,45 + 5,66
F7 115,29 + 11,89
F6 119,46 + 2,00
F11 14,20 + 3,64
F12 32,02 + 3,33

Nota. Formulaciones con diferencia significativa a través de la prueba de Tukey

3.1.7 Resistencia a la traccion

El presente estudio se enfocd en la elaboracion de un bioplastico con caracteristicas y
propiedades tales que puedan reemplazar al polietileno, que es el polimero formado
por cadenas de etileno que se emplea comUnmente para la elaboracion de plasticos de
baja densidad como fundas o de alta densidad como envases, entre otros.

Para la seleccion del bioplastico, se emple6 como principal criterio la resistencia a la
traccion, que se define como la maxima fuerza de tension que puede aplicarse a un
material antes de provocar su ruptura o hasta el punto donde este sufre una
deformacion irreversible (Gu, Zhao & Jhonson, 2020), esta propiedad fue elegida
como variable de respuesta debido a que proporciona valiosa informacion sobre la
calidad del plastico, permitiendo conocer si cumple con los estandares minimos para
su uso Yy aplicaciones, ademas de ser el punto de partida para la determinacién de la
utilidad especifica del material siendo este parametro una muestra de garantia y

seguridad del producto final (Anexo R).

Tomando como base el criterio anterior, se determindé en (Tabla 13) que las
formulaciones F8, F5, F7, F6 que fueron elaboradas usando como plastificante el

alcohol polivinilico (PVA), presentan los valores mas altos de resistencia a la traccion,
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siendo la formulacion F6 la que tiene un valor mas alto, con 119,46 MPa que al
compararse con informacion bibliografica, se asemeja al material denominado
Poliamida-imida que presenta 110,00 MPa de resistencia (Lopez et al., 2020) y qué
presenta propiedades como polimero termo reducible que se obtiene mediante una
polimerizacion con endurecimiento irreversible mediante el empleo de calor o
radiacion. Sin embargo, existe diferencia entre la naturaleza quimica de las Poliamida-
imidas y el bioplastico elaborado, debido a que el primero es un conjunto de enlaces
covalentes formados entre las cadenas individuales del material, siendo este tipo de
enlace fuerte y resistente al rompimiento, mientras que el segundo es un
entrecruzamiento de moléculas de almidén y HC en una matriz polimérica formada

por alcohol polivinilico (Gu, Zhao & Jhonson, 2020).

Por otra parte, los valores de resistencia de las muestras F8 y F12 (Tabla 13), pueden
compararse levemente con el Tereftalato de polietileno que presenta una resistencia a
la traccion bibliografica de 55 MPa (Asadi et al., 2021) y es un polimero obtenido
mediante reacciones de policondensacion usando como reactivos el etilenglicol y el
acido tereftalico, entre sus propiedades fisicas se destaca su apariencia fisica amorfo
transparente cristalina, lo que significa que su matriz polimérica se encuentra dispuesta
de una forma cadtica pero que sin embargo siguen un patrén que le permiten ubicarse
dentro del rango de la cristalinidad, siendo en este sentido muy similar al bioplastico
obtenido el cual pese a su visible estructura amorfa, presenta cierto grado de
cristalinidad (Sudheesh, et al, 2021).

El empleo de la glicerina en la formulacion del bioplastico, se realizé con el objetivo
de elaborar un material capaz de reemplazar a las fundas plasticas, estas estan formadas
por polietileno de baja densidad que segun bibliografia, presenta una resistencia a la
traccion entre 10 y 20 MPa (Amjadi & Fatemi, 2020), razén por la cual puede
considerarse a la muestra F11 (Tabla 13) como un excelente candidato para este fin,
se indica que el polietileno de baja densidad (LDPE) presenta interacciones
intermoleculares débiles debido a la presencia de un nimero alto de ramificaciones

que incide en aproximadamente el 2% del total de &tomos de carbono disminuyendo
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la atraccion dipolo generada por el dipolo instantdneo, derivando en una alta
flexibilidad pero reduciendo considerablemente su resistencia, lo expuesto se puede
ver reflejado también en el material elaborado, considerando que el empleo de
glicerina en la formulacién deriva en un intercalado entre las cadenas poliméricas
formadas por el HC y el almiddn lo que genera una atenuacién en la comunicacion
intermolecular de los componentes, debilitando las fuerzas de interaccién entre los
mismos generando un efecto similar el cual es evidente (Mousavi, Hggsaa, & Fini,
2019).

