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Resumen

La resistencia a las llamas es una caracteristica importante relativa a la seguridad de los
materiales, entre los cuales se pueden considerar las telas. Algunas de estas telas, tanto
naturales como sintéticas, presentan caracteristicas intrinsecas de resistencia al fuego, debido a
las fibras que las componen, mientras que otras pueden ser tratadas para adquirir esta
propiedad.

Entre los tratamientos que se pueden realizar se encuentran aquellos con retardadores del
fuego tradicionales, algunos de los cuales, particularmente aquellos halogenados, han
demostrado una notoria toxicidad, tanto para humanos como para el medio ambiente. Por este
motivo, en los Ultimos afos se ha buscado la sustitucion de estos compuestos halogenados con
nuevos compuestos menos nocivos, como lo son los compuestos fosforados.

Recientemente se ha descubierto que algunas biomacromoléculas, acidos nucleicos y
proteinas, presentan propiedades de resistencia a las llamas cuando son aplicadas sobre tejidos
de algodon. Estas biomacromoléculas contienen algunos de los elementos o compuestos
presentes en los retardadores del fuego tradicionales. Los estudios que han sido realizados
hasta el momento han utilizado principalmente ADN y proteinas de uso comercial que se
caracterizan por un alto nivel de pureza, su disponibilidad en pequefias cantidades a costos
muy elevados y normalmente usadas con fines analiticos. Dado que la aplicacion a las telas
requiere cantidades mas bien grandes de estas biomacromoléculas, una alternativa mas
econdmica a estos productos comerciales viene presentada por la extraccion de acidos
nucleicos y proteinas de residuos de la industria alimentaria. En este contexto, en el presente
trabajo de tesis fue decidido utilizar residuos de naturaleza vegetal para la extraccion de éstas
moléculas.

Las técnicas tradicionales de extraccion de acidos nucleicos de matrices vegetales son bastante
similares entre si. En general, las cantidades de material tratado son pequefias, los protocolos
de extraccion mas bien complejos, los reactivos usados de alta pureza y por lo mismo caros y a
veces también incluso toxicos. Por estos motivos, estos protocolos no resultan adecuados para
el objetivo de este trabajo. Se encontrd en literatura un método de extraccion simple y
econdmico que reune las condiciones deseadas, en base al cual se defini6 el protocolo para la
extraccion de biomacromoléculas de residuos vegetales, escrito en el presente trabajo de
investigacion.

El proceso de extraccion consiste en un pretratamiento de la matriz vegetal, constituida de dos
fases de trituracion, seguidas de una fase de extraccion en buffer. Luego se realiza una fase de
recuperacion del extracto mediante una precipitacion en etanol, a la cual sigue una
centrifugacion y resuspension del extracto en agua destilada.

En primera instancia se evalud la aplicabilidad del método realizando una extraccion de acidos
nucleicos de residuos de pifia, de donde se obtuvieron resultados de extraccion muy bajos,
probablemente relacionados con la presencia de otros componentes de la materia prima. Se
realizd consecuentemente la optimizacion de los pardmetros fundamentales del proceso de
extraccion en residuos de vegetales mixtos y también verduras de hoja. Fue evaluada la
influencia de la modalidad de conservacion de matriz (fresca o congelada), de la temperatura
de precipitacion (4°C y -21°C), la proporcion “peso seco de la matriz vegetal: peso del buffer”
(1:7; 1:10,5 y 1:14) y también el grado de pureza del etanol usado durante la precipitacion.



Definidos los parametros 6ptimos, se realizo un escalamiento del proceso: se aumentd 5 veces
la cantidad de material sometido a la extraccion (de 40 g a 200 g), manteniendo constante la
proporcion “peso seco de la matriz: peso del buffer”. Posteriormente se evalud también la
posibilidad de reducir el tiempo destinado a la precipitacion en etanol (de 15 h inicialmente a 4
h o menos). Cabe destacar que en los extractos también existe un nivel de proteinas, que no
fueron removidas ya que presentan un efecto positivo en el retardo a las llamas.

El extracto obtenido de las verduras de hoja fue utilizado para impregnar trozos de algodon,
que luego fueron sometidos a pruebas de resistencia al fuego. Los resultados obtenidos de
estas pruebas no fueron exactamente los esperados, ya que las muestras se quemaron casi
completamente aunque a una velocidad menor que el algodon sin tratar.

En este trabajo de tesis fue posible el desarrollo y la optimizacién de un método de extraccion
de 4cidos nucleicos de residuos vegetales para su aplicacion en el campo de los retardantes del
fuego. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron tal como esperados por lo que seria
necesario realizar pruebas adicionales y reducir componentes contaminantes del extracto, cuya
presencia podria estar influyendo negativamente en el efecto deseado de resistencia a la
combustion de la tela.
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1 INTRODUCCION

Entre las medidas de seguridad importantes tanto en ambientes industriales como cotidianos,
se puede considerar la caracteristica de resistencia al fuego o a las llamas. Esta es una
caracteristica que puede ser observada en numerosas construcciones, particularmente, edificios
publicos, industrias y medios de transporte, por mencionar algunos. Las caracteristicas
ignifugas o resistencia al fuego pueden ser vistas tanto en el disefio mismo del edificio como
en los materiales utilizados para su construccion, confiriéndoles los més altos estdndares de

seguridad posibles.

Cuando se habla de los materiales utilizados, se puede considerar una amplia variedad de
ellos, comenzando con aquellos que constituyen las murallas y puertas de un edificio llegando
a aquellos materiales presentes durante el la habitacion del mismo edificio, sea de tipo civil o

industrial.

Un tipo de material presente con bastante frecuencia producto del uso de un edificio, son las
telas que pueden ser partes constituyentes del interior del mismo, tales como cortinajes, o
aquellos utilizados como vestimenta por los trabajadores o habitantes del edificio en cuestion.
Como fue dicho previamente, una medida de seguridad para este tipo de materiales, es
considerar su grado de inflamabilidad o, atin mas especifico, la ausencia de ésta, lo cual es una
caracteristica de gran importancia. En estos casos, las telas presentes deben tener
caracteristicas retardadoras del fuego, la cual es la propiedad de los textiles de resistir la
combustion espontanea cuando hay fuentes de calor cercanas o, para el caso de contacto con
una llama, la capacidad de reducir la velocidad de la combustion. La reduccion de la velocidad
de combustion permite ganar tiempo para apagar el fuego externamente y, en algunos casos, se
logra una detencion de la combustion sin necesidad de la accion de agentes externos. Cuando

un material se apaga sin la interferencia de externos, éste se considera auto-extinguible.
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En relacion a la composicion de los textiles, éstos pueden estar compuestos por fibras
naturales, las cuales, por lo general no tienden a fundirse. La lana y la seda son dificiles de
encender, se queman lentamente y frecuentemente son auto-extinguibles, mientras que los

tejidos de algodon y lino suelen encenderse rapidamente con llamas de propagacion veloz.

Las fibras sintéticas constituyen un gran grupo de tejidos que se caracterizan por
comportamientos muy variados: algunos presentan una alta resistencia a las llamas, otros
pueden ser lentos para prenderse en llamas, y otros alin pueden ser auto-extinguibles, pero la
gran mayoria presenta como caracteristica que una vez encendidos, se funden en lugar de
arder o llamear, presentando como consecuencia un alto riesgo de quemaduras severas cuando
entran en contacto con la piel. En algunos casos, durante la fundicién cuando entran en

contacto con otros materiales inflamables pueden intensificar la propagacion de las llamas.

Cuando las telas contienen combinaciones de fibras naturales y sintéticas, las propiedades que
presentan dependen del tipo particular de fibra y sus proporciones, pero muchas veces tienden

combinar sus peores caracteristicas: encendido y propagacion veloces con fusion del material.

Tomando en consideracion todo lo previamente mencionado, la tarea de encontrar un textil
ideal que presente las caracteristicas de seguridad mas altas posibles ha sido una constante

para cientificos e investigadores.

La inflamabilidad de fibras naturales puede ser reducida por medio de tratamientos topicos

con productos quimicos retardadores del fuego después de su manufactura.

Tejidos sintéticos pueden ser disefiados resistentes a las llamas por diversos medios:

e Mediante la fabricacion, utilizando fibras en las cuales las propiedades retardadoras a
las llamas han sido incorporadas en su estructura molecular durante su sintesis.

e A través de tratamientos quimicos de los tejidos durante el proceso de manufactura.



e Por tratamientos topicos con productos quimicos luego de la fabricacién, tal como se

realiza con los tejidos de fibras naturales.

1.1 OBJETIVOS DEL PROYECTO.

Las telas pueden ser disefiadas resistentes al fuego por medio de tratamientos con diversos
compuestos quimicos, y es algo que ya se ha hecho por al menos 50 afios con métodos y
compuestos quimicos “tradicionales”, pero en los ultimos afios se ha comenzado a hacer

también con productos no tradicionales, que han sido exitosos en sus fases experimentales.

Los productos no tradicionales que han sido utilizados son principalmente biomacromoléculas,
especificamente 4cidos nucleicos y proteinas provenientes de diversas fuentes, lo que significa
que, en teoria, se pueden obtener de cualquier material bioldgico. En la practica, esto no es
totalmente cierto, ya que los sistemas bioldgicos son complejos y sus componentes no se
encuentran naturalmente en condiciones puras o aisladas. Esto implica que al trabajar con
materiales bioldgicos, un compuesto especificamente deseado debe ser previamente extraido y

aislado o purificado.

Para este trabajo, se decidid extraer y recuperar biomacromoléculas (acidos nucleicos y
proteinas) de células vegetales, de manera de probarlas como posibles agentes retardadores del
fuego. Esto implica encontrar una fuente apropiada y un proceso de extraccion y recuperacion

adecuado.

El mayor reto del presente proyecto es la seleccion de la matriz vegetal de desecho mas

apropiada para la extraccion y recuperacion de los acidos nucleicos y proteinas.

Mientras tanto, simultaneamente, es crucial el desarrollo de un protocolo de extraccion

adecuado, ya que aquellos encontrados en literatura ninguno cumplia con los requerimientos
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de simplicidad, duracién del proceso, cantidad de material tratado y el uso minimo de

solventes toxicos y/o de alto costo.

1.2 RETARDADORES DEL FUEGO TRADICIONALES.

El rol que cumple un retardador de las llamas es aquel de interrumpir el ciclo de la combustion

al reducir la velocidad de los procesos quimicos y fisicos que se producen durante la misma.

Los retardadores de fuego existentes actualmente presentan una amplia gama de mecanismos
de accion, que independientemente de éstos mismos, tienen como fin ultimo la reduccion de la
velocidad de transferencia de calor hacia el polimero, lo que s6lo es aplicable en las etapas
iniciales de un incendio, cuando la cantidad total de calor es reducida. En la situacion que el
fuego presente expansion a altas velocidades, la combustién ya no puede ser interrumpida,

sino solamente contenida.

Actualmente, los retardadores de llama para telas se clasifican en cinco grupos principales:

1. Productos inorgénicos.

2. Productos halogenados, principalmente clorados y bromados.
3. Productos organofosforados.

4. Productos nitrogenados.

5. Sistemas con comportamiento intumescente.

Los tres primeros grupos mencionados abarcan el 95% de los retardadores de las llamas

producidos y utilizados a nivel mundial.



1.2.1 Retardadores de la llama inorganicos.

Algunos de los compuestos inorganicos utilizados como retardadores del fuego actiian
interfiriendo fisicamente en el proceso de la combustion al liberar moléculas de agua u otros
gases no inflamables, diluyendo aquellos que nutren la combustién, absorbiendo energia
térmica enfriando el material que se estd quemando, o produciendo una capa de 6xido no

inflamable en la superficie del material.

Estos mecanismos recién mencionados suelen presentar bajos desempefios, por lo que este tipo
de compuestos requieren un uso en altas concentraciones o en combinacion con diversos tipos

de retardadores del fuego. Compuestos que forman parte de este grupo son:

1. Triéxido de aluminio, el cual presenta los tres tipos de mecanismos previamente
mencionados: a temperaturas cercanas a los 200°C se descompone en Oxido de
aluminio y agua, formando una capa protectora y disminuyendo la generacién de

humo.

2. Tridxido de antimonio, compuesto de alta efectividad cuando es combinado con
retardadores de las llamas halogenados, ya que cataliza su descomposicion a radicales

libres.

3. Hidréxido de magnesio, actiia bajo los mismos mecanismos del trioxido de aluminio,

con la diferencia que se descompone a temperaturas mas altas, cercanas a los 300°C.

4. Compuestos al boro, éstos actuan liberando moléculas de agua en una reaccidén
endotérmica de dos pasos y formando una capa aislante en la superficie del material

tratado.

1.2.2 Retardadores de la llama halogenados.

Los compuestos halogenados que actian como retardadores del fuego presentan alta
efectividad al remover de la fase gaseosa los radicales H y OH, los cuales son responsables de
la combustion. En teoria, compuestos que presenten cualquiera de los cuatro elementos

halégenos pueden ser utilizados como retardadores del fuego, pero en la practica ni el flior ni



el yodo pueden ser empleados efectivamente, quedando disponibles solamente el cloro y el
bromo, como los elementos posibles a utilizar. Sus mecanismos de acciéon pueden ser descritos
a grandes rasgos de la siguiente manera: una vez que la molécula del compuesto ha sido
expuesta a las altas temperaturas, se libera el halogeno en forma de radical libre que reacciona
con el gas combustible (un hidrocarburo, tipicamente) generando un acido, que a su vez
reacciona con los radicales H y OH, produciendo agua y otros radicales, los cuales estan
libres para comenzar nuevos ciclos de remocion radicalaria. La eficiencia de los retardadores
de llamas halogenados depende directamente de la cantidad de 4&tomos halégenos presentes en

la molécula del compuesto y su velocidad de liberacion desde la misma.

Aparte del efecto de intercepcion de radicales libres, los retardadores del fuego bromados
también actuan mediante algunos de los mecanismos fisicos antes mencionados: el HBr es un
gas no combustible de alto peso que interfiere con el ingreso del oxigeno a la zona de
combustion al tiempo que cataliza las reacciones de descomposicion que generan la

carbonizacion de la superficie (char).

