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INTRODUCCION 

En la Industria F armaceútica Mexicana, la mayor parte 

de la materia prima que se util.iza en ella, es de importaci6n. 

Por ta1 motivo es necesario realizar estudios técnicos y econo

micos para que las materias primas sean obtenidas en México y -

asi disminuir las iniportaciones. 

El objeto principal de éste trabajo es realizar una -

recopi1aci6n técnica y economica de dos enzimas, la tripsina y 

quimotripsina para obtenerla en forma cristalina en México y 

asi crear nuevas fuentes de trabajo. 

El hecho de realizar el estudio de las dos enzimas# 

es que estas dos se encuentran en el páncreas, siendo posible 

estraerlas al mismo tiempo y ademas dentro de la Industria Far

maceútica se usan en forma combinada y solo en raras ocasiones 

en forma individual. 

La tripsina y quimot.ripsina son enzimas proteoliticas 

que se localizan principaL~ente en el páncreas en forma inacti

va, siendo posteriormente activadas por la enteroquinasa del in 

testino. como su nCT'.J:>re lo ·h1dica;' estas enzimas actúan sobre -

las proteínas, pero solo sobre determinadas prote!nas y mas es

pecif icamente sobre determinados enlaces de ellas. 

En la :e ndustria F ai::maceútica tienen una gran aplica-

ci6n, usandose príncipalmente en tra:nstornos digestivos y en --
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procesos inflamatorios. En algunas ocasiones 1as enzimas se en

cuentran combinadas con antibióticos6 expectora=:tes y algunos -

antihistaminicos. En la combinación con antibióticos se usan en 

contra d~ Loa procesos infecciosos 6 para que a~~el presente una 

mejor acci6::... En ·el ffiercado estas enzimas se ec::::uentran actual.

lliente en varias formas farmaceuticas como son: Cápsulas, gra--

geas, compr~~idos y iic~ilizados. 

Actualmente en México se obtiene una ~ezcla de tripsi 

na y quimotripsina en varias proporciones, estas variaciones -

son de fabricantes l.a r...ezcla contiene impurezas, por tal moti ve 

solo son utilizadas para uso oral. ~as enzimas en forma mas pu

rificada son importadas de varios pü.íses de E w:.-opa y América. 
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GENERALIDADES 

Las enzimas son catalizadores biol6gicos q=e aceleran 1 

retardan y en general regulan las diferentes reaccio~es que ca

ract:erizan los .fenómenos vit.:i.les en los organismos vivientes. -

En las plantas están las enzimas responsables de la fijaci6n de 

la energia solar y la síntesis de las sustancias alir::enticias. 

En los animales están las enzimas responsables de utilizar 2ca 

alimentos con fines estructurales o energéticos; las funciones 

del metabolismo interno y de la vida de rel.aci6n, co=n la Lo~o

moci6n, la excitaci6n, la irritabilidad, 1a divisi6n celular, -

la reproducci6n1 etc., todas las anteriores funciones están re

gidas por la actividad de innumerables enzimas respor...sables d.e 

que las reacciones se lleven a cabo en condiciones favorables -

para el individuo, sin 1iberaciones bruscas de energía, a t~ 

raturas fijast en medio adecuado de ¡:a:, con.centraci6n salina -

prácticamente constants. 

Las enzimas son catalizadores al.tamente específicaz ... 

que modifican la velocidad de 1as sustancias que catalizan, G~ 

decir, son las encargadas de 9raduar la 'l:el.c:::idad de ~na sus~=:_;. 

cia determinada en el interior de la cólilla .• 

Las en~i~as son de n~turaleza prctoica, de ~~so m~~;;

cular elevado, no dinliz~blo y te.onolábil, formadas p~= alfn --
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ordenan y disponen éstos determinan 1a especif icQ~i6n de la e~-

zima. 

Los aminoácidos se encuentran plegados f~rmando un.a -

hendidura representa~te del sitio activo de la e~zima donde e::.:-

:t::~na perfectamente el sustrato o los L"lhibidores"' esto se co:!~ 

ce como la 11ave y la cerradura. 

El sitio activo de la enzima es una parte muy pequeña 

de toda 1a mo1écula, estando constituida por los grupos funcio-

nales de los ai~inoácidos situados en 2os diferentes repliegues 

de la cadena polipeptidica, estos grupos en el p1ano undimensio 

nal se encuentran muy lejanos, pero en el tridiEensional están 

muy cercanos. Se ha demostrado el Sitio Activo por medio de sus 

tancias químicas, como el Diisopropil. Fluorofosfato (DFP}. Des-

pues del bloqueo conDFP la reacci6n enzimática característica 

no se lleva a cabo. Por l.o tanto, se deduce que l.a actividad e_n. 

z.lln~tica de 1a enzima depende del sitio activo. 