3.1.8 Permeabilidad al vapor de agua

Tabla 13

Datos de permeabilidad al vapor de agua

Formulacion PWV (g mm min* m? kPa?)
F8 0,0289+0,0016
F5 0,0091+0,0012
F7 0,0130+0,0018
F6 0,0138+0,0022
F11 0,0112+0,0002
F12 0,0112+0,0002

Nota. Resultados del valor medio de la permeabilidad al vapor de agua + la desviacion estandar.

La permeabilidad al vapor de agua es una variable sumamente importante que
determina la efectividad del bioplastico elaborado como barrera contra la humedad que
presenta el ambiente y en un indicativo de la calidad del material para su empleo como
envases de sustancias susceptibles a humedad como los alimentos u otros (Keller &
Khouzer, 2017). Se observa en la Tabla 14 que los productos elaborados a partir de
PV A presentan los mayores indices de permeabilidad, esto es debido a su caracteristica
de afinidad a las moléculas de agua que generan su atraccion y por consiguiente
permeabilidad, lo cual sumado a la hidro afinidad del almidén gracias a sus grupos
funcionales con carga parcial de naturaleza polar ubicadas en sus ramificaciones,
permite el paso del vapor de agua a pesar que la disposicion desordenada de sus

cadenas en principio simule una barrera contra el vapor (Bertuzzi, 2007).
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Finalmente, el HC que presenta grupos funcionales hidroxilo, amida y carboxilo,
permite también la interaccion con las moléculas de agua razon por la cual la
concentracion de los componentes y la forma de polimerizacion en la formacion del
plastico va a determinar su nivel de permeabilidad (Junior et al., 2021). En el caso de
la glicerina la diferencia no es significativa debido a que este componente también
presenta alta afinidad al agua por lo que un bioplastico elaborado a partir de glicerina
tiene una permeabilidad al vapor relativamente alta (Anexo Q) (Cerqueira et al,
2012).

3.1.9 Solubilidad en agua

Tabla 14

Datos de solubilidad en agua

Formulacién Medias %Solubilidad
F8 0,0534 25,41+3,38
F5 0,0053 78,26+6,44
F7 0,0172 65,27+18,62
F6 0,0054 81,56+6,22
F11 0,0343 34,96+1,93
F12 0,0543 38,68+4,72

Nota. Los resultados muestran las medias obtenidas y el % de solubilidad + la desviacién estandar.

El ensayo de solubilidad en agua permite determinar la reactividad de los bioplasticos
elaborados, respecto a dicho solvente aunque bibliograficamente se indica que los
plasticos con caracteristicas éptimas, no presentan solubilidad en agua debido a que
no contienen regiones de caracteristica polar que pueda reaccionar con el compuesto
(Anexo S) (Shah et al., 2008), pueden existir factores que provoquen la
susceptibilidad del material al agua, como la porosidad que genera que las moléculas
de agua se colen en la estructura polimérica, generando degradacion por hinchamiento
especialmente, ademas, se observa en la Tabla 15 que los bioplasticos elaborados a
partir de PV A presentan un porcentaje elevado de solubilidad Ilegando incluso al 81,56

% en la muestra F6, esto es debido a que naturalmente el PVA es altamente soluble en
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agua por sus grupos funcionales hidroxilo que pueden formar enlaces de puentes de
hidrégeno con el solvente, lo que sumado a las fuerzas intermoleculares débiles
secundarias en su estructura, genera el escenario perfecto para la movilidad del agua 'y
su unién a los grupos funcionales afines expuestos, este proceso se replica en toda la

estructura causando disolucion del material (Brough et al., 2016).