Sin embargo, los compuestos halogenados presentan como gran desventaja la alta toxicidad de
los compuestos que se producen y liberan durante sus reacciones, siendo esto conocido desde
la década de 1960, cuando una serie de episodios destaco sus potenciales riesgos con fuertes

impactos ecologicos.

1.2.3 Retardadores de la llama a base de fosforo.

Los retardadores a las llamas a base de fosforo suelen tener niveles de eficiencia menores a los
presentados por los compuestos halogenados, sin embargo han comenzado a ganar
importancia en la Gltima década debido al creciente interés de disminuir la aplicacion de
sistemas libres de haldégenos. Las moléculas organicas con fosforo que se utilizan para estos
fines son altamente complejas y presentan gran variabilidad de estructuras (como por ejemplo:
alquil- y arilfosfatos, fosfonatos, etc.) mientras que los compuestos inorganicos a base de

fosforo mas empleados son el fosforo rojo y el polifosfato de amonio. Estos compuestos a base



de fosforo actian tanto en la fase gaseosa como en la condensada estabilizando los radicales
H y OH o produciendo acidos fosforicos que modifican los mecanismos de degradacion
térmica del material que se estd quemando, lo que lleva a la generacion de capas carbonizadas
térmicamente estables. En consecuencia, la cantidad presente de compuestos volatiles

combustibles y el calor absorbidos por el material, se ven reducidos significativamente.

1.2.4 Retardadores del fuego a base de nitréogeno.

Los retardadores del fuego a base de nitrogeno son un pequeilo grupo respecto de los
anteriormente mencionados que vale la pena destacar. Actian mediante la formacion de
estructuras moleculares con el material tratado que inhibe su descomposicion a compuestos
volatiles inflamables, mientras que liberan gases inertes que diluyen aquellos combustibles.
Actualmente, los mas utilizados de estos compuestos son aquellos a base de melamina, cuya
descomposicion produce amoniaco y compuestos ciclicos, que constituyen las capas externas

de las capas carbonizadas.

1.2.5 Sistemas con comportamiento intumescente.

Este tipo de proteccion consiste en el recubrimiento de la superficie de un material con una
capa que lo protege de las altas temperaturas que se alcanzan en un incendio. Los
recubrimientos que se aplican a la superficie de los materiales, se obtienen combinando un
acido inorganico (o su precursor directo) con un compuesto organico polihidroxilado y un
compuesto orgdnico nitrogenado (normalmente aminas o amidas). La deshidratacion del
compuesto polihidroxilado por accion del acido produce su hinchazén, mientras que la
deshidratacion de los compuestos nitrogenados libera compuestos volatiles que complementan

los mecanismos de proteccion. (Gigli & Rosace, 2013)

1.2.6 Preocupaciones sanitarias y ambientales.

Los principales compuestos que dan lugar a preocupaciones entre los retardadores del fuego

tradicionales son los halogenados, en particular, aquellos que contienen cloro:



policlorobifenilos (PCB). Estos fueron ampliamente utilizados durante la década de 1960, y
posteriormente fueron sustituidos por compuestos bromados. No se hard ninguna referencia
adicional a estos compuestos clorados, debido a que no siguen siendo utilizados en la

actualidad.

Dado que los compuestos bromados sustituyeron a los clorados como los retardadores de
llamas halogenados de mayor utilizacién y se encuentran en circulacion ya por un periodo de
tiempo significativo, han sido objeto de numerosas investigaciones y estudios de modo de
determinar tanto su impacto ambiental como sus efectos en la salud humana.
Simultdneamente, el interés por la reduccion del uso de agentes de retardo del fuego
halogenados, ha incrementado el uso y comercializacion de aquellos a base de fosforo, lo que,
consecuentemente, desplaza o incrementa la atencidon respecto de su inocuidad o idoneidad
relativa al uso a gran escala hacia éstos. Es por esta misma razdn que este capitulo esta

enfocado en estos dos tipos particulares de compuestos retardadores de la llama.

Los retardadores del fuego bromados comenzaron a ser producidos comercialmente en la

década de 1970, principalmente en forma de polibromodifenil éteres (PBDE).

En el medio ambiente, los PBDE parecen ser inertes. Normalmente ingresan al ambiente a
través del aire, en el cual permanecen suspendidos como particulas durante un tiempo
indeterminado, y eventualmente, vuelven a tierra y agua por asentamiento con particulas de
polvo a las cuales tienden a unirse fuertemente. Los PBDE no se disuelven facilmente en el
agua, por lo que en ambientes acuosos también tienden a adherirse a otras particulas con las
cuales sedimentan. En consecuencia, los sedimentos en el fondo de cuerpos de agua tienden a
ser reservorios de PBDE, donde pueden permanecer por afios, dado que su descomposicion es
un proceso bastante lento. Por otro lado, se ha visto PBDE con bajos contenidos de bromo

pueden acumularse en los tejidos de animales marinos. (ATSDR, 2004).

En particular, se ha visto que los PBDE tienden a presentarse en concentraciones mas elevadas
en los tejidos de peces grasos. En 2009, un reporte de la Administracion Nacional Oceéanica y
Atmosférica de los Estados Unidos (NOAA, por sus siglas en inglés) menciond que

mediciones para PBDE realizadas en tejidos de diferentes bivalvos mostraron concentraciones



en el rango de 1-270 ppb referidas a la masa lipidica, la cual fue clasificada en niveles medios.
Niveles medios y altos de PBDE suelen estar fuertemente relacionados a la presencia y
actividades humanas: a mayores niveles de industrializacion y densidad poblacional, mayores

son los niveles observados de estos contaminantes. (Kimbrough et al, 2009)

Los PBDE se acumulan en los organismos y se amplifican a lo largo de las cadenas troficas
marinas, las cuales, en la mayoria de los casos terminan en el ser humano (Wan et al., 2008).
Los niveles de PBDE en la poblacion general resultan de la exposicion al polvo de interiores y

alimentos contaminados (Hites, 2004).

Respecto a los efectos en la salud de los PBDE en seres humanos, la informacién que se tiene
no es definitiva, pero algunos estudios sugieren que los PBDE menores (con menor contenido
de bromo) presentan niveles de toxicidad mayores que los PBDE mayores (con mayor
contenido del mismo). Algunos estudios realizados en animales, principalmente ratas y
ratones, han demostrado que la exposicion a PBDE est4 asociada a trastornos tiroideos. Por
ahora no se han observados malformaciones embrionarias o fetales, pero se requieren estudios
adicionales relativos a los efectos reproductivos de estos compuestos. Tampoco se conocen
con certeza los efectos cancerigenos que podrian tener los PBDE en los seres humanos, pero
se ha observado que ratones expuestos a niveles elevados de PBDE mayores en la
alimentacion, desarrollaron tumores hepaticos, mientras que PBDE menores atin no han sido

estudiados respecto de sus efectos cancerigenos (ATDSR, 2004)

Los retardadores de fuego a base de fosforo, al igual que los agentes de retardo de la llama
halogenados, son aditivos y no se unen quimicamente al producto final, lo que puede significar
una facil y rapida liberacion al medio (Rodriguez et al., 2006). Ha sido posible identificar
estos compuestos en diversas condiciones: como parte del aire de interiores, polvo doméstico,
agua potable, sedimentos y biota. En estudios experimentales realizados por Regnery y
Piittmann (2010), fue observado que algunos de estos compuestos, particularmente los
retardadores del fuego a base de fosforo no halogenados, presentan una veloz degradacion por

parte de la luz solar, mientras que otros, como los agentes de retardo del fuego al fésforo
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clorados, parecen ser resistentes a la foto-degradacion, lo que lleva a la conclusion que se

acumulan a lo largo de las cadenas tréficas.

Nuevamente para este caso, la mayoria de datos toxicologicos disponibles son resultados
obtenidos con estudios realizados en animales, los cuales han demostrado que la mayoria de
organofosforados presentan fuertes efectos hemoliticos. Reportes existentes relativos a efectos
en humanos, indican los mismos efectos hemoliticos y también ciertos efectos reproductivos
(Latendresse et al., 1994; Chapin et al., 1997). Uno de los compuestos fosforados no
haldégenos mas problematicos parece ser el trifenilfosfato (TPhP), el cual ha visto como
causante de dermatitis por contacto (Camarasa and Serra-Baldrich, 1992), afectando el sistema
de defensa inmunologico (Saboori et al., 1991) y también como causante de toxicidad aguda

en organismos acuaticos (peces, camarones y daphnia) (Leisewitz et al., 2000).

Entre los retardadores del fuego al fosforo halogenados se puede considerar el
tri(cloropropil)fosfato (TCPP) como un potencial cancerigeno (Ni et al., 2007); el tri(2-
cloroetil)fosfato (TCEP) como toxico para los animales (OMS, 1998) y neurotdxico para ratas
y ratones (Tilson et al.,1990; Umezu et al., 1998), por mencionar algunos de estos compuestos

y sus efectos conocidos.

Cabe destacar que todos estos agentes de retardo a las llamas fueron estudiados y probados
individualmente, y para muchos de ellos, no existen o son insuficientes los datos en literatura
respecto de los niveles de concentracion en el medio ambiente, obstaculizando
significativamente la evaluacion de su real impacto en la salud humana. Sin embargo, la
mayoria de los estudios destaca el hecho que los retardadores del fuego al fosforo no
halogenados son mas seguros de usar como sustitutos de los retardadores de fuego bromados

(van der Veen & de Boer, 2012).
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1.3 ADN Y PROTEINAS COMO AGENTES DE RETARDO DEL FUEGO.

De los capitulos anteriores, es posible deducir que tanto los procesos quimicos de obtencion de
los compuestos de accion retardadora de las llamas como los procesos de tratamiento de los
materiales no suelen caracterizarse por ser amigables con el medio ambiente. Por esta razon,
ya por varios afios se han estado buscando alternativas viables de manera de reducir el impacto
ambiental y a la salud humana de los retardadores de las llamas. Tomando en consideracion
estos antecedentes, en los ultimos afios se ha descubierto que las biomacromoléculas, como
compuestos quimicos de ocurrencia natural, presentan el potencial de cumplir con estos
requisitos. Las biomacromoléculas en cuestion son particularmente los acidos nucleicos y las

proteinas, las cuales han demostrado tener propiedades de retardo al fuego.

Investigaciones recientes han mostrado que el ADN es capaz de aumentar la estabilidad
térmica de tejidos de algodon, esto debido a que contiene los tres principales componentes
normalmente presentes en las clasicas formulaciones de retardadores del fuego con
comportamiento intumescente: grupos fosfato, fuentes de carbono y fuentes de nitrégeno, los
que normalmente actian mas eficientemente cuando estdn combinados entre si (Alongi et al.,
2013). Es por esto que, ante la posibilidad de tener los tres componentes clave en una sola
molécula, ADN y ARN, de manera natural, se puede observar una ventaja adicional a la idea
de utilizar los 4cidos nucleicos como agentes de retardo a las llamas. Los componentes de los

acidos nucleicos esenciales para la accion de retardo a las llamas son los siguientes:

1. Los grupos fosfato, los cuales son capaces de producir acido fosférico que lleva a la
deshidratacion de las fuentes de carbono y la formacion del carbonizado (char).

2. Fuentes de carbono: unidades de ribosa y desoxirribosa, las cuales al calentarse se
deshidratan, liberando agua y formando la capa carbonizada (char).

3. Fuentes de nitrogeno: bases nitrogenadas (adenina, timina, guanina, citosina y

uracilo), las cuales pueden liberar amoniaco al calentarse.

Simultaneamente, las proteinas son las otras biomacromoléculas que pueden presentar

estructuras o cadenas laterales con propiedades de retardo a las llamas, como las fuentes de
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carbono y nitrégeno, y en algunos casos fosforo o azufre. Tejidos de algoddn tratados con
proteinas han mostrado una reduccion en su inflamabilidad. En los casos de tratamiento de las
telas con proteinas del suero de la leche, éstas mostraron una resistencia al fuego
significativamente aumentada al sensibilizar la degradacion del algodon y dejar grandes
residuos finales en las pruebas de inflamabilidad (Bosco et al., 2013) y en los casos de
tratamientos con caseinas e hidrofobinas (pequefias proteinas producidas por hongos
filamentosos), las telas mostraron un aumento en el tiempo total de combustion, una
disminucién en la velocidad de combustion y un residuo significativo al finalizar las pruebas

de combustion (Alongi et al., 2014).

El hecho que estas biomacromoléculas tengan las propiedades retardadoras de la llama
presenta la oportunidad de innovar en el campo de los agentes de retardo del fuego y de
comenzar nuevas investigaciones relacionadas a esta aplicacion poco convencional de los
acidos nucleicos y las proteinas. Resulta particularmente importante el encontrar fuentes
eficientes de biomacromoléculas, que ademas sean econdémicas y de fécil obtencion, al mismo
tiempo, es esencial el desarrollo de técnicas de recuperacion de alta eficiencia, que sean tanto

amigables con el medio ambiente como también econdmicas.

1.4 ACIDOS NUCLEICOS Y PROTEINAS DE RESIDUOS VEGETALES.

Hasta ahora, la mayoria de las investigaciones han sido llevadas a cabo utilizando ADN
comercial de esperma de arenque, el cual estd altamente purificado y presenta escasa
disponibilidad, elevados precios y es utilizado principalmente con fines analiticos; lo mismo
se puede decir con respecto a las proteinas utilizadas: las proteinas del suero de leche, las
caseinas y las hidrofobinas. Una vez que la efectividad de estas macromoléculas como
retardadores de las llamas fue probada, el equipo de investigacion reemplazé el ADN de
esperma de arenque y las proteinas altamente purificadas, buscando otras fuentes para la
extraccion y recuperacion de estas biomacromoléculas, de menores costos, menos purificadas
y con eficacia como retardadores de la llama similar o comparable a aquella de las moléculas

de alta pureza, previamente probadas.
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Como consecuencia de esta busqueda de retardadores del fuego mas econdémicos, sustentables
y también eficientes, la investigaciéon se ha dirigido hacia los residuos de industrias
procesadoras de biomasa y alimentos como fuentes de biomacromoléculas. De éstas, la
industria alimentaria tiene presencia bastante extensa y parece ser una buena fuente de

residuos bioldgicos.