Para que se lleve a cabo una reacción er..zimática,. es 

necesario los siguientes factores: 

La enzima propia."nente dicha 

E1 sustrato 

Factores Físicos como son: Temperatura, ,EH, Potencia 

de Oxido Reducción y la presencia o ausencia de sustancias ~~ -

~ctivaci6n o inhibici6n. 
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realiza siguiendo el curso de la reacci6~ que cataliza por la -

aparici6n o desaparici6n de nuevas sustancias producto de la 

reacci6n. Los cambios que surgen son con respecto al tiempo, 

por lo tanto, la cuantificación debe realizarse al principio de 

la reacci6n, es decir, cu~ndo está en línea recta ya que, con -

ei tiempo la enzima es saturada con los n~evos productos siendo 

inhibida además también, pueden surgir :modificaciones en el Pi 

que alteren la actividad de la enzima. 

La cuantificaci6n es realizada en unidades convencio

na1es, dependiendo de la sustancia que catalizan ya que no es -

posible expresarla en términos de molaridad o de pesos absolu-

tos. 

Nomenclatura 

Algunas enzimas, las que fueron descubiertas en un --

principio, recibieron da muncra especial nomb~es ligados a su -

sitio de procedencia anatómica, sin seguir ninguna regla o sis

te::na como por ejemplo, la pepsina del est6mago, la Tripsina de1 

p~ncreas, la renina que coagula la leche, la papaína que se e-

cuentra en la papaya, etc. 

Al descubrir nuevas enzimas y r;=o:::::eder a su caracteti 

;::ación estricta, se aplicaron reglas de nomenclatura en el n~

~re del sustrato atacado 6 el tipo genera1 del sustrato o 1a ~ 

reacci6n catalizaaa o ~fiadiéndose al f ir:=rl del no:nbre la ter::::.5.-

~~ciónASA. Por ejemplo se les denomi~~ esterasas a todas l~s 
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enzimas que fxagmentan 1as uniones generales de tipo ester cu~ 

do es específica para 1os esteres de1 colesterol se denominan -

c.:o1estexol esterasa. 

Otra forma de clasificar a las enzimas, es de acuerdo 

a la uni6n atacada. 

En el. año de 1.978 l<:l Uni6n Internacional de Bioquími

ca adopt6 el sistema de clasificaci6n propuesta por la comisi.6n 

de enzimas. Este sistema está basado en la reacci6n química q-~e 

cata1izan, agrúp~ndose en clases y subclases y al final la ter

minaci6n ASA. En algunas ocasiones los nombres resultantes son 

demasiados largos, prefiriendose los triviales. 

C1asificaci6n 

l.- Oxido-Reductasas: Están relacionadas con las oxi

do-reducciones bi6logicas que intervienen de modo fundamental. -

en los procesos de respiraci6n y fermentaci6n. 

2.- Transferasas: catalizan el traspaso de grupos q'4 

micos con excepci6n del hidr6geno. 

3.- Hidrolasas; Este es un grupo muy numeroso de ertzi 

mas, las cuales tienen la capacidad de introducir los element~s 

del agua en el. sustrato atacado, produciéndose la hidr6lis.is .. 

4.- Liasas: catalizan la partición reversible de gr-.:

pos químicos que son desprendidos de sus sustratos por meca~~z

r:'.:>S en los cuales no interviene la hidr6lisis .. 
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s.- Isomerasas: son las enzimas que catalizan difere_n. 

tes tipos de isomerizaci6n ya sea 6ptica, geométrica, funcional 

o de posici.6n. 

6º- Ligasas: Es un grupo de enzimas que permite 1a --

ur-..i6n de dos moléculas, la cual sucede simultáneamente a la de

gradaci6n del. ATP, que .libera la energía necesaria para llevar 

a cabo la reacci6n. 
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PROP!EDADES DE QlJll.10TRIPSINA 

LaQuimotripsina es un polvo cristalino o amorfo de -

co1or blanco o blanco amarillento, sin olor. La forma cristali

na es de tipo romboide. 

S oluhilidad: Solt.ibie en agua y en soluci6n salina 

Pureza: Contiene no menos de 1000 UNF /mg. de Q uimotr:.;p 

sina .. 

Humedad: Secado a vacío a 60ºC durante 4 horas no pier-

de más del 91~ de su peso. 

Residuo de la Ignici6n: No m~s del 2. 9'~ 

Punto :rsoeléctrico: 

e ceficiente de Di

fusi6n: 

Es determinado midiendo las velocidades 

de migración de partículas de colodion.,., 

sumergidas en soluciones de enzima a dL

ferentes Iii· Para QJ1imotripsina, el pU:.'1.

to I soeléctrico se encuentra a un J;ii de 

5.4 y para el Zim6geno es de 5. O 

Es determinado midiendo la velocidad de 

difusi6n del Nitr6geno Probeíco .. Para l.:: 

Q uimotripsina es de O .. 03 7 ar/ día a 6 'C , 

para su Zim6geno correspondiente es de -

0.039 cny'dl.ü .. 
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Análisis El.emental en Base Seca: 

Carbón 

Hidr6geno 

Nitr6geno 

so. tl~ 

7.06% 

15. 9"/o 

C.1 (-) 

s ( =) 

Cenizas 

0.16 % 

1.85 % 

0.12 % 

Amino N it.r6geno como por ciento del nítr6geno total = 6. o·% 

Digesti6n. de Péptidos: Hidro.liza los péptí.dos que envuel.ven 

los grupos carboxiLo de los grupos -

aromat:icos de 1os Aminoácidos. B erg

rnan yFruton han mostrado que hidro

liza polipéptidos en el cual la Ti~ 

sina o Fenil A1anina, suministra el 

péptido con el grupo carboxilo. 