Por otra parte, la estructura de la glicerina también se ajusta a un modelo polar, ya que
presenta 3 grupos hidroxilo altamente reactivos con el agua en su cadena, ademas su
relativo bajo peso molecular causa que la dispersion del agua se realice de forma mas
efectiva al no tener que sortear grandes distancias moleculares y la estructura amorfa
del biopolimero produce también que el desordenamiento de las cadenas moleculares
involucradas propicie su actividad con el agua, generando un porcentaje de solubilidad
de hasta el 38,68 % (Pu et al., 2014), sin embargo, las formulaciones con glicerina
poseen valores de solubilidad relativamente bajos a comparacion de 3 de las

formulaciones con PVA.

3.1.10 Recuperacion eléstica

Tabla 15

Datos obtenidos de recuperacion elastica

Formulacion %Recuperacion elastica
F8 0,56+0,13
F5 1,74+0,27
F7 0,36+0,1
F6 1,06+0,25
F11 52,57+0,23
F12 53,61+0,20

Nota. Los resultados muestran el % de recuperacidn elastica + la desviacion estandar.

42



La recuperacion eléstica mide la capacidad de un material de volver a su forma y
tamario original una vez ha sido aplicada una fuerza sobre el mismo, esta propiedad
esta otorgada por la flexibilidad y en el caso del alcohol polivinilico segin se observa
en la Tabla 16 es casi nula debido a que por su naturaleza, el PVA tiende a formar
enlaces resistentes pero no flexibles en su polimerizacion, esta caracteristica esta dada
por un comportamiento vitreo en lugar de plastico del material elaborado, ademas, el
entrecruzamiento molecular de un polimero de PVA es al azar y desordenado lo que
evita la correcta distribucion de la fuerza aplicada en la estructura y por consiguiente
mayor tendencia al rompimiento que al estiramiento (Chen et al., 2012), a diferencia
de la glicerina que forma una estructura donde las cadenas del polimero se acoplan de
tal manera que se reduce las fuerzas de atraccion intermoleculares entre los
componentes facilitando el movimiento de la estructura, de igual manera la glicerina
es capaz de interactuar con la humedad presente en el ambiente lo que genera una
suavizacién en sus enlaces y por consiguiente un mejor estiramiento, mejorando

también su maleabilidad (Auras et al., 2011).

Bibliograficamente se destaca que una funda plastica presenta de un 40 a un 80 % de
recuperacion elastica dependiendo sus caracteristicas como grosor o la utilidad, por lo
que el 52,57 % y 53,61 % de recuperacién de las formulaciones F11 y F12
respectivamente obtenidos en este estudio se ajustan adecuadamente a la propuesta de

reemplazar una funda plastica. (Weinstein, Crocker & Gray, 2016).

3.1.11 Modulo de Young

Tabla 16

Datos obtenidos del Modulo de Young

Formulacion Modulo de Young
F8 5,21+1,95
F5 3,72+0,57
F7 14,85+2 47
F6 8,945,031
F11 0,00256+0,000031
F12 0,39004+0,0026

43



Nota. Los datos se obtuvieron a partir del texturometro CT3

La elasticidad es también un pardmetro fundamental con miras a obtener un bioplastico
con la capacidad de reemplazar a una funda pléstica de polietileno, esta se define como
el alargamiento de los enlaces intermoleculares de los polimeros componentes, que
puede ser reversible o irreversible dependiendo de la flexibilidad de dichos enlaces, si
la estructura presenta un alto grado de flexibilidad, el material puede someterse a
cargas de fuerza altas sin causar su ruptura y permitiendo su recuperacion elastica que
no es mas que el reordenamiento de las cadenas de polimeros a su ubicacién original

al eliminarse la fuerza (Gonzéalez, Strumia & lgarzabal, 2011).