Considerando los objetivos principales de este proyecto, se decidio recuperar acidos nucleicos
y proteinas a partir de residuos vegetales de una planta procesadora de frutas y hortalizas,

ubicada en la provincia de Turin, Italia.

La planta procesa diariamente productos de cuarta gama, donde las frutas y verduras, son
simplemente seleccionadas, lavadas con agua y peladas o cortadas de manera de eliminar las
partes no comestibles. Para este tipo de residuos es facil el reabastecimiento, no presentan
costos significativos y no estan contaminados con productos quimicos, que también estan

siendo evitados durante el proceso productivo.

Se determind, finalmente, la utilizacion de residuos de verduras en lugar de residuos frutales
como fuentes de ADN para la extraccion, basicamente por su composicion respecto a las
biomacromoléculas, considerando en este caso proteinas y carbohidratos. Esto puede ser

observado en las tablas siguientes, que entregan una descripcion bastante general.

Tabla 1.1 Composicion de frutas y verduras (por cada 100g de material fresco)
(Fuente: CIHEAM- Options Méditerranéennes)

Agua Carbohidratos ~ Proteinas Fosforo
(8) (8) (8) (mg)
Verdura 79-96 0,5-18 0,5-5 12-125
Fruta fresca  80-95 1,5-16 0,5-1,5 -

De la tabla 1.1, se puede ver facilmente como el agua se encuentra en los mismos rangos
porcentuales, tanto para las verduras como para las frutas; ocurre lo mismo en el caso de los

carbohidratos. Sin embargo, en el caso de las proteinas, éstas muestran una significativa
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variacion en el valor maximo, el cual es mayor en los vegetales que en las frutas. También se
puede ver que el contenido de fosforo presenta una diferencia importante: esta presente en los
vegetales y ausente en las frutas (o presente de manera no cuantificable, respecto de la
verdura). Esta diferencia podria estar ligada a los contenidos de proteinas de uno y otro, ya que
el fosforo suele ser un constituyente de las proteinas, por lo que un mayor contenido de
proteinas significaria una mayor presencia de fosforo, y aun cuando las cantidades estan dadas
en el orden de los miligramos, pueden volverse significativas al momento de tratar grandes
cantidades de residuos vegetales con fines extractivos. Por otro lado, el contenido de fosforo,
particularmente en forma de fosfato, es de gran importancia en este estudio, ya que es uno de

los compuestos principales que contribuyen positivamente a los efectos de retardo al fuego.

Cuantificaciones exactas de ADN contenido en los vegetales son muy dificiles de obtener,
pero se tienen algunos datos que pueden resultar utiles al momento de estimar las cantidades
que se pueden obtener de diferentes tejidos vegetales. Murray y Thompson (1980) dicen que
es esperable obtener 0,2-0,7 pg/mg en peso seco dependiendo de la especie y el tipo de tejido
utilizado en la extraccion, habiendo aislado ADN de trigo, arvejas, avena, zanahorias, poroto
chino y tabaco. Briard et al. (2000), que aislaron ADN de diferentes partes de la zanahoria y
otros vegetales del género Apiaceae, obtuvieron 0,115 pg ADN/mg tejido fresco de las flores,
0,054 ng ADN/mg de tejido fresco de las semillas y 0,048 ng ADN/mg tejido fresco de las
hojas (frescas). Guillemaut y Maréchal-Drouard (1992), extrayendo ADN de hojas maduras de
diferentes arboles y diversas plantas, reportaron rendimientos de ADN puro en un rango entre
0,02 a 0,16 pg por gramo of tejido fresco, dependiendo de la especie, tejido vegetal y estado
de desarrollo del mismo. Si bien no se tiene informacion mas especifica que la recién descrita,
se puede asumir que las cantidades de 4cidos nucleicos se encuentran en rangos similares tanto

para la fruta como la verdura.

Otro factor determinante es el tipo y la cantidad de las moléculas adicionales a los acidos
nucleicos presentes en la solucion, una vez que los tejidos vegetales han sido triturados y
preparados para la extraccion. Algunas de estas moléculas, los carbohidratos por ejemplo,

pueden tener un impacto negativo en las propiedades de retardo a las llamas. Por esta misma
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razoén, los vegetales con bajos contenidos de carbohidratos deben ser privilegiados, lo cual

también ayuda a evitar pasos de purificacion adicionales.

En la tabla 1.2 se hace una comparacion de la composicion de diversos tipos de hortalizas.

Tabla 1.2: Composicion de 100 g de materia vegetal fresca (Fuente: FAO, Anén. 1960)

Carbohidratos  Proteinas  Agua

(g) (g) (8)

Papa 18,9 2 78
Zanahoria 9,1 1,1 88,6
Lechuga 2.8 1,3 94,8

Se puede observar que los contenidos de carbohidratos presentan significativas variaciones en
los distintos vegetales, el contenido mas bajo se observa en la lechuga (2,8%) y el valor mas
alto en las papas (18,9%), mientras que para el contenido de agua se tiene la situacion inversa:
las papas presentan un 78% de agua y la lechuga un 94,8%. Para el caso de las proteinas, se

observa una leve variabilidad, no determinante como en los dos casos anteriores.

El contenido de proteinas en los vegetales no deberia ser un problema, ya que se ha visto que
las proteinas resultan ser Utiles como componentes de la solucion que se adiciona a las telas
como tratamiento para prevenir la combustion, mientras que el contenido de carbohidratos
puede ser considerado como un factor decisivo, ya que éstos interfieren en la extraccion y
recuperacion de los acidos nucleicos. Los acidos nucleicos forman complejos con compuestos
secundarios, tales como polisacaridos o polifenoles, causando la “incrustacion” del ADN en
una matriz gelatinosa y pegajosa (Guillemaut & Maréchal-Drouard, 1992); los polisacéaridos
presentan una textura viscosa y similar a la de un pegamento y vuelven al ADN inmanejable
(Echevarria-Machado et al., 2005). Los polisacaridos se comportan como contaminantes tanto
en la solucion de extraccion como en el proceso de extraccion. A modo de resumen, a menor
presencia de carbohidratos resulta mas facil aislar los componentes deseados. Por esta razon,

la lechuga se presenta como la mejor opcion de las tres verduras mencionadas anteriormente
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para los procesos de extraccion y consecuentemente, la fuente de acidos nucleicos mas

eficiente.

Tabla 1.3: Composicion de las hojas de lechuga cada 100 g.
(Fuente: Suquilanda,M. 2003, Horticultura)

Lechuga Por 100 g

Agua 96 g

Proteinas 0,8 g

Carbohidratos 2,3 g
Fosforo 25 mg

Las hojas de lechuga, junto con otros tipos de hortalizas, fueron los principales componentes
del material de residuo que fue entregado al laboratorio de parte de la planta procesadora. La
tabla 1.3 entrega una idea bastante completa de los principales componentes de las hojas de
lechuga (los valores presentan una ligera variabilidad producto de las variaciones normales de
produccion y cultivo). Una vez mas, el contenido de agua, como se puede ver, presenta un
valor muy elevado (96%), los carbohidratos un valor muy bajo (2,3%) y el fosforo, presente en
un nivel bastante bajo, pero probablemente asociado a la cantidad de proteinas, que no es muy

elevada (0,8 %).

De lo que fue posible encontrar en literatura, la composicion de los vegetales frescos varia
dependiendo de qué parte de la planta esta siendo considerada (Shewfelt, 1990). Este hecho no
es considerado significativo en este caso, dado que fue utilizada la hoja entera de la lechuga, la

cual se espera que entre en los rangos estudiados.

1.5 TECNICAS DE EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Las técnicas tradicionales utilizadas para extraer ADN de tejidos vegetales tienden a ser
utilizadas en muestras de tamafios muy pequefios, lo que significa que las cantidades de acidos
nucleicos que se obtienen también son muy reducidas. Estas técnicas usualmente son
complejas y requieren numerosos pasos. Con mucha frecuencia tienen propo6sitos analiticos, lo

que significa que se requieren extractos de ADN de alta pureza, obtenidos por medio de
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reactivos también de alta pureza y, normalmente, de elevados costos, que en algunos casos
igualmente son toxicos. En términos generales, son bastante similares en las formas en las que
han sido desarrollados, pero tienden a variar en cuanto al nimero de etapas o al nimero de

repeticiones de ciertos ciclos.

La mayoria de los procedimientos de extraccion tradicionales estdn parcialmente basados y
adaptados de un método desarrollado por Dellaporta et al. en 1983, para pequeias muestras de

tejido vegetales.

Como es posible observar de la tabla 1.4 (columnas 1-4), las técnicas tradicionales han sido
desarrolladas principalmente para material vegetal congelado con nitrégeno liquido, por lo que
no se suelen utilizar en matrices frescas, y en todos los protocolos se considera una etapa de

molienda para facilitar la etapa de extraccion.

En lo que respecta a las soluciones tampon o buffers de extraccion, pueden tener distintas

composiciones, pero presentan algunos reactivos esenciales, tales como:

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como agente quelante de iones utilizado para

prevenir el dafio del ADN;
e Tris(hidroximetil)Jaminometano-HCI (Tris-HCl) como buffer;
e [(-mercaptoetanol para la denaturacion de las proteinas;

e Dodecilsulfato sodico (SDS) o bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como

surfactante, ayudando a la lisis celular;

e NaCl para neutralizar cargas negativas de los grupos fosfatos del ADN y facilitar la

precipitacion de éste.

La extraccion del ADN también se combina con una o mas etapas de purificacion para lo cual
se utiliza acetato de potasio o cloroformo: alcohol isoamilico, los cuales facilitan la remociéon

de proteinas.
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Finalmente, una caracteristica comun en todos los protocolos estudiados es la precipitacion en

alcohol del ADN extraido.

Como fue mencionado previamente, estos procedimientos tradicionales de extraccion, no son
adecuados para trabajar con grandes cantidades de tejido vegetal, dado que pueden ser
complejos y de altos costos. Pueden ser muy demandantes de tiempo, como es el caso del
método desarrollado por Cheng et al. (columna 4, tabla 1.4) y, si son utilizados en cantidades
mayores, tampoco resultan ser amigables con el medio ambiente o saludables, los que son de

los principales objetivos de este proyecto.

De entre todos los protocolos investigados, ademads de los tradicionales, también se encontrd
uno bastante simple, descrito por Carboni (2007) (tabla 1.4, columna 5). Este protocolo es
fundamental para demostrar la posibilidad de recuperar los acidos nucleicos de manera facil, a
bajo costo y usando un buffer de extraccion no toxico. Esta solucion tampon contiene NaCl y
SDS, al igual que los métodos tradicionales, pero en este caso el SDS no se presenta en las
mismas condiciones de elevada pureza, ya que forma parte de los componentes tipicos de los
detergentes liquidos de uso doméstico. En este caso, no es tinicamente el ADN, sino que todos
los acidos nucleicos los que son extraidos y precipitados en alcohol, dado que no existen

etapas de purificacion adicionales.

Dada la simplicidad, economia y rapidez de desarrollo, ademas de la casi nula toxicidad de los
componentes utilizados para el desarrollo de esta técnica, ha sido ésta la seleccionada para
realizar el desarrollo de este proyecto, como una alternativa mas ecoldgica las técnicas de
extraccion tradicional. Se ha pensado que posee el potencial para tratar tejidos vegetales en
mayores volumenes que aquellos tipicos de una escala laboratorio para la recuperacion de
acidos nucleicos, que sin ser particularmente puros pero con un cierto potencial para los

tratamientos de retardo a la llama.
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Tabla 1.4: Tabla comparativa de los métodos de extraccion mas relevantes.

1 2 3 4 5
Método Dellaporta et al.(1983) Guillemaut et al.(1992) Briard et al.(2000) Cheng et al.(2003) Método didictico
' ' ' ' (Carboni, 2007)
. . Agua, detergente
Buffer de Tris, EDTA, NaCl y B- Acetato de sodio, EDTA, Tris, NaCl, EDTA, Tris-HCI, NaCl, EDTA, p- liquido que
., NaCl, PVP, en caso CTAB Yy B- .
extraccion mercaptoetanol. . mercaptoetanol y CTAB. contiene SDS,
necesario SDS. mercaptoetanol. NaCl
Tris-HCI and EDTA (TE);
. . Acetato de potasio; cloroformo-alcohol isoamilico;
Reactivos SDS, acetato de potasio, . Cloroformo: alcohol
. .. *Buffers: Tris-HCI, . e fenol-cloroformo- alcohol
adicionales y acetato de sodio, isopropanol, ) isoamilico(24:1); . e ] ) Etanol.
. EDTA, y NaCl; . isoamilico; isopropanol; etanol;
soluciones etanol. . isopropanol, etanol, TE. ., .
isopropanol, etanol. solucion NaCl; éter saturado con
agua
Pasos 1. Congelacion con nitrogeno L. Mol.{enda conarena L Mohenda ma te’rlal 1. Molienda con nitrogeno 1. Machacado de
. o . del tejido vegetal pre  liofilizado con nitrogeno .
requeridos liquido y molienda. . liquido. la fruta fresca.
tratado. liquido.
2. Incubacion con buffer .,
.y . . o 2. Incubacion
., 2. Incubacion con medio  de extraccion a 60°C por
2. Incubacion con buffer a ., o . ., ., o . con buffer de
o . de extraccion a 65°C por 45 min. Adicion de 2. Incubacion a 65°C por 60 min. .
60°C por 10 min. . extraccion a
10 min. cloroformo: alcohol o .
. . 60°C por 15 min.
isoamilico.
3. Incgbacmn con ? cetato de 3. Centrifugacion a 10 3. Centrifugacion a 3. Enfriamiento y adicion de 3 Incubamqn n
potasio y SDS a 0°C por 20 . . agua con hielo
: 000g. 8 000rpm. cloroformo-alcohol isoamilico. .
min. por 5 min.
4. Incubacion a -20°C por 30 4. Decantacion 4. Resuspension pellet 4. Centrifugacion a 5 500g. 4. Filtracion.
min. en 1xTE.
5. Centrifugacion a 25 000g 5. Incubacién con acetato > Inpubacwn del sobienadante >. Precipitacion
. . o con isopropanol a -20°C por 30  ADN con etanol
por 20 min. de potasio a 0°C. . .
min. helado por 5 min.
6. Filtracion y resuspension 6. Centrifugacion a 6. Centrifugacion del 6. Recuperacion
sobrenadante a del etanol

con isopropanol. 10 000g. 5000g
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Tabla 1.4: Tabla comparativa de los métodos de extraccion mas relevantes. (Continuacion)

1 2 3 4 5
Método didactico

Método Dellaporta et al.(1983) Guillemaut et al.(1992) Briard et al.(2000) Cheng et al.(2003) (Carboni, 2007)
7. Incubacion a -20°C por 30 7. Resuspension en 7 Resuspension pellet en solucion
: min P ' ‘o rg anol de TE and fenol-cloroformo-
’ propanol. alcohol isoamilico.
8. Centrifugacion. Recuperacion
8. Centrifugacion a 20 000g 8. Incubacién con del sobrenadante acuoso y adicion
for 15 min. isopropanol a -20°C. de solucion de NaCl y éter
saturado con agua.
9. Resuspension pellet en Tris 9. Centrifugacion a 9. Centrifugacion. Recuperacion
y EDTA. 10 000g. de la fase acuosa.
10. Centrifugacion por 10. Resuspension en . 10. Precipitacién ADNOCOH
- isopropanol helado a -20°C por
10 min. agua. .
30 min.
I. Resuspension P cllet en 11. Precipitacion ADN 11. Recuperacion pellet de ADN
acetato de sodio e .
con isopropanol. flotante.

isopropanol.
12. Centrifugacion a
10 000g.
13. Resuspension pellet 13. Resuspension pellet
enTris y EDTA. en *buffer adecuado.