El tipo de plastificante utilizado influye directamente en el grado de flexibilidad del
bioplastico obtenido, en la seccidn resultados (Tabla 17) se puede evidenciar que los
plasticos elaborados a partir de PVA presentan un bajo nivel de flexibilidad, siendo
estos altamente rigidos en su estructura mientras que aquellos elaborados con glicerina
presentan una alta flexibilidad y maleabilidad, esto se puede explicar debido a que el
alcohol polivinilico presenta en su estructura grupos funcionales del tipo hidroxilo
(OH) lo que le otorga la capacidad de formar enlaces de tipo puente de hidrégeno con
el solvente que en este caso es el agua y con otras moléculas afines de tipo polar, estos
puentes de hidrdgeno constituyen fuerzas intermoleculares fuertes, lo que otorga una
rigidez importante al producto final cuando este se ha secado, siendo a su vez resistente
a la deformacion, a la traccion y a fuerzas externas que actten sobre el materia (Lim,
et al 2021). Por otra parte, la glicerina promueve una interaccién entre su estructura y
las cadenas intermoleculares de los polimeros permitiendo una mejor circulacion de
movimiento entre estas cadenas y un acomodamiento de moléculas de tipo amorfo,
esto habilita la exposicion a fuerzas externas capaces de inducir deformaciones, pero
sin sufrir una ruptura de la estructura formada pese a que la resistencia a la traccion es
menor (Putri et al., 2022).

La elasticidad esta definida por el mddulo de Young y estd determinado por una

relacion entre el esfuerzo generado por una fuerza que provoca el estiramiento y la
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deformacion causada por dicha accién, este comportamiento se puede modelar
mediante un diagrama de Esfuerzo — Deformacion del cual la pendiente va a
corresponder al modulo de Young (Lopez et al., 2020). EI comportamiento elastico
de los plasticos esta determinado por su resistencia a la deformacion permanente o su
predisposicion a una deformacidn permanente, lo cual esta determinado en (Tabla 17)
con el pardmetro de recuperacion elastica. Se observa en la seccidn resultados que los
bioplasticos elaborados a partir de PVA presentan valores de modulo de Young que
superan las 3 unidades, esto es directamente proporcional a la resistencia a la traccién
definida en estos casos como alta, debido a que se menciona bibliograficamente que
mientras un material presente un valor de médulo de Young mas alto, este presentara
caracteristicas de elevada rigidez y por consiguiente una baja o nula deformacion
elastica, mientras que un valor bajo de este parametro es correspondiente a una alta
flexibilidad y una dificultad notoria en la recuperacion elastica (Gu, Zhao & Jhonson,
2020).

Se indica bibliograficamente que un plastico generalmente sufre una cierta
deformacion eléstica antes de alcanzar el punto de ruptura, la deformacion de las
muestras plésticas obtenidas a partir de PVA no superan los 4 mm de elongacion lo
que genera ruptura si se continda aplicando fuerza al material, a diferencia de los
plasticos elaborados con glicerina, donde la elongacion alcanzd los 80 mm esto es
debido a que los enlaces hidroxilo (-OH) del PVA son practicamente débiles y
susceptibles a una ruptura por tension, ademas la estructura polimérica del PVA en sus

mondmeros de vinilo no permite una cantidad alta de movimiento o flexion.

3.1.12 Ensayo de biodegradabilidad

Tabla 17

Resultados obtenidos de la degradacion en el suelo

Tiempo (horas)
Formulacion 24 48 72 96
F8 4,13+0,007 10,40+0,010 19,270,018 20,41+0,019
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F5 9,570,006 20,04+0,006 29,96+0,005 41,77+0,002
F7 13,09+0,008 30,00+0,008 45,15+0,008 56,09+0,002
F6 12,06+0,005 20,00+0,012 25,29+0,012 28,49+0,011
F11 19,060,029 28,46+0,013 30,10+0,013 31,49+0,011
F12 7,390,007 12,33+0,001 20,76+0,002 25,71+0,004

Nota. La tabla muestra los resultados del % de biodegradabilidad cada 24 horas + la desviacion estandar.

Los biopléasticos son elaborados con el proposito a mejorar la capacidad de estos
materiales de degradarse en un tiempo relativamente menor a los que cominmente se
utilizan y paliar asi los efectos de la contaminacion sufrida actualmente, para ello su
estructura base se compone de biomoléculas receptivas a degradacion como
polisacéridos, proteinas, lipidos, entre otros, siendo en este caso empleado un polimero
proteico de HC el cual es un polimero de facil degradacién, que se convierte a su
aminoacidos elementales como consecuencia de la accion enzimatica de las
colagenasas, estas se encuentran en microorganismos y cepas bacterianas como
Pseudomonas, Vibrio, Streptomyces sp, Clostridium principalmente, mientras que otro
de los componentes como el alcohol polivinilico tiende a degradarse en ambientes
acuosos debido a su caracteristica polar, donde las moléculas de agua interaccionan
con las bases estructurales del material causando ruptura de sus enlaces, ademas el pH
del medio puede influir en la interacciéon de los grupos funcionales (OH) con su
contraparte H+ en suelos con caracteristica acidas (Kaur et al., 2019), el almidon
puede ser susceptible a enzimas amilasas secretadas por microorganismos para

desdoblar el polimero y convertirlo en glicidos aprovechables para su metabolismo.

Es por ello que segun (Tabla 18) las muestras de bioplastico presentaron tasas de
biodegradabilidad aceptables al ser colocadas en tierra de jardineria con caracteristicas
especificas como un pH ligeramente acido, presencia alta de materia organica,
retencion de agua y presencia abundante de nutrientes, lo que le otorga las
caracteristicas 6ptimas para el desarrollo de microorganismos capaces de degradar los
componentes de la formulacion e interaccionar con ellos en mayor o menor medida,
causando su degradacion. Se observa en la Tabla 18 que las formulaciones realizadas

a partir de alcohol polivinilico presentan valores variables de biodegradabilidad, 11 %
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en su nivel més bajo y 53 % en su nivel mas alto, bibliograficamente se indica que
esto es causado por las concentraciones en la formulacion del producto, se menciona
que si se ha utilizado una proporcién mayor de almidon y HC respecto al PVA, la
degradacion se dara en un periodo corto de tiempo, a diferencia de una formulacién
donde el PVA sea el componente méas empleado y resista a la degradaciéon en
dependencia del tipo de suelo donde se ubique (Folino, Pangallo & Calabro, 2023).

Por otra parte, las formulaciones en las cuales se empled glicerina como plastificante
no supera el 31 % de degradacion en el tiempo evaluado, pese a que esta puede sufrir
reacciones de hidrolisis por accion de enzimas capaces de romper los enlaces del
polimero debido a sus grupos funcionales OH y a que muchos microrganismos e
incluso hongos del medio pueden emplear la glicerina como fuente de carbono, sin
embargo, se destaca que los bioplasticos elaborados a partir de glicerina son mas

susceptibles a degradacion que aquellos elaborados a partir de PVA (Anexo T).

3.2 Verificacién de hipoétesis

En base a los resultados obtenidos se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa, indicando que el hidrolizado de coladgeno obtenido de residuos de wet blue

puede ser utilizado para la elaboracién de un bioplastico.
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CAPITULO 4.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se elaboré un bioplastico a partir de coldgeno extraido de wet blue donado por
una curtiembre de la ciudad de Ambato, esto es posible siempre y cuando en la
formulacion se incluya también almidon y un plastificante, todos estos
componentes en concentraciones que no excedan el 5% en porcentaje
peso/peso y no sean menores al 2% en los mismos parametros, es importante
destacar que el éxito de la agregacién de los componentes estd mediada por
una agitacion constante y la aplicacion de calor para facilitar la disolucion de
los elementos.

Se extrajo colageno a partir de wet blue y se obtuvo un rendimiento del 35%,
por lo que se requiere materia prima en altas cantidades para poder disponer de
este componente, sin embargo, la factibilidad de esta formulacidn se centra en
que el wet blue puede ser obtenido de manera gratuita al tratarse de un residuo.
Se probé diferentes combinaciones y concentraciones de los componentes y se
obtuvo un bioplastico con caracteristicas 6ptimas mediante la formulacion 12
que contiene 3% de glicerina, 5% de almidon y 5% de colageno hidrolizado, el
bioplastico obtenido relne las facultades necesarias para ser considerado un
candidato 6ptimo para el reemplazo de fundas plasticas o polietileno de baja
densidad debido a su resistencia y flexibilidad y su notable capacidad de
biodegradabilidad lo que lo hace a su vez sustentable para el medio ambiente.
Se realizd ensayos mecanicos para determinar la calidad del bioplastico
formado, el cual debe cumplir con caracteristicas de resistencia a la traccion
que determina su fuerza, su recuperacién elastica que permitié ver su capacidad
de flexibilidad y resistencia a la deformacién, su permeabilidad al agua para
conocer su comportamiento frente a la humedad ambiental, su solubilidad en
agua y su biodegradabilidad para identificar si el producto cumple con todos
los pardmetros establecidos en la norma ecuatoriana, en este sentido el mejor
bioplastico contiene las siguientes caracteristicas: resistencia a la traccion:
32,02 £ 3,33, permeabilidad en vapor de agua: 0,0112+0,00021 g mm min-1
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m-2 kPa-1, solubilidad en agua: 38,68+4,72 %, recuperacion elastica:
53,61+0,2 %, biodegradabilidad: 25,71% a los 4 dias y una estimacion de