12. Centrifugacion. 12. Resuspension pellet en TE.
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2 MATERIALES Y METODOS.

El método de extraccion que fue utilizado para el desarrollo de un proceso para la
recuperacion eficiente de acidos nucleicos y proteinas de residuos vegetales, derivd del
protocolo desarrollado por Carboni (2007). El procedimiento basico que fue usado es descrito
la siguiente subseccion 2.5 del presente capitulo, y también se representa de manera completa

en la figura 2.5.

El proceso de recuperacion puede ser resumido de la siguiente manera: consiste de una serie
de pasos consecutivos comenzando con la trituracion primaria de la matriz vegetal, seguida de
una etapa de trituracion secundaria mas fina que la anterior, después de la cual corresponde la
etapa de la extraccién como tal, para la cual se utiliza un buffer de extraccion adecuado. La
extraccion es seguida de una filtracion, la cual a su vez es seguida por una etapa de
precipitacion utilizando etanol, que posteriormente debe ser recuperado. El etanol recuperado
es sometido a una centrifugacion que permite la formacion de un pellet constituido por una
mezcla de extractos vegetales que incluye acido nucleicos y proteinas. Luego, este pellet es
recuperado y resuspendido en agua destilada, de lo cual se realizan determinaciones analiticas

o0 se recolecta para poder realizar las impregnaciones de los textiles de fibra natural.

En las siguientes subsecciones del capitulo se describen con mas detalle cada una de las
etapas, junto con todas las modificaciones que fueron realizadas al proceso durante su

optimizacion.

2.1 DESCRIPCION DE LOS RESIDUOS.

Los tejidos vegetales utilizados en la experiencia son residuos de una planta procesadora de
alimentos, la cual elabora frutas y verduras de cuarta gama. Consecuentemente, el material
recibido no es apto para el consumo humano, al menos bajo la mayoria de los estandares de

calidad de los alimentos y preferencias estéticas de los consumidores del mundo
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industrializado. A su llegada al laboratorio se encontraban bastante limpios, pero era necesario

remover algunos cuerpos extrafios, principalmente pequefos trozos de plastico.

El material residual que fue proporcionado, inicialmente correspondia a una linea de
procesamiento de frutas, luego consistido en residuos vegetales mixtos y los ultimos lotes
consistieron casi en su totalidad de verduras de hoja. El hecho de que el tipo de residuos
variara durante el desarrollo del trabajo se debi6 a la constante blisqueda del material més

adecuado como fuente de acidos nucleicos.

1. El primer lote en llegar estaba compuesto por residuos de la pifia: cascara

con un alto porcentaje residual de pulpa y el penacho de hojas.

2. El segundo lote que llegd contenia zanahorias, zapallo y papas en pequefios
trozos de dimensiones variables, y una mescolanza inseparable de lechuga, acelga,
nabos y hojas de apio. Este lote se caracterizaba por la presencia de residuos de papa

obtenidos por el raspado de las lineas de proceso.

3. Un siguiente lote estaba compuesto principalmente de lechuga, acelga,
nabos, hojas de apio con algunas nuevas adiciones tales como ricula y pequenos trozos

de cebolla, pimentones y zapallos italianos.

4. Todos los siguientes lotes fueron similares y contenian solo las hojas de
diversas verduras, principalmente lechugas de diversos tipos, repollo y achicorias
moradas. Las proporciones de todos estos componentes variaban ligeramente en los

distintos lotes.

2.2 PRETRATAMIENTO.

Para poder preservar la fruta y las verduras que llegaban en lotes grandes, éstas fueron
separadas en porciones mas pequeias y congeladas a -21°C, enteras o trituradas como sera
descrito mas adelante. En casos particulares, el material vegetal no fue congelado, sino

mantenido a 4°C y usado pocas horas después de su llegada al laboratorio.
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2.2.1 Trituracion primaria.

Este paso fue utilizado para reducir el volumen de material y de esta manera simplificar los

procesos posteriores, tales como el congelado o el paso de trituracién secundaria.

La trituracion primaria era poco fina, y se utilizaba para ello una licuadora de cocina, una

medialuna (cuchillo curvo) o una tijera, dependiendo del material a tratar.

Como fue mencionado previamente, ésta etapa era seguida por un congelamiento del material

vegetal a -20°C, con algunos casos excepcionales.

2.2.2 Trituracion secundaria.

Este paso se realizaba normalmente en el producto descongelado de la etapa anterior, o en el
producto fresco después de la trituracion gruesa. Los implementos utilizados en esta etapa eran
un mortero o una licuadora manual (“minipimer”), dependiendo de la cantidad de material que

estaba siendo triturado. Este paso se realizaba para romper el tejido vegetal y aumentar la

superficie de contacto para la etapa siguiente, la extraccidn en si.

Figura 2.1: Muestras durante la fase de trituracion.
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2.3 EXTRACCION.

La extraccion es la etapa fundamental de todo el proceso de recuperacion.

El buffer o solucion tampon que fue agregado a la pasta obtenida de la trituracion secundaria
estaba compuesto por detergente liquido (con 5-15% de tensoactivos anidnicos) al 10% en
volumen y cloruro de sodio al 10% m/v disueltos en agua destilada. Esta concentracion fue

mantenida constante durante todas las pruebas de extraccion realizadas.

La extraccion fue realizada inicialmente con aproximadamente 30 g de material vegetal, y

posteriormente fue aumentado a 200 g.

A la papilla vegetal se le agregé el buffer, se volvio espesa y bastante homogénea, debid ser
agitada suavemente para obtener esas caracteristicas, y esta mezcla fue incubada en un bafo
de agua caliente bajo condiciones de temperatura especificada y constante (bafio termostatico
112A-E, Huber). Debido a la presencia del detergente liquido, la formacion de espuma era
muy facil y rapida con la agitacion por lo que era importante que ésta fuese muy delicada para

prevenir la formacion de la espuma.

En base a los protocolos investigados ya mencionados, donde las temperaturas de incubacion
iniciales variaban entre los 60°C y los 65°C, y los tiempos de incubacidon también variaban
entre los 10 y los 60 minutos, se decidi6 que la fase inicial de la extraccion base se deberia
realizar bajo las siguientes condiciones: en bafio de agua caliente a 65°C durante 30 min con

una relacion de los vegetales en peso seco: peso del buffer de extraccion igual a 1:7.

Sin embargo, durante el desarrollo del proceso todas las condiciones: tiempo, temperatura del
agua caliente, relacion peso seco de la matriz vegetal: peso de la solucion tampoén; fueron

variadas de modo de poder encontrar lo combinaciéon de condiciones mas eficiente.
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Las variaciones, siempre realizadas una a la vez, que fueron hechas en esta etapa del proceso

fueron las siguientes:

e Temperatura del bafio caliente: 65°C y 68°C.
e Tiempo de incubacion: 30 min y 60 min.

e Relacién peso seco de la matriz vegetal: peso del buffer: (1:7), (1:10,5) y
(1:14).

Figura 2.2: Tubos falcon y vasos precipitados durante la incubacion.

2.4 RECUPERACION DEL EXTRACTO.

2.4.1 Filtracion.

La etapa de la filtracion se realizé para recuperar la fraccion acuosa de la mezcla que contiene

el extracto. De esta manera solo el extracto y los so6lidos mas pequefios pasan a las
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subsiguientes etapas de recuperacion, mientras que los sélidos restantes, retenidos durante la

filtracion, son considerados agotados y son descartados.

Los materiales filtrantes usados en esta fase fueron gasa, papel filtro cualitativo o tejido de
nylon (medias), dependiendo del método de molienda secundaria utilizado y de la cantidad a

filtrar.

Figura 2.3: Muestras durante la filtracion.

2.4.2 Precipitacion en etanol y recuperacion.

Se considera como una fase de separacion ya que los &cidos nucleicos son propensos a
precipitar en el etanol aunque hay otros componentes del extracto celular que se pueden
trasladar a la fase etanol, mientras que otros compuestos celulares indeseados o innecesarios

permanecen en la fase acuosa.

El etanol fue utilizado a una temperatura de -21°C y agregado cuidadosamente al filtrado en
una proporcion volumétrica 1:1 en tubos de vidrio, de modo que se pudieran distinguir

claramente dos fases: una fase etanol superior y una fase acuosa inferior. La solucion del
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etanol utilizada varié en grado alcoholico y pureza. Inicialmente se utilizé un etanol altamente

puro al 99,8%, luego uno al 96% y al 90% para el desarrollo del proceso.

Los tubos de ensayo que contenian estas dos fases fueron mantenidos a -21°C por intervalos
de tiempo determinados para permitir la precipitacion de los acidos nucleicos. Los tiempos
fijados para la precipitacion variaron entre toda una noche (overnight) y una a cuatro horas
con aumentos de una hora entre cada uno. Los periodos de una noche normalmente
comprendieron 15 6 16 horas, dependiendo de la hora a la que fuera completada la etapa

previa del proceso.

Luego del periodo de precipitacion, la fase etanol era recuperada manualmente utilizando una
pipeta y transferida a un tubo de centrifuga. La pipeta fue seleccionada principalmente por su
capacidad de succion, ya que el pellet formado por los &cidos nucleicos podia quedar rezagado
facilmente en la zona inferior de la fase etanol si la succion no era lo suficientemente fuerte.
La recuperacion desde la parte inferior de la fase etanol es un proceso delicado dado que se

puede contaminar facilmente con componentes de la fase acuosa.

Figura 2.4: Tubos durante la fase de precipitacion.
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2.4.3 Centrifugacion y resuspension del pellet.

La fase etanol recuperada fue centrifugada durante 10 min a 4100 RPM (centrifuga IEC CL30,
Thermo Scientific). El pellet producido era retenido mientras que el sobrenadante era

descartado.

El pellet obtenido por medio de la centrifugacion era resuspendido en agua destilada, en una
cantidad proporcional al peso seco inicial de la muestra, lo cual fueron 5 ml de agua por cada

3 g de peso seco de la matriz vegetal inicial.

2.5 DIAGRAMA DEL PROCESO DE EXTRACCION.

Esta seccion muestra el diagrama que entrega una vision general del proceso completo,

tal como fue descrito en los puntos precedentes.
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Figura 2.5: Diagrama del proceso desarrollado para la extraccion.
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2.6 IMPREGNACION DE TELAS DE FIBRA NATURAL.

Para la etapa de impregnacion, se remojaron trozos de tejido de algodon de 10cmx10cm en
120 ml de la solucion del extracto. El proceso mismo de la impregnacion consistié de una
secuencia en la cual los trozos de tela eran, en primer lugar, sumergidos (uno a la vez) en la
solucion del extracto durante un minuto a temperatura ambiente. Finalizado el minuto, los
trozos se retiraban de la solucion evitando al maximo el goteo de la tela y llevados a secar en
estufa a 105°C por 30 min. Terminado el periodo de secado, las telas eran llevadas a enfriar a
una desecadora por 15 min para finalmente ser pesadas. Esta secuencia seria repetida hasta
obtener un peso constante, correspondiente a un valor de add-on seco del 5% (AO%), que fue

el valor maximo obtenido.

El add-on seco total de las muestras de algodon (AO%) fue determinado para cada una por
medio del peso inicial (Wi) y el peso posterior a cada impregnacion con la solucion (Wf) y su

. ..y, -4
correspondiente secado, usando una balanza de precision de £10™ g.

La absorcion de los acidos nucleicos fue calculada utilizando la siguiente ecuacion (eq. 2.1)

Wy — W,
A0% = ——*100  (eq. 2.1)
i

2.7 TECNICAS ANALITICAS.

2.7.1 Peso seco.

Las muestras del material vegetal fueron secadas a 105 °C en estufa (Oven 9000, ISCO

International), hasta obtener el peso constante, el cual normalmente se lograba a las 48 horas.

Esta técnica fue utilizada de modo de tener una base, lo mas constante posible, sobre la cual

realizar todo el trabajo, dado que cada lote de residuos vegetales presentaba una composicion
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variable, como fue mencionado previamente. De esta manera fue posible mantener constante
las proporciones de la solucion tampén respecto del peso de la matriz vegetal,

independientemente de las condiciones y caracteristicas del material fresco.

El peso seco de cada muestra fue determinado pesando cada muestra fresca antes de ser
llevada a la estufa (W;) y después de haber sido obtenido el peso constante (Wy), en cuyo caso
también debia ser considerada la tara del recipiente de la muestra (Tare). La balanza utilizada

presenta una precision de +10™ g.

El peso seco (DW, del inglés dry weight) fue calculado segun la siguiente ecuacion (eq. 2.2):

(W; — Tare)

DW =
W;

x+ 100 eq.(2.2)

Los valores de peso seco obtenidos fueron posteriormente reportados como valores por cada

100 g de tejido fresco.

2.7.2 Determinacion de acidos nucleicos: concentracion y pureza.

La concentracion del ADN fue determinada con métodos espectrofotométricos en el rango
ultravioleta (UV), midiendo datos de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (OD»g).
Los acidos nucleicos (ADN de cadena simple y doble, y ARN) absorben la luz UV
mayoritariamente a 260 nm debido a la presencia de las bases nitrogenadas, lo que significa
que mientras mayor sea el pico a los 260 nm, mayor serd la concentracion de los 4cido

nucleicos en la muestra en cuestion.

Los valores de concentracion de ADN (pg/ml) fueron determinados sobre la base de los

valores OD,¢ segun la siguiente ecuacion (eq. 2.3), basada en la ley de Lambert- Beer:
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Cua (fn—gl) — A*FD*50 (eq 2.3)

Donde A representa el valor de la absorbancia a 260 nm y FD el factor de dilucién utilizado,
50 es el coeficiente de extincion molar medio relacionado a que 50 pg/ml de ADN tienen un

valor de absorbancia igual a 1 con un paso optico de 1 cm.

La pureza de los acidos nucleicos fue determinada usando la relacion Ajens0, €8 decir, la
relacion existente entre los valores de absorbancia a 260 nm y a 280 nm, respectivamente. La
absorbancia a 280 nm se utiliza porque las proteinas son contaminantes tipicos de las muestras
de 4cidos nucleicos y éstas absorben la luz a esta longitud de onda debido a la presencia de
aminoacidos aromaticos. Una muestra de ADN se considera pura cuando la relacion Ajeo2s0

tiene un valor de 1,8; mientras que para ARN puro, esta relacion presenta un valor igual a 2.

2.7.3 Determinacion de proteinas.

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el Ensayo de Bradford, una prueba
colorimétrica que se basa en la en la union del colorante Azul (brillante) de Coomassie G-250
con las proteinas presentes en la solucion: una vez que el colorante se une a las proteinas se
convierte en su forma estable de color azul cambiando desde una forma cationica roja
doblemente protonada hasta una forma azul no protonada, lo cual conlleva una variacion del

maximo de absorcion del colorante desde los 465 a los 595 nm.

Después de un periodo de incubacién de 30 min, se midio la absorbancia de la muestra de
referencia y de todas las muestras en cuestion a 595 nm. La muestra de referencia contenia
agua destilada y colorante. La absorbancia neta fue calculada sustrayendo la absorbancia de
referencia a 595 nm de cada una de las muestras a la misma longitud de onda (AbssosMuestra -

AbssosReferencia) y la concentracion en mg/ml de cada una de las muestras fue calculada por
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contraste respecto de una curva estandar preparada usando un estdndar de seroalbumina

bovina (BSA) que se puede observar en la figura 3.5 en la seccion de resultados y discusiones.

2.7.4 Pruebas de resistencia al fuego.

Después de la impregnacion de las muestras de tela, se realizaron pruebas de inflamabilidad
horizontales. Las muestras, consistentes de trozos de algodon de S5cmx10cm, fueron
aseguradas por tres lados usando un marco metalico en forma de U inclinado 45° respecto del
plano que contiene el marco en una cdmara cerrada, donde el extremo corto del tejido de
muestra era expuesto por 3 s a una llama controlada de metano de 25 mm de alto. Esta prueba
mide los siguientes parametros: tiempo total de combustion, es decir la duracion de la llama
visible que queda en la muestra; longitud del carbonizado (char), lo cual es la longitud, en
centimetros, de la tela que ha sido quemada; la velocidad total de combustion después de la
aplicacion de la llama, la cual se calcula como la relacion entre la longitud del carbonizado y
el tiempo total de combustion; y el residuo final. Estas pruebas reproducen los procedimientos

descritos en el Standard ASTM D4804.
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3 RESULTADOS Y DISCUSIONES.

3.1 EXTRACCION DE TEJIDOS DE PINA.

El primer set de experimentos fue realizado con el fin de evaluar la aplicabilidad del método
seleccionado de extraccion y recuperacion de acidos nucleicos (AN) desde tejidos vegetales.
Esta extraccion fue llevada a cabo utilizando los residuos del procesamiento de la pina,

principalmente la cascara y las hojas.

El tejido de pifia, previo al tratamiento, fue preparado de la siguiente manera: las hojas fueron
separadas, la cascara fue cortada dejando trozos de restos de fruta de hasta 1 cm de espesor, la
cual también debié ser desmenuzada en el mayor grado posible. De esta manera se pudieron
obtener 3 tipos de matrices distintas: hojas, céscara y pulpa, las cuales fueron conservadas

congeladas hasta que fue posible realizar las pruebas de extraccion.

El peso seco (DW) fue determinado para cada una de las partes separadas, y para las cuales el
peso constante fue obtenido después de 48 h a 105°C. Los resultados obtenidos son mostrados

en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Peso seco por cada 100 g de tejido de pifia fresco.

DW (g)
Pulpa 12,2+ 0,13
Cascara 14,9 £ 0,54
Hojas 13,9+ 0,23

Estos resultados tienen en comun que los tres tejidos de pifia considerados presentan un peso
seco muy similar, lo cual consecuentemente indica su contenido de agua. Si bien los valores
son similares, queda claro que la céscara, con 14,9 g de peso seco, presenta el menor
contenido de humedad, lo cual es esperable ya que la cascara tiene un aspecto bastante lefioso.

Un poco sorprendente es el resultado obtenido para las hojas de pifa, cuyo peso seco de 13,9 g
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es casi igual al de la céascara. Seria esperable que las hojas presentaran una humedad
significativamente mayor y por lo mismo un menor peso seco. Estos valores de peso seco tan
similares entre ambos tipos de tejidos podrian ser atribuidos a la naturaleza fibrosa de las
hojas. Respecto a las fibras de las hojas, éstas solamente se podian cortar y picar con cierta
facilidad con la medialuna estando idealmente ain congeladas; con las licuadoras no se

obtenia ningun resultado.

Respecto a la pulpa de la pifia, cuyo peso seco de 12,2 g, es menor que el de los otros dos tipos
de tejido considerados; aun sigue siendo comparable a ellos, por lo tanto se puede decir que

las diferencias entre los tres tipos de material analizado son practicamente insignificantes.

3.1.1 Extraccion de pulpa, cascara y hojas.

Para la extraccion de la pulpa de la fruta, la pulpa congelada fue dejada para su
descongelamiento. Luego, no estando completamente descongelada, fue triturada en primera

instancia con la licuadora y posteriormente con el mortero. Finalmente fue pesada.

Respecto a la céscara, el material fue triturado semicongelado, primero con la licuadora, luego

con el mortero, y después pesado.

Las hojas también fueron probadas como posible matriz de extracciéon de acidos nucleicos
(AN). Estas, sin embrago, no fueron trituradas con la licuadora ya que su textura fibrosa no
permitia accion alguna de parte de los cuchillos de la licuadora. Por lo tanto, las hojas fueron

cortadas finamente con medialuna estando aun bastante congeladas, y luego fueron pesadas.

El tampon de extraccion fue preparado de acuerdo a la féormula descrita en el capitulo de

Materiales y Métodos, en el punto 2.3.
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El procedimiento de extraccion fue realizado bajo las siguientes condiciones:

e Proporciéon DW matriz: buffer igual a (1:7).

e Incubacion a 65°C por 30 min.

e Filtracion con gasa.

e Precipitacion en etanol con proporcion volumétrica 1:1, pureza del 99,8%, a -21°C,

duracidn toda la noche.

e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 5 ml de agua destilada.

Los resultados obtenidos de estas pruebas de extraccion se muestran en la siguiente tabla 3.2.

Tabla 3.2: Pureza de los AN, concentracion y rendimiento de la extraccion de la pifia.

DW inicial Pureza AN AN extraidos Y An/ps

(mg) (A2601280) (mg) (%)

Pulpa 6090 1,13 1,978 0,032
Cascara 6672 0,95 0,069 0,002
Hojas 5328 1,13 0,210 0,024

Lo primero que puede ser observado de los resultados obtenidos, son los rendimientos de los

tres tipos de tejidos examinados: se encuentran todos por debajo del 1%, donde el mayor valor

obtenido es un 0,032% correspondiente a la matriz de pulpa de pifia.

La cascara presenta el valor mas bajo siendo éste un 0,002%, lo cual era casi esperable debido

a las caracteristicas previamente descritas de la corteza. Esta condicion dificulta la ruptura del

tejido como tal y, en consecuencia, también la de las células que lo constituyen, interfiriendo

asi con la extraccion de los acidos nucleicos.

Las hojas, con un 0,024%, muestran un rendimiento significativamente mayor que la cascara,

pero aun asi es extremadamente bajo, y ain por debajo de los resultados obtenidos para la
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pulpa sin dejar éstos de ser comparables. En este caso se puede atribuir la dificultad de la
extraccion a las fibras que constituyen las hojas, las cuales, como fue mencionado

previamente, hacian muy dificil la ruptura del tejido.

En lo que refiere a la pulpa, los valores de rendimiento mayores (en comparacion con los otros
dos tejidos) podrian ser atribuidos a la naturaleza mas blanda de la matriz, lo cual hace que la
ruptura del tejido sea mas facil, exponiendo las células a los agentes extractivos. El bajo
rendimiento general de extraccion de los AN podria ser causado por la presencia de
polisacaridos, los cuales son moléculas constituyentes de las frutas presentes en niveles
significativos (como fue mostrado en la tabla 1.2, en el punto 1.4) y dificultan la recuperacion
de los 4cidos nucleicos. En todo caso, una extraccion constante y sistematica de tejidos
frutales como lo fue esta extraccion en particular tampoco es aplicable, ya que la pulpa de la
fruta no es una material de desecho, sino la materia prima de la industria que esta proveyendo
el material de estudio, aun cuando pequenas cantidades de la pulpa de la fruta forman parte de

los residuos de la industria.

Otro aspecto a considerar es la pureza de los AN extraidos, dada por la razon Ajeo2s0, la cual
no estd entregando valores muy elevados: todos se encuentran en las inmediaciones de la

unidad, lo cual significa que las muestras estdn altamente contaminadas.

En cualquier caso, la aplicabilidad del método fue probada con este set de experimentos, pero

tiene que ser mejorada y optimizada.

La figura 3.1 muestra los rendimientos de los AN obtenidos en este grupo de ensayos. Un
factor que llama la atencion es la alta variabilidad mostrada por las muestras de pulpa y hojas,
la cual se ve evidenciada por las lineas de error en sus respectivas barras. Dado que el
rendimiento (y la variabilidad) vistos en las muestras de la cascara de piha es tan bajo, las

grandes variaciones observadas en los otros dos tejidos podrian ser atribuidas a su
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composicion y estructura, lo cual puede significar una mayor presencia de todos los

componentes que fueron liberados en forma desigual durante la ruptura de los tejidos.

0,14

0,12

0,1

0,08 B Pifia pulpa

m Pifia cdscara

Pifia hojas

YANDWI (%)
o
°
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Figura 3.1: Rendimientos obtenidos de diversos tipos de tejido de pina.

3.2 EXTRACCION DE TEJIDOS DE VEGETALES MIXTOS.

Una vez que fue comprobada la aplicabilidad del método de recuperacion y para comenzar con
la optimizacion del protocolo, se realizoé un segundo set de experimentos en el cual fueron
variados dos pardmetros principales: la temperatura de la precipitacion en etanol y la

proporcion “DW matriz: peso buffer de extraccion”.

El segundo grupo de experimentos fue realizado con un lote distinto de residuos vegetales, el
cual ya fue descrito en la seccion 2.1. Cabe mencionar nuevamente que junto a las hojas y
trozos de los vegetales, habia un residuo proveniente del raspado de las lineas de proceso, el
cual tenia un aspecto pastoso levemente granulado, proveniente principalmente del
procesamiento de las papas y otros vegetales como la zanahoria y el zapallo. Este tipo de
residuos heterogéneos es mucho maés similar a los residuos reales provenientes de esta

industria, donde los restos no procesados son recolectados y acumulados sin ningln tipo de
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clasificacion. Como tal, los residuos normalmente estdn compuestos por una gran variedad de
de vegetales, diversas partes de los mismos, en proporciones variables, muchas veces
fuertemente influidos por la estacion del afio. Esto se contrasta con el material residual unico

como con la pifia, y que en este caso, representaba residuos bastante poco realisticos.

Este lote de verduras fue triturado con la licuadora estando aun fresco, y luego fue congelado

en pequefias porciones para cuando fuese posible realizar la extraccion.

También fue realizada la determinacion del peso seco: las muestras fueron tomadas y secadas
en estufa por 48 h, el cual fue el tiempo necesario para obtener el peso constante. El resultado

obtenido se muestra en la tabla 3.3.

Tabla 3.3: Peso seco verduras mixtas respecto de 100 g de material fresco.

DW (g)
Verduras Mixtas 9,08 +£0,19

3.2.1 Efecto de la temperatura durante la precipitacion de los acidos nucleicos.

Este grupo de ensayos fue realizado para evaluar y comparar el efecto de la temperatura
durante la fase de precipitacion en etanol. Dado que los acidos nucleicos son solubles en agua
y precipitan en etanol, particularmente en condiciones frias y en presencia de sales, una
evaluacion para determinar la mejor de estas condiciones frias se vuelve necesaria para

obtener la mejor recuperacion.

Las muestras fueron tomadas del material triturado congelado, que luego fue descongelado y

triturado con mortero.
La extraccion fue realizada bajo las siguientes condiciones:

e Proporciéon DW matriz: buffer igual a (1:7).

e Incubacién a 65°C por 30 min.
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e Filtracion con gasa.

e Precipitacion en etanol durante la noche con proporcion volumétrica 1:1, etanol con
99,8% pureza, temperaturas de -21°C y 4°C.

e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 5 ml de agua destilada.

Los resultados de este procedimiento de extraccion y recuperacion de acidos nucleicos de

verduras mixtas (VM) pueden ser observados en la tabla 3.4.