degradacion de 24 dias.
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4.2 Recomendaciones

Afadir reactivos que permitan que los bioplasticos formados no sean tan
solubles al agua ya que esto no permite que se mantengan en lugares con mucha
humedad.

Realizar andlisis de termorresistencia a los bioplasticos formados ya que los
mismo poseen esta caracteristica.

Realizar experimentos con otros plastificantes como el borax y las mismas

cantidades utilizadas de los componentes para contrastar resultados.
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Anexos

Anexo A

Ecuacion de modelo ajustado

Ecuacion de modelo ajustado

Alcohol polivinilico Resistencia =

3529 - 1457 A -

205,4 B - 199,8 C + 122,6 A*B + 135,0
A*C +162,7 B*C - 111,9 A*B*C

Glicerina Resistencia =86-275A-242B -
13,18 C + 0,934 A*B + 3,097 A*C +
5,795 B*C -1,276 A*B*C

Nota.A= [C] PVA /[C] Glicerina B= [C] Almiddn C=[C] HC

Anexo B

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados PVA

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

(la respuesta es Resistencia; o = 0,05)

Efecto estandarizado
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Anexo C

Gréfica de efectos principales PVA

Grafica de efectos principales para Resistencia
Medias ajustadas

[C] PVA [C] Almidén _ [C] HC
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Anexo D

Test de Tukey con plastificante PVA

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=19,93392
Error: 49,7262 gl: 16
C Plastificante Almiddn Colédgeno Medias n E.E.

2 2 2 37,10 3 4,07 A
1 2 1 78,44 3 4,07 B

1 2 2 89,13 3 4,07 B

2 1 1 96,45 3 4,07 B C

1 1 2 110,38 3 4,07 C D
1 1 1 110,41 3 4,07 C: 0
2 2 1 115,29 3 4,07 C D
2 1 2 119,46 3 4,07 D

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo E

Grafica de efectos principales para resistencia con glicerina

Grafica de efectos principales para Resistencia
Medias ajustadas

[€] Glicerina [C] Almidén | [C] HC
14

124

107

Media de Resistencia

Anexo F

Test de Tukey con plastificante glicerina

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,98969
Error: 4,4896 gl: 16
Colédgeno Almidon C Plastificante Medias n E.E.

1 1 1 3,95 3 31,22 A

2 1 1 137 3122 A

1 1 2 1,68 3 31,22 A

2 2 2 3,03 31,22 A

1 2 2 4,92 3 1,22 A

2 1 2 5,06 '3 1,223

1 2 1 14,20 3 1,22 B

2 2 1 32,02 3 1,22 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo G

Espesor en formulaciones de bioplasticos

Plastificante Concentraciones (%) Espesor (mm)
Alcohol polivinilico 3 3
5 4
Glicerina 3 1
5 3
Anexo H

Datos obtenidos en el ensayo de resistencia a la traccion utilizando alcohol
polivinilico (PVA)

[C] Alcohol Polivinilico

3% 5%
[C] Almidén

[C] Colageno 2% 5% 2% 5%
111,4 76,56 90,74 101,56
2% 118,38 88,5 102,06 122,32

101,46 72,61 96,54 122
102,06 91,65 117,15 42,68
5% 117,21 88,5 120,73 37,75
111,88 87,23 120,5 30,86

Nota. Valores de resistencia analizados por el texturémetro CT3 con réplicas.