Tabla 3.4: Efecto de la temperatura de precipitacion sobre la pureza, concentracion y rendimiento de

los AN.
DW inicial ~ Pureza AN AN extraidos  Yanpw
(mg) (A260/280) (mg) (%)
VM, precipitacion a 6035 1,34 5.47 0,09
-21°C
YM. pre:ilgtac“’n 6023 1,36 0,96 0,02

Este set de pruebas indica que la temperatura de precipitacion tiene una influencia
significativa en el rendimiento obtenido de los 4cidos nucleicos. A una temperatura de
precipitacion de -21°C, el rendimiento de los 4cidos nucleicos presenta un valor de 0,09%, el

cual es mas de cuatro veces el rendimiento obtenido a 4°C, el cual es de un 0,02%.

Estos rendimientos son comparables con los de la extraccion previa hecha sobre los tejidos de
pifia. La extraccion de la matriz de verduras a 4°C muestra valores similares (0,02%) a
aquellos de la pulpa y hojas de pifia (0,032% y 0,024%, respectivamente, tal como se muestra

en la tabla 3.2), que fueron realizadas con la precipitacion a -21°C.

La pureza de las muestras fue independiente de la temperatura de precipitacion del proceso, ya
que en ambos casos se observan practicamente el mismo valor al analizar la razéon Ajgo/230, €l

cual es 1,3.
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En general, la extraccion de la matriz de verduras mixtas demostrd mejores rendimientos y
valores de pureza que la pifia. Al mismo tiempo, pudo ser determinado que las mejores

condiciones para la precipitacion en etanol son a -21°C.

La figura 3.2 permite comparar los rendimientos obtenidos durante este set de pruebas y que
fueron discutidos anteriormente. Vale la pena mencionar, para este caso, que las muestras de
la precipitacion a -21°C presentan una variabilidad bastante alta en comparacién con las
muestras de la precipitacion realizada a 4°C, pero aun tomando en cuenta esta mayor

variabilidad, los rendimientos son significativamente mas elevados a la temperatura mas baja.

B VM Precipitacion a -21°C
B VM Precipitacion a 4°C

Yanowr (%)
o
o
o

Figura 3.2: Rendimiento de AN a diversas temperaturas de precipitacion.

3.2.2 Efecto de la proporcion “DW matriz: peso del buffer”.

Para evaluar la influencia que el buffer pudiera tener en el proceso de extraccion, tres

proporciones distintas de “peso seco vegetal: peso del buffer” fueron probadas.
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Fue importante determinar si una mayor cantidad de tampon de extraccion significaria un
mayor rendimiento de 4cidos nucleicos, y si este era el caso, qué tan significativo seria este

incremento.

Las muestras fueron tomadas de la matriz de verduras mixtas que fue triturada previo a su

congelamiento. Estas fueron descongeladas y trituradas en segunda instancia en el mortero.

El procedimiento de extraccion siguid el mismo protocolo descrito en el punto 2.3, con la
variacion realizada en el peso del buffer de extraccion utilizado, y por lo mismo, en la

proporcion “peso seco inicial: peso del buffer” (DW: buffer a modo de abreviacion):

e Proporciéon DW matriz: buffer igual a (1:7); (1:10,5); y (1:14).

e Incubacién a 65°C por 30 min.

e Filtracion con gasa.

e Precipitacion en etanol durante la noche con proporcion volumétrica 1:1, etanol al
99,8% de pureza y temperatura de -21°C.

e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 5 ml de agua destilada.

Los resultados obtenidos para cada muestra se muestran en la tabla 3.5.
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Tabla 3.5: Efecto de las diversas proporciones de “peso seco inicial: peso buffer” sobre la pureza,
concentracion y rendimiento de los AN.

DW inicial Pureza AN AN extraidos Yanopw

(mg) (A2601280) (mg) (%)
1 VM, proporciéon (DW: buffer)
(1:7)
1.1 2995 1,17 1,875 0,063
1.2 3008 1,19 1,422 0,047
1.3 2984 1,18 1,815 0,061
1.4 3009 1,17 2,078 0,069
2 VM, proporcion (DW: buffer)
(1:10,5)
2.1 3007 1,23 1,194 0,040
2.2 3004 1,25 1,167 0,039
3 VM, proporcion (DW: buffer)
(1:14)
3.1 2996 1,22 1,234 0,041
3.2 3011 1,24 1,122 0,037
33 3008 1,23 1,317 0,044
34 3008 1,21 1,888 0,063
3.5 3008 1,22 1,269 0,042

En primer lugar, cabe mencionar que los rendimientos obtenidos usando las tres diferentes
proporciones de “DW matriz: buffer” resultaron ser muy similares para los tres tipos de

muestras.

Las muestras que usaron la proporcién (1:7) mostraron los valores de rendimiento mas
elevados, los cuales varian entre 0,047 y 0,069%, mientras que las otras dos proporciones
presentaron valores mas bajos, similares entre ellas: las muestras con la proporcion (1:10,5)
presentan un rendimiento de 0,04% y aquellas con la proporcion (1:14) presentan un
rendimiento que varia entre el 0,037 y 0,067%. Estos ultimos muestran una variabilidad
comparable a la de las muestras en las que se usd la proporcion (1:7) como puede ser visto en

la figura 3.3.
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La pureza de las muestras, dada por la relacion Aje2s0, presenta un valor casi constante de 1,2
para todas las muestras. Los valores mas bajos (1,17) corresponden a las muestras 1.1 y 1.4,
las cuales fueron tratadas con la solucion tampon en la proporcion (1:7). El valor mas elevado
(1,25) pertenece a la muestra 1.2, que fue tratada con el buffer en proporcion (1:10,5). Un
aumento en el volumen del buffer utilizado no demostré un cambio significativo en este

parametro.

Este procedimiento sirvid para demostrar que mayores volimenes de solucion tampon (vistos
como una disminucion de la proporcion) no aumentaron las cantidades de acidos nucleicos
extraidos. De hecho, se puede decir justo lo contrario, ya que los rendimientos de AN para las
muestras que utilizaron mayores volimenes de buffer son menores que los rendimientos

obtenidos con la proporcion estandar (1:7).

Aun cuando fue claro que la proporcion (1:14) no tenia ninguna influencia, se realizd por mera
curiosidad una prueba adicional, la cual fue llevada a cabo para probar si una extraccion a dos
pasos presentaria un cambio en el resultado del rendimiento. En este caso, luego de la
incubacion con buffer en proporcion (1:7), se agregd a la matriz agotada un segundo volumen
de buffer en la misma proporcion, y se repitio la incubacion. Este procedimiento no demostro
ninguna variacion respecto de la extraccion previamente mencionada con el buffer en
proporcion (1:14) realizado en un solo paso, y por lo mismo se decidid6 no reportarlo de

ninguna otra manera.



45

0,14

0,12
010 B VM (DW: buffer) prop
& (1:7)
S 0,08 B VM (DW: buffer) prop
% (1:10,5)
- 0,06 - = VM (DW: buffer) prop

(1:14)

0,04 -

0,02 -

0,00 -

Figura 3.3: Rendimiento de AN usando diversas proporciones de peso seco vegetal: peso buffer.

Luego de haber finalizado esta extraccion, fue decidido filtrar las muestras en las que fueron
utilizadas las proporciones “DW matriz: peso buffer” de (1:7) y (1:14), como parte de un
procedimiento no-estandar. Cada muestra fue filtrada con un filtro de jeringa (con didmetro de

poro de 0,7 pm).

Los resultados obtenidos luego de la filtracion estan reunidos en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6: Efecto de la filtracion del extracto sobre la pureza, la concentracion y rendimiento de AN.

Post filtracion
Pureza AN AN extraidos  Yanpw

(A2601280) (mg) (%)
1 VM, proporcion (DW: buffer)
(1:7)
1.1 1,41 0,509 0,017
1.2 1,40 0,511 0,017
1.3 1,41 0,548 0,018
1.4 1,42 0,593 0,020
3 VM, proporcion (DW: buffer)
(1:14)
3.1 1,41 0,589 0,020
3.2 1,40 0,608 0,020
3.3 1,42 0,775 0,026
3.4 1,44 0,907 0,030
3.5 1,43 0,820 0,027

Los resultados obtenidos después de la filtracion muestran niveles de pureza mas altos que
previo a la filtracion, cuyos valores aumentaron a 1,4 (de los previos 1,2). Esto significa que
probablemente las proteinas (y otras biomacromoléculas, como los polisacaridos, que podrian
estar presentes en la solucion) son retenidas durante la filtracion. Simultdneamente, los
rendimientos de AN disminuyen significativamente con la filtracion, cuyos valores se
encuentran entre el 0,017% y 0,03%, implicando que parte del contenido de acidos nucleicos
también es retenido por el filtro. En la figura 3.4 se pueden comparar los rendimientos de los

acido nucleicos, previos y posteriores al proceso de filtracion.

La diferencia que se puede observar respecto del procedimiento estandar, donde se utilizé la
proporcion DW: buffer (1:7) es el valor medio que de 0,06% descendié a menos de 0,02%
después de la filtracion, lo cual no se puede considerar insignificante. Para las otras muestras
donde se us6 la proporcion (1:14), los valores del rendimiento disminuyeron de 0,045 a
0,025%, lo cual no es tan notorio como para las otras muestras, pero aun asi es importante

tomarlo en consideracion.
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B Rendimiento AN post filtracion
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Figura 3.4: Rendimientos medios de AN obtenidos antes y después de la filtracion

A este punto en el proceso de optimizacion, se realizé también una evaluacion del contenido
de proteinas. Esto fue realizado en las muestras finales del proceso de extraccion y
recuperacion, inmediatamente después de la resuspension del pellet y también después de la

antes mencionada filtracion.

La curva estandar utilizada para calcular la concentracion de proteinas, y por ende contenido,

es mostrada en la figura 3.5:
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Figura 3.5: Estandar de BSA utilizado para la cuantificacion de proteinas con el método de Bradford.

El procedimiento utilizado para determinar el contenido de proteinas estd descrito en el
parrafo 2.7.3. La concentracion de proteinas de cada muestra fue determinada utilizando la

ecuacion 3.1 que describe la curva estdndar mostrada en la figura 3.5.

m
NetAbsgosnm = 0,8146 * C (ﬁ) (eq. 3.1)

La tabla 3.7 presenta los contenidos de proteina obtenidos al comparar los valores de

absorbancia registrados para cada muestra con la ecuacion obtenida con el estaindar de BSA.
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Tabla 3.7: Contenido de proteinas de las muestras pre y post filtracion.

Pre filtracion Post filtracion
Contenido Contenido Contenido Contenido
proteinas  proteinas  proteinas proteinas

(mg) (%) (mg) (%)
1 VM, proporcion(DW: buffer) (1:7)

1.1 - - - -

1.2 0,953 0,032 0,064 0,002
1.3 1,185 0,040 0,051 0,002
1.4 1,373 0,046 0,052 0,002

3 VM, proporcion (DW: buffer) (1:14)

3.1 0,385 0,013 0,004 0,000
3.2 0,350 0,012 0,008 0,000
33 0,557 0,019 0,033 0,001
3.4 0,842 0,028 0,075 0,002
3.5 0,422 0,014 0,059 0,002

Los resultados que se obtuvieron por medio del método de cuantificacion de proteinas

concuerdan con las estimaciones realizadas con el parametro de pureza, la razon Ajeo/50.

Los valores porcentuales correspondientes al contenido proteico fueron calculados sobre una
base de miligramos de proteina presentes en la matriz vegetal seca (también en miligramos).
El contenido de proteinas, determinado pre filtracion, varia entre 0,0032 y 0,046% para las
muestras con la proporcion DW: buffer (1:7), y entre 0,012 y 0,028% para las muestras en las
que se utilizé el buffer de extraccion en la proporcion (1:14). Sin embargo, estos valores
cambian luego de la filtracion, donde para ambos tipos de muestras el contenido de proteinas

baja practicamente a cero.

Se puede decir que en las muestras analizadas hay un contenido significativo de proteinas, las
cuales son removidas practicamente en su totalidad cuando se realiza la filtracion, como se

puede observar en la figura 3.6.
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Como se ha visto que las proteinas también tienen un rol en la accion de retardo del fuego, su
presencia en estas muestras se puede considerar conveniente mas que perjudicial, haciendo por
lo tanto que sea poco aconsejable realizar filtraciones adicionales. Esto simplemente ayuda a
destacar el hecho que, como fue antes mencionado, la filtracion también remueve cantidades

significativas de 4cidos nucleicos.
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Figura 3.6: Contenidos proteicos medios pre y post filtracion.

3.3 EXTRACCION DE TEJIDOS VEGETALES MIXTOS II Y VERDURAS DE HOJA

Una vez que fueron definidos los parametros relacionados con la temperatura de la
precipitacion en alcohol y con la proporcion “DW matriz: peso buffer” para la extraccion
misma, se realizd un tercer set de ensayos utilizando y comparando dos nuevos lotes
diferentes: uno consistia nuevamente de verduras mixtas (VM) mientras que el otro consistia

de verduras de hoja (LV, proveniente de las palabras leafy vegetables en inglés).

Dado que la composicion del lote de verduras mixtas era parecido, pero no igual al lote previo

(ya descrito), debido a la variabilidad normal de los vegetales procesados, se debio realizar
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una nueva determinacion del peso seco. Simultaneamente, se realizd también una

determinacion del peso seco del lote de las verduras de hoja.

Al igual que antes, se tomaron muestras que fueron secadas a 105°C por 48 h que fue el

tiempo en el que se obtuvo el peso constante.

Tabla 3.8: Peso seco para 100 g de material fresco.

DW (g)
Verduras mixtas 7,43 +£0,19
Verduras de hoja 6,94 +£0,28

El hecho que el lote de verduras mixtas presente un peso seco (7,43 g) diferente al descrito
previamente (9,08 g) podria ser explicado por la diferente composicion de ambos, dado que el
actual lote de verduras mixtas no presentaba el residuo del raspado de las lineas como el lote
previo. Este no tenia una influencia en el volumen del material, pero aparentemente si influyo

fuertemente en el peso, tanto himedo como seco.

En este caso, ambos tipos de material presentan un peso seco bastante similar: 7,43 g las
verduras mixtas y 6,94 g las verduras de hoja. Estos valores se ajustan a aquellos reportados en
el punto 1.3 y la variabilidad que puede ser observada se debe la composiciéon mixta de cada
uno de los lotes de material residual, pero se mantienen en el rango del 11,4% y del 5% de

peso seco que fue reportado para zanahorias y lechuga, respectivamente.

3.3.1 Efecto de las condiciones de almacenaje de la matriz vegetal: fresco o congelado.

Esta serie de ensayos fue realizada con el objetivo de determinar el efecto de la utilizacion del
material vegetal en condiciones frescas y congeladas, que en este caso involucr6 muestras

tanto de vegetales mixtos como de verduras de hoja.
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Las variaciones en el tratamiento a las que fueron sometidas las muestras fueron todas al inicio

del proceso de extraccion, en las fases del pre-tratamiento.

El pre-tratamiento de las muestras fue realizado de acuerdo al siguiente procedimiento:

e Las VM frescas fueron trituradas, primero en la licuadora, luego en el mortero.

e Las VM congeladas fueron congeladas enteras, descongeladas, trituradas en Ia
licuadora y luego en el mortero.

e Las LV frescas fueron picadas con la medialuna y luego trituradas en el mortero.

e Las LV congeladas fueron congeladas enteras, descongeladas, picadas con la

medialuna y luego trituradas en el mortero.

Posteriormente, el proceso de extraccion fue igual para cada muestra, y realizado bajo las

siguientes condiciones:

e Proporcion DW matriz: buffer igual a (1:7).

e Incubacion a 65°C por 30 min.

e Filtracion con gasa.

e Precipitacion en etanol durante la noche con proporcion volumétrica 1:1, etanol con
99,8% pureza, temperaturas de -21°C.

e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 5 ml de agua destilada.

Los resultados obtenidos para cada muestra de estas pruebas se pueden ver en la siguiente

tabla 3.9:
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Tabla 3.9: Efecto del tratamiento inicial de la matriz en la pureza, concentracion y rendimiento de los

AN
DW inicial Pureza AN AN extraidos Y anpw
(mg) (Az60/280) (mg) (%)
1 VM congeladas
1.1 3113 1,17 4,303 0,14
1.2 3113 1,16 4,063 0,13
1.3 3117 1,17 4,351 0,14
2 VM frescas
2.1 3148 1,14 1,999 0,06
2.2 3133 1,14 2,359 0,08
2.3 3126 1,14 2,256 0,07
2.4 3165 1,14 2,261 0,07
3 LV congeladas
3.1 3323 1,13 3,518 0,11
3.2 3304 1,12 3,845 0,12
33 3302 1,13 3,852 0,12
34 3302 1,13 4,341 0,13
4 LV frescas

4.1 3301 1,14 1,563 0,05
42 3271 1,12 2,261 0,07
4.3 3287 1,12 2,282 0,07
4.4 3286 1,14 2,229 0,07

A partir de estos resultados se puede observar que los rendimientos son mas elevados para las
matrices previamente congeladas. En ambos casos, es decir, verduras mixtas congeladas y
verduras de hoja congeladas, los valores del rendimiento se encuentran en un rango entre 0,13
y 0,14% para las VM y 0,11 y 0,13% para las LV. Estos son valores practicamente doblados
respecto de los valores obtenidos para sus homologos frescos, los cuales varian entre 0,06-
0,8% y 0,05-0,07% para las verduras mixtas y las verduras de hoja, respectivamente. Estas

diferencias pueden ser apreciadas mas claramente en la figura 3.7.

También se puede observar una ligera diferencia entre los rendimientos obtenidos de las

verduras mixtas y de las verduras de hoja: las primeras mostraron valores en torno al 0,135%
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mientras que las segundas en torno al 0,125%, en ambos casos para las muestras inicialmente

congeladas (como se muestra en la figura 3.7).

Al ser comparados los niveles de pureza de los extractos, dados por la relacion Ajeo280, 10S
valores no fueron significativamente diferentes entre ellos, mostrando valores entre 1,12 y
1,17. Estos valores son similares a aquellos obtenidos en los ensayos previamente reportados

(tabla 3.5, por ejemplo).

Los rendimientos mds elevados calculados para las matrices congeladas se deben
probablemente a la ruptura celular que ocurre durante los procesos de congelamiento y
descongelamiento, lo cual es una ventaja para el proceso completo; esto es adicional a la

ventaja que significa el congelamiento para la preservacion del material.

El proceso de congelamiento también causa el reblandecimiento de los tejidos vegetales, tanto
en las verduras mixtas como en las de hoja, pero es especialmente notorio en las hojas de

ensalada que se vuelven muy féciles de tratar.

Los rendimientos de AN obtenidos se pueden observar y comparar graficamente en la figura
3.7. Como fue mencionado previamente, es facil observar la diferencia de rendimiento entre
las mismas matrices con diverso tratamiento inicial: congeladas (en azul y verde), las cuales
practicamente doblan a sus respectivas muestras frescas (en rojo y morado). Simultdneamente,

las similitudes respecto de los tratamientos iniciales, no pueden ser ignoradas.
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Figura 3.7: Influencia del pre-tratamiento en el rendimiento de AN.

3.3.3 Efecto de la pureza del etanol.

Este set de pruebas fue realizado para determinar la influencia de la pureza del etanol (99,8%;
96%, y 90%) en el proceso de precipitacion. Esto podria servir a un doble proposito: si uno de
ellos presenta una mejor tasa de precipitacion de AN y, en consecuencia, un mejor
rendimiento, se consigue un proceso mas eficiente; en el caso de no observarse ningun

impacto, serviria para desarrollar un proceso mas econdémicamente rentable.

Las muestras fueron tomadas de hojas que habian sido congeladas enteras, descongeladas,

picadas con medialuna y luego trituradas en mortero.

El proceso de extraccion fue desarrollado bajo las siguientes condiciones:

e Proporciéon DW matriz: buffer igual a (1:7).
e Incubacién a 65°C por 30 min.
e Filtracion con gasa.

e Precipitacion en etanol durante la noche con proporcion volumétrica 1:1, etanol con

99,8%; 96%:; y 90% de pureza, temperaturas de -21°C.
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e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 5 ml de agua destilada.

Los resultados, comparando el efecto de los tres tipos de etanol en los dos tipos diferentes de

matrices, verduras mixtas (VM) y verduras de hoja (LV), estan reunidos en la tabla 3.10:

Tabla 3.10: Efecto de la pureza del etanol en la pureza, concentracion y rendimiento de los AN.

DW inicial Pureza AN extiiliios Y anDW
0

(mg) (A260/280) (mg) (%)

1 VM, etanol 99,8%
1.1 3113 1,17 4,303 0,14
1.2 3113 1,16 4,063 0,13
1.3 3117 1,17 4,351 0,14

2 VM, etanol 96%
2.1 3107 1,16 4,135 0,13
2.2 3114 1,17 3,067 0,10
2.3 3109 1,17 3,375 0,11

3 VM, etanol 90%
3.1 3136 1,17 7,176 0,23
3.2 3140 1,17 4,908 0,16
33 3083 1,17 7,168 0,23

4 LV, etanol 99,8%
4.1 3149 1,13 3,518 0,11
42 3131 1,12 3,845 0,12
4.3 3129 1,13 3,852 0,12
44 3130 1,13 4,341 0,13

5 LV, etanol 96%
5.1 3117 1,14 4,118 0,13
5.2 3117 1,11 3,745 0,12
53 3106 1,12 4,568 0,15
54 3110 1,12 3,321 0,11

6 LV, etanol 90%
6.1 3110 1,14 3,302 0,11
6.2 3117 1,15 4,741 0,15
6.3 3120 1,10 3,254 0,10

6.4 3117 1,09 6,345 0,20
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Cuando se hace una comparacion de los resultados que fueron obtenidos de este set de
ensayos, es notable que los tres tipos de alcohol entregan buenos rendimientos, los cuales se
encuentran en el rango de 0,1-0,23%, lo que significa que pueden ser comparados entre si. De

acuerdo a estos resultados, no existen diferencias notables al usar uno u otro tipo de etanol.

Se destaca, sin embargo, que el etanol de menor pureza (90%) muestra valores de rendimiento
ligeramente mas altos (entre 0,16-0,23%) que los otros dos (que varian entre 0,1 y 0,2%),
aunque la variabilidad entre las muestras en las que se uso el etanol de menor pureza es
significativamente mas elevada que para los otros dos casos, lo cual puede ser observado en la
figura 3.8. Este hecho apunta a la dificultad de la fase de recuperacion del etanol,

especialmente del de menor pureza.

Una vez mas, la matriz consistente de verduras mixtas dio los resultados de rendimiento
ligeramente mas elevados, con valores alrededor del 0,21%, cuando se comparan las dos
condiciones con los rendimientos mas altos, pero las verduras de hoja constituyen la matriz
que resulta mas facil de procesar. Y presentan un valor de rendimiento cercano al 0,14% (con
una significativa variabilidad), el cual no es significativamente mas bajo como para sacrificar

la facilidad de su procesamiento.

Este comportamiento retine las dos condiciones ideales que se esperaba poder analizar al
principio de la experiencia: obtener mayores rendimientos a menores costos, dado que el
etanol de menor nivel de pureza (90%) es también de costo significativamente menor que las

otras dos formulaciones de mayor grado de pureza (99,8 y 96%).

Al analizar la pureza de los AN extraidos, los valores de la razén Ajes0 S€ encuentran en el
rango 1,11-1,17 y parecen ser bastante similares en la mayoria de las muestras y también
constantes respecto de los experimentos reportados previamente (vistos en las tablas 3.5 y

3.9).
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Una vez mas, los rendimientos pueden ser comparados visualmente en la figura 3.8, donde
resulta evidente que las verduras mixtas recuperadas con el etanol al 90% (en verde) muestran
rendimientos mas elevados mientras que todas las otras muestras son bastante constantes en

sus resultados.

0,35
0,30
0,25 B VM etanol 99.8%
9 ® VM etanol 96%
< 0,20
S VM etanol 90%
2
2 0,15 B LV etanol 99,8%
- =LV etanol 96%
0,10 - u LV etanol 90%
0,05 -
0,00 -

Figura 3.8: Rendimiento de AN obtenidos usando etanol con diversos grados de pureza.

3.4 EXTRACCION ESCALADA DE HOJAS DE ENSALADA.

Todas las experiencias reportadas previamente y sus respectivos resultados tenian como
objetivo la evaluacion de la aplicabilidad del método de extraccion elegido, y su potencial

optimizacion.

La aplicabilidad fue probada, y con cada nuevo ensayo, un pardmetro béasico importante era
evaluado y establecido, tal como la condicion inicial de la matriz vegetal, el volumen del
buffer (o la relacion DW: buffer), temperatura y nivel de pureza del etanol a utilizar durante la

precipitacion.
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Fue también decidido que el mejor material de extraccion estaba constituido por los vegetales
de hoja (también llamadas hojas de ensalada) ya que presentaban una mayor facilidad en su

procesamiento y su relativamente alto rendimiento de extraccion de AN.

Dado que todos estos parametros ya estaban definidos, fue posible llevar a cabo un primer
escalamiento del proceso aumentando cinco veces la cantidad inicial de material. Esto
significo el cambio de algunas partes adicionales del proceso de modo de acomodar los nuevos
volimenes tratados, ya que algunos de los materiales previamente empleados no presentaban

la capacidad requerida para las nuevas condiciones.

3.4.1 Evaluacion del comportamiento térmico durante el escalamiento.

El proceso de escalamiento implica un aumento de volumen de los recipientes que se utilizan
durante la extraccion, o mas especificamente, un aumento del didmetro. En este caso, el
componente mas afectado es el vaso precipitado que es utilizado durante la incubacion con el
buffer de extraccion, lo que significa que un didmetro mayor aumenta el volumen y por ende
el volumen de material tratado. Una cantidad diferente de material a tratar va a presentar un
comportamiento diferente, en este caso, relacionado con los tiempos y patrones de

calentamiento.

Dado que el proceso de calentamiento es diferente cuando los tamanos de las muestras
cambian, es de suma importancia la reproduccion a mayor escala del tiempo de incubacion de
la extraccion, asi como la homogeneidad térmica, de modo que para obtenerlas, debieron ser

realizadas algunas pruebas considerando el proceso de calentamiento de las muestras.

El progreso de las temperaturas fue controlado tanto en las muestras a escala pequefia (de
acuerdo al peso de la matriz tratada) como en las muestras de mayor volumen, las cuales
corresponden a las antiguas y nuevas dimensiones. La temperatura del agua fue establecida de

modo de obtener la misma en las muestras de ambas dimensiones.
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El comportamiento de cada muestra de verduras de hoja (LV) puede ser observado en la figura

3.9, basado en la temperatura registrada a cada tiempo de medicion.

70
60 - =l—1.V tubo falcon, no
o agitado (65°C)
$ 50 3
g / =—4—LV vaso precipitado,
B 0 no agitado (65°C)
230 -
= LV trituradas en vaso
=20 precipitados,
agitado(68°C)
10 _
==LV trituradas en vaso
0 -— precipitado, agitado
0 5 1015 20 25 30 35 40 45 50 55 60 6 (70°C)
Tiempo (min)

Figura 3.9: Tendencia de calentamiento de muestras de verduras de hoja de diversas dimensiones a
varias temperaturas del bafio de agua.

Todas las muestras comenzaron su proceso de calentamiento a temperaturas similares, 21 6
22°C, la cual era la temperatura ambiental al interior del laboratorio. La curva roja representa
el comportamiento térmico de las muestras originales incubadas en los tubos falcon: se puede
observar que alcanzaron la temperatura maxima en un tiempo de entre 15-20 min. Dejando las
muestras de mayor dimension bajo las mismas condiciones (no agitadas en bafo de agua a

65°C), tardaron alrededor de 60-65 min en alcanzar la misma temperatura maxima (curva

azul).