Anexo |

Datos obtenidos en el ensayo de resistencia a la traccion utilizando glicerina

[C] Glicerina
3% 5%
[C] Almidon
[,C] 2% 5% 2% 5%
Colageno
1,32 18,1 1,76 3,1
0 H H H 1
2% 1,24 10,9 1,71 7,8
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1,2 13,6 1,56 3,85
1,4 35,65 4,01 2,15
5% 1,38 29,1 3,65 3,38
1,34 31,3 7,53 3,56

Nota. Valores de resistencia analizados por el texturémetro CT3 con réplicas.

Anexo J

Valores obtenidos en el ensayo de solubilidad en agua

Bioplastico Peso inicial Peso final Medias %solubilidad Peso cajas Cajas + muestra
0,0687 0,0536 21,9796 5,9442 5,9978
F8 0,0748 0,0533 0,0534 28,7433 6,4425 6,4958
0,0718 0,0534 25,5052 6,19335 6,2468
0,0242 0,0037 84,7107 5,8668 5,8705
F5 0,0245 0,0069  0,0053 71,8367 6,6167 6,6236
0,02435 0,0053 78,2341 6,24175 6,24705
0,0426 0,0066 84,5070 5,9446 5,9512
F7 0,0526 0,0277  0,0172 47,3384 6,444 6,4717
0,0476 0,0172 63,9706 6,1943 6,21145
0,028 0,0034 87,8571 5,8695 5,8729
F6 0,0301 0,0074  0,0054 75,4153 6,6186 6,626
0,02905 0,0054 81,4114 6,24405 6,24945
0,0468 0,0295 36,9658 5,945 5,9745
F11 0,0586 0,0392  0,0343 33,1058 6,4446 6,4838
0,0527 0,0343 34,8197 6,1948 6,22915
0,0875 0,0530 39,4286 6,2755 6,3285
F12 0,0895 0,0510 0,0543 42,9849 5,9735 6,0245
0,0889 0,0590 33,6333 6,0734 6,1324
Nota. Resultados del ensayo de solubilidad con réplicas
Anexo K
Resultados de permeabilidad al vapor de agua de la muestra F12
Tiempo Horas Minutos peso (g) Ganancia (g) WVP
8:36:00 0 0 131,1749 0 0,01095569
9:36:00 1 60 131,2005 0,0256
R1 10:40:00 2 120 131,2153 0,0404
11:50:00 3 180 131,229 0,0541
12:55:00 4 240 131,2509 0,076
14:00:00 5 300 131,2615 0,0866
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15:00:00 6 360 131,2731 0,0982
16:03:00 7 420 131,2875 0,1126
17:04:00 8 480 131,3007 0,1258
18:10:00 9 540 131,3133 0,1384
8:36:00 0 0 131,8245 0 0,01150685
9:36:00 1 60 131,8488 0,0243
10:40:00 2 120 131,8499 0,0254
11:50:00 3 180 131,8782 0,0537
R2 12:55:00 4 240 131,9012 0,0767
14:00:00 5 300 131,9135 0,089
15:00:00 6 360 131,9233 0,0988
16:03:00 7 420 131,9377 0,1132
17:04:00 8 480 131,9512 0,1267
18:10:00 9 540 131,9657 0,1412
8:36:00 0 0 131,4997 0 0,01123127
9:36:00 1 60 131,52465 0,02495
10:40:00 2 120 131,5326 0,0329
11:50:00 3 180 131,5536 0,0539
R3 12:55:00 4 240 131,57605 0,07635
14:00:00 5 300 131,5875 0,0878
15:00:00 6 360 131,5982 0,0985
16:03:00 7 420 131,6126 0,1129
17:04:00 8 480 131,62595 0,12625
18:10:00 9 540 131,6395 0,1398
Nota. Ejemplo de obtencién de datos de permeabilidad al vapor utilizando la formulacién F12 con
réplicas.
Anexo L

Valores obtenidos en el ensayo de biodegradabilidad

Tiempo (h)
Bioplastico 0 24 48 72 96
F8 0,1309 0,1236 0,112 0,0945 0,0943
0,1147 0,1093 0,0982 0,0834 0,0797
0, 1228 0,1203 0,1199 0,1195 0,1192
F5 0,1665 0,1458 0,1267 0,1134 0,0963
0,1702 0,1569 0,1356 0,1211 0,0996
0,1637 0,1498 0,1378 0,116 0,0954
F7 0,227 0,1987 0,1643 0,1239 0,0984
0,2208 0,1878 0,1523 0,1213 0,0993
0,2193 0, 1865 0,1504 0,1207 0,0953
F6 0,3275 0,2873 0,2652 0,2576 0,2479
0,3305 0,2947 0,2783 0,2435 0,22932
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0,3296 0,2865 0,2535 0,2367 0,22897
F11 0,2368 0,1934 0,1723 0,1698 0,1678
0,2917 0,2346 0,1987 0,1934 0,1896
0,2465 0,1993 0,1834 0,1785 0,1735
F12 0,2147 0,1987 0,182 0,1698 0,1573
0,2093 0,1902 0,1809 0,1623 0,1532
0,194 0,1834 0,1789 0,1576 0,1486
Anexo M
Degradacion del bioplastico mediante el método de entierro
70
60 }_'I
i
50
% = —&—F§
E 40 }_Jgg —e—F5
= F7
& F6
X
—8—F11
—e—F17

Tiempo (Dfas)

Nota. Todas las muestras poseian un peso entre 100 y 300 mg y se utiliz6 tierra comercial.

Anexo N

Parametros para la obtencion del Modulo de young

Muestras Distancia (mm) Carga (N) Distancia

Carga Esfuerzo Deformacion

F8

F5

0,22
0,35
0,28
1,03

0,75

34,15
30,20
24,68
61,23

70,32

0,285

0,89
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29,68 0,030

66,22 0,066

0,0057

0,0178



0,89 67,12

F7 0,13 54,99
0,23 53,1 0,18 53,48 0,053 0,0036
0,18 52,33

F6 0,40 93,72
0,65 96,58 0,53666667 95,57 0,096 0,010733333
0,56 96,40

F11 55,36 3,62
56,10 2,18 55,53 2,84 0,003 1,1106
55,13 2,72

F12 0,71 7,13
0,83 5,82 0,82 6,40 0,006 0,0164
0,92 6,24

Anexo O

Bioplasticos elaborados con PVA y Glicerina

Bioplastico

F8

F5
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F7

F6

F11

F12

Nota. Bioplasticos elaborados con formulaciones que poseen diferencia significativa.
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Anexo P

Errores en formulaciones

Nota. La figura a muestra una incorrecta homogenizacion de los componentes; b se puede observar

formacién de burbujas; ¢ presenta textura quebradiza; d se crea doble capa.
Anexo Q

Ensayo de permeabilidad al vapor
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Anexo R

Ensayo de resistencia a la traccion

Nota. Se empled el texturémetro Brookfield CT3

Anexo S

Ensayo de solubilidad en agua
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Anexo T

Ensayo de biodegradabilidad

Nota. Ensayo de biodegradabilidad en tierra después de 1 dia transcurrido.

Anexo U

Tierra comercial empleada en el ensayo de biodegradabilidad

Nota. Tierra comercial Nature
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Anexo V

Licencia del software estadistico

O Minitab
Administrar suscripcion

Bevumen Se Lo swncripaion

Novdre do evpress Dirwcodtn de (o aphesotn webs
OnTrasdts d ¢

Foha de reravacion Cuota de wrsras

VUM '

1D e ymsrign son Modeho de b Iwreia
L e e R ] Ui supec dcado

Minitab T Stativtical Software Aplicacion de sscritorio

e . acgon

Utrro scume
L ar )

Cortacio de tacturmoon
Nerby (it Fames Lana

Mt ® Sostisted Soteee 713110 Prrtererc s de v glerrmstan i
A
Adrminints ar usuaot SRCrirwn -
[ VR Taeon ke smenrine . Dpe sy v Q
R A raL oty P Penen Lagme Cgrmreen

Nota. Licencia del programa Minitab
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