Dado que el objetivo era alcanzar los 65°C para la extraccion, se analizaron dos muestras mas,
con el bafio de agua a 68°C y a 70°C, representadas por las curvas verde y morada,
respectivamente. Ambas muestras fueron agitadas durante el proceso, por lo que alcanzaron
los 60°C en practicamente 25 min, y la temperatura constante en 40 min. De esta manera,
durante todo el tiempo restante, las muestras quedaron a 68°C y 65°C estando en los bafios de

agua a 70°C y 68°C, respectivamente.
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Este proceso de evaluacion permitio definir la nueva temperatura del bafio de agua y el tiempo

requerido para la incubacion, los cuales fueron fijados a 68°C y 60 min, respectivamente.

3.4.2. Extraccion escalada.

El primer paso llevado a cabo al realizar el escalamiento fue el de comparar el procedimiento
original con el procedimiento a escala superior, bajo las mismas condiciones o lo mas

similares como fuera posible.

Las muestras fueron tomadas de hojas de ensaladas (LV) que fueron congeladas,

descongeladas, picadas con medialuna y luego trituradas en el mortero.

La extraccion fue llevada a cabo bajo las siguientes condiciones:

e Proporcion PS matriz: buffer igual a (1:7).

e Incubacién a 68°C por 60 min.

e Filtracion con medias de nylon adaptadas y papel filtro.

e Precipitacion en etanol durante la noche con proporcion volumétrica 1:1, etanol con
90% de pureza, a temperaturas de -21°C.

e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 15 ml de agua destilada.

Los resultados obtenidos se observan en la tabla 3.11.
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Tabla 3.11: Efecto del escalamiento en la pureza, concentracion y rendimiento de los AN.

DW inicial Pureza AN AN extraidos Y annpw

(mg) (A260/280) (mg) (%)
1 LV, escala inicial
1.1 3110 1,14 3,302 0,11
1.2 3117 1,15 4,741 0,15
1.3 3120 1,10 3,254 0,10
1.4 3117 1,09 6,345 0,20
2 LV, escala superior

2.1 14004 1,11 18,3 0,13
2.2 14007 1,10 32,0 0,23
2.3 14000 1,10 35,7 0,25

El escalamiento superior, bajo las mismas condiciones, resultd ser exitoso. Los rendimientos
obtenidos en el experimento escalado fueron buenos, variando entre 0,13 y 0,25%, que son
valores ligeramente mas altos que aquellos obtenidos en las extraccion a escala inicial, donde
los valores oscilan entre el 0,1 y 0,2%. Estos resultados comparados entre si, pueden ser

observados en la figura 3.10.

Los valores de la pureza obtenidos en el procedimiento escalado practicamente no cambiaron
respecto de la extraccion realizada a escala original. El pardmetro de pureza mantuvo sus
valores en torno a 1,1; los cuales son marginalmente mas bajos que los valores reportados

previamente (tablas 3.9 y 3.10).
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B LYV escalado
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Figura 3.10: Rendimientos de AN obtenidos a diversa escala.

3.4.3 Efecto de la duracion de la precipitacion en etanol.

Ya que el proceso de escalamiento se puede considerar exitoso, se puede tratar de optimizar

otro parametro.

El tiempo de precipitacion que ha sido utilizado en todos los experimentos previamente
reportados correspondia a una duracion de toda la noche (overnight), lo cual es un periodo
bastante extendido, y por lo mismo, genera una elevada pérdida de tiempo. Por esto se decidio
probar diferentes tiempos de precipitacion, de menor duracion, para determinar si esto podria

presentar algun impacto en el proceso de extraccion y recuperacion completo.

Las hojas de ensalada fueron congeladas, descongeladas, picadas con medialuna y finalmente,

trituradas con la licuadora manual, para ser tomadas las muestras.
Las condiciones bajo las cueles fue realizada la extraccion, fueron las siguientes:

e Proporcion PS matriz: buffer igual a (1:7).
e Incubacién a 68°C por 60 min.

e Filtracion con medias de nylon adaptadas y papel filtro.
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e Precipitacion en etanol con proporcion volumétrica 1:1, etanol con 90% de pureza, a
temperaturas de -21°C, con duracion de 1, 2,3 y 4 h.
e Recuperacion de AN con centrifugacion a 4100 RPM por 10 min y resuspension del

pellet en 15 ml de agua destilada.

Las muestras utilizadas en esta experiencia y sus respectivos resultados se retnen en la

tabla 3.12.

Tabla 3.12: Efecto de la duracion de la fase de precipitacion en la pureza, concentracion y rendimiento

de los AN.
DW inicial Pureza AN AN extraidos  Yanpw

(mg) (A2601280) (mg) (%)

1 LV precipitacion 4h
1.1 14007 1,11 46,3 0,33
1.2 14004 1,10 47,8 0,34
1.3 13997 1,11 46,6 0,33
1.4 14067 1,11 40,8 0,29
1.5 13976 1,11 36,8 0,26

2 LV precipitacion 3h
2.1 14018 1,12 32,6 0,23
2.2 14014 1,07 32,5 0,23
3.2 14018 1,00 30,6 0,22

3 LV precipitacion 2h
3.1 14025 1,12 26,3 0,19
3.2 14025 1,11 35,7 0,25
3.3 14049 1,11 243 0,17

4 LV precipitacion 1h
4.1 14004 1,08 11,5 0,08
4.2 14007 1,09 12,8 0,09

De los resultados obtenidos se puede concluir rapidamente que la duracion de la precipitacion
tiene un efecto significativo en el rendimiento de la extraccion. Les mejores rendimientos,
cuyos valores se encuentran entre el 0,26 y 0,33%; son obtenidos con una fase de precipitacion
de 4 h de duracion. Los valores del rendimiento decrecen con cada periodo mas corto de

precipitacion: del 0,225% con 3 h a un valor minimo del 0,08% con 1 h de precipitacion.



65

La precipitacion de 4 h de duracion entrega valores de rendimiento incluso mas altos que la
extraccion escalada original descrita en el punto 3.4.2. Los valores de rendimiento, en torno al
0,21-0,22%, para las muestras con la precipitacion de 3 y 2 horas, respectivamente, son

similares a los valores obtenidos con la precipitacion overnight del proceso escalado (figura
3.10).

Por alguna razon, los valores de la pureza también presentan una muy ligera disminucion
correspondiente a la disminucion de los tiempos de precipitacion, pero en general se

mantienen bastante constantes en torno al valor 1,1.

En la figura 3.11 se muestran estos resultados, en los cuales se evidencia ademas la

disminucion del rendimiento respecto de la reduccion del tiempo de precipitacion.

0,35

0,30

0,25
o) ® LV precipitacion 4 h
< 0,20 - .
5 ’ B LV precipitacion 3 h
g e
Z 0,15 - B LV precipitacion 2 h
- m LV precipitaciéon 1 h

0,10 -

0,05 -

0,00 -

Figura 3.11: Rendimientos medios de AN obtenidos con diversos tiempos de precipitacion.
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3.5 RESISTENCIA AL FUEGO DE MUESTRAS DE TELA TRATADA.

Los trozos de algodén que servian como muestras fueron tratados como fue descrito en el

capitulo 2.6 y luego sometidos a las pruebas, también descritas previamente, en el punto 2.7.4.

La solucioén, con la cual fueron tratados los trozos de algodén, fue una combinacién de los
extractos de tres de los experimentos escalados. La solucion tenia un volumen de 120 ml y

presentaba una concentracion de 1,7 mg AN/ml.

Después de la impregnacion, los trozos de algodon presentaron un aumento de peso del 5%
(imperceptible al tacto) y que esté registrado en la tabla 3.13, en la quinta columna. La textura
de la tela cambi6 de suave, liviana y flexible a ser tiesa, similar a un trozo de cartén delgado.
El color cambion del tipico blanco crema del algoddn sin tefiir a un café verdoso poco

atractivo. Las muestras recién impregnadas pueden ser observadas en la figura 3.12.

Figura 3.12: Trozos de algodon impregnados con el extracto de hojas de ensalada, sobre una hoja de
papel.



67

Los trozos de algodon tratados fueron cortados por la mitad para realizar las pruebas de
inflamabilidad, las cuales fueron llevadas a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el
punto 2.7.4. Los resultados obtenidos de estas pruebas se muestran en la tabla 3.13 y en la

figura 3.13.

Tabla 3.13: Pruebas de resistencia al fuego.

Ti Velocidad .
iempo elocida Residuo

Muestra combustion combustion %) AO%
(s) (mm/s)
Algodon no tratado 72 1,5 0 -

1? 85 1,18 4 4,79
1b 86 1,16 4 4,79
2* 82 1,22 6 4,96
2b 73 1,37 3 4,96
3? 84 1,19 5 4,91
3b 79 1,27 4 4,91

Los valores del add-on estan todos en torno al 5%, los cuales, como fue dicho previamente,
fueron los valores maximos que se pudieron obtener. El proceso de impregnacion para estos
trozos fue repetido 5 veces, y la diferencia en los valores del add-on entre la cuarta y quinta
repeticion, fue despreciable, por lo que quedaba claro que las muestras ya no absorberian
cantidades significativas del extracto, o incluso podrian haber comenzado el proceso inverso,

de lavado.

Los tiempos de combustion para todas las muestras, exceptuando una, se encuentran sobre los
80 s, mayores que los del algodon no tratado. Al mismo tiempo, las velocidades de
combustion, variantes entre 1,16 y 1,37 mm/s, son menores para las muestras tratadas que para

la tela no tratada, cuyo valor es de 1,5 mm/s.
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Figura 3.13: Residuos de tela de algodon después de las pruebas de Resistencia al fuego.

Los residuos que quedaron luego de las pruebas de resistencia son practicamente
despreciables, los restos rectos de color café claro, que pueden ser observados en la figura

3.13, son las partes de las muestras que estaban siendo sujetadas por el marco durante la

prueba misma.
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4 CONCLUSIONES.

Con respecto al desarrollo del proceso de extraccion y recuperacion de biomacromoléculas de
materia residual vegetal, se logré desarrollar un método que puede ser considerado simple,
econdmico y con bajo impacto ambiental. Los pasos constituyentes de este proceso de
extraccion fueron pocos y simples, para los cuales tampoco fueron necesarios implementos
complejos ni aparatosos para llevarla a cabo. En ese mismo sentido, las dos soluciones
necesarias para completar, primero, la extraccion y, luego, la recuperacion de los acidos
nucleicos, son faciles de obtener y preparar (en el caso del solvente de extraccion), de bajos

costos y con muy bajos propiedades nocivas o contaminantes.

Las hojas de ensalada fueron la matriz de extraccién que se consideré como la mas adecuada
de entre las varias diferentes que fueron probadas. Aun cuando algunos de los tejidos
vegetales mixtos mostraron rendimientos de extraccion ligeramente mas altos que las verduras
de hoja, su procesamiento era mas facil y rapido, al tiempo que su seleccion y recoleccion
desde las lineas de produccion y residuos, resultaba mucho mas simple. Otro factor de especial
relevancia hace referencia a la naturaleza estacional de las verduras: las verduras mixtas
presentan una significativa mayor variabilidad estacional que las hojas de verdura, las cuales
nuevamente las define como mas apropiadas para el uso como matriz de extraccion

proveniente de los residuos de la agroindustria.

Durante el desarrollo del proceso fue posible establecer las mejores condiciones para la

extraccion y recuperacion. Especificamente:

. Utilizando una matriz vegetal inicial congelada y triturada en dos instancias.

. Usando una proporcion de “peso seco de la matriz: peso del buffer” equivalente a
1:7.

. Usando un etanol al 90% para la precipitacion de los acidos nucleicos.

. Realizando la precipitacion en etanol a -21°C durante 4 horas.
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La matriz vegetal congelada inicialmente present6 la ventaja de una ruptura mas facil del
tejido vegetal a la vez de rendimientos de extraccidn mas elevados. La proporcion del buffer
de extraccion definitiva presentd la ventaja de ser un volumen relativamente reducido al
tiempo que presentaba rendimientos de extraccion ligeramente mayores que las otras
proporciones probadas. El etanol al 90% de pureza mostr6 la ventaja de un desempefio
levemente mejor que aquellas soluciones de mayor grado de pureza durante el proceso de
extraccion y un costo significativamente menor. Las condiciones de precipitacion fueron
definidas debido a los rendimientos de extraccion obtenidos y a los intervalos de tiempo
requeridos durante el proceso, los cuales fueron reducidos significativamente del proceso

“overnight” que habia sido el inicialmente establecido como estandar.

De los diversos ensayos realizados, para optimizar el proceso de extraccion, a medida que se
progresaba, se obtuvieron mejores resultados con cada nueva experiencia, al menos en cuanto
al rendimiento de extraccion, y en menor grado también la pureza del extracto. Los
rendimientos obtenidos, en particular de las pruebas escaladas, cuando fueron comparadas con
los datos encontrados en literatura y reportados en el capitulo 1.3, se encuentran dentro de los
rangos entregados (0,02-0,7 ng DNA/ mg tejido fresco). Sin embargo, los valores obtenidos
durante estos experimentos corresponden a extractos que no son de alta pureza, lo cual puede
presentar algunas desviaciones respecto de los valores reales. Estas desviaciones pueden ser
causadas por interferencias durante las mediciones de absorbancia, pero aun tomando en
cuenta estos factores, los valores de rendimiento obtenidos se encuentran dentro de los rangos

esperados.

La presencia de proteinas es significativa en la solucion recuperada, pero en ningun caso
indeseable, ya que presentan un efecto similar a los 4cidos nucleicos cuando son utilizados
como agentes de retardo al fuego. Y aun si se trata de removerlas mediante filtracion, este
proceso no solo elimina proteinas, sino también los &cidos nucleicos, lo cual es

contraproducente para todo el proceso de recuperacion.
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En cuanto a la resistencia al fuego de los trozos de algodon tratados con los extractos
obtenidos de las hojas de ensalada, éstos no se comportaron de la manera esperada. Se
quemaron dejando residuos minimos, aunque a una velocidad reducida respecto del algodon
no tratado. Esto quiere decir que, bajo las presentes condiciones, los extractos vegetales no son
muy eficientes como agentes de retardo del fuego. Serian necesarios algunos ensayos
adicionales para obtener respuestas mas definidas. Algunos pasos de purificacion adicionales
podrian resultar utiles también para eliminar, al menos parcialmente, los agentes colorantes
presentes en el extracto y que podrian estar colaborando con la combustion al tiempo que

manchan la tela.
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