Comparaci6n de Quimotripsina con la Tripsina: La caseína es hi 

drolizada mejor por Quimotripsina 

que por Tripsina cristalina. La hi-

dr61.i.sís de laCaseina por 1as dos -

enzL-::.as ocurre en diferentes uniones, 

esto ha sido denostrado por e1 hecho 

de que cuando se pone Caseina hidro

lizada a la T ripsina o a la inversa, 

hay un marcado incremento en la h.i-

dr6lisis. 

Hiller ha encontrado que la g¡;1im.ct.r5=.?? 

sina bidroliza 47-50 enlaces en la -
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Dósis Usua1: 

Efectos secundarios: 

e onservaci6n: 
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J:;actoaTuúmina, mientras que la Tripsi 

na Hidroliza 33-35 eJ:11...laces. 

B all y Linewaver han encontrado que -

la Qui.motripsina hi.drol.iza la albfuni

na de huevo 30 veces rr:ás rápido que -

la T ripsina. 

Principal.~ente una categoría proteoli 

tica. 

Intramuscular 2500 a 5000 UNF/0.5 a -

l ml dos veces por día .. 

Bucal: 10000 UNF cuatro veces por día 

Oftálmica: Cerca de dos ml de una so

luci6n que contiene 150 UNF/ml 

Oral: De 50000 a 100000 UNF/mg. cua-

tro veces al día. 

Puede causar una irritaci6n 1ocal, en 

algunas ocasiones causa una ulcera--

ci6n. Puede causar una gran variedad 

de reacciones alérgicas incluyendo -

anafilaxis. 

Debe a1macenarse en envases bien ta:e,e 

dos, protegidos de la humedad y cc:;:lor 

excesit;;o. 



La mayoría de los métodos reportados, estan basados-

en la extracción de prcductos naturales y posteriormente prec,! 

pitaciones fraccionadas con sulfato de amonio. La principal --

fuente de obtención es el páncreas de res y cerdo. Algunos Autg 

res han e:xtraído la quimotripcina de otros animales tales como; 

cabal.lo.; salmón, pol.lo, tiburón pequeño etc • 

Para fines industriales la principa1 fuente de obte,n 

ción es ei pánc~eas de res y cerdo# los cuaies son mas fáciles 

de conseguirlos en México. Estos son ohteni.dos de la Central -

de Abastos, donde les animales son sacrificados, seleccionánd.Q. 

se las diferentes visceras que son usadas en las diferentes i,n 

dustrias que las soliciten. Las vísceras son inmediatamente r_g 

frigeradas y limpiadas • En ésta forma son colocadas en cajas 

especiales y congoladas, siendo almacenadas en c?~~ras frías 

para su posterior distribución. 

En el prcceso de obtención se siguen ~'arias étapas -

como son; 

l.- Extracción de Quimotripsinó9eno 

2.- Purificación de Quimotrisinógeno 

3.- Activación de Quimotrisinógeno 

4.- PurificQción de Quicotripsinégeno. 
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La quimotrisina se encuentra en el páncreas en forma 

de zim6geno inacti~:o1 conociéndose como qui:::.otripsin6geno, por 

1o tanto el primer paso es la extracción de éste. 

La extracc16n del quii.~otrisin6geno es realizada por -

el método tradicional. de I<unitz y Northrop { 1.9), usando páncreas 

de bovino fresco, si es dífici1 conseguirlo asi se puede usar -

el congelado, para ésta étapa es necesario contar con material 

Co:t.O: Charolas de ac:eJ:O inoxidable, tanques de almacenamiento -

con agitador mécanico, prensa mécanica, boz::bas de retroa!imenta 

ci6n, molino de carne, centriugas" cámaras frias etc .. Asi como 

sustancias tales CC!!iOi' ácido súlfurico, ác.ido acético y el pán-

creas. 

Breve descripción del proceso de extracci6~. 

En caso de utilizar páncreas congelado. Este es colo

cado en charolas de acero inoxidable, sur..ergido en ácido súlf~

rico 0.25N; en ésta forma se inicia el descongelamiento el --

cual es realizado en cámara fria y por un tiempo determinado, -

el des congelamiento puede ser ayudado por n::étodos mécanicos, t..§ 

les como; ventil.adores.. Finalizad.o el desco.."l9elamie.nto se pro::_§ 

de a la eliminación de 1.as impurezas gue se encuentr.an presentes E!'l 

~1, coMo son la grasa y tejido conjuntivo ~~e no fueion e!imir¿; 

dos: en un principie.. El pán.cre.:.s desconge l:::a.Jo y limpio es paz,;;..-
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do a través del. molino de carne, para obtener una forma mas fi-

na y facilitar la extracci6n de los zi.~6genos que se encue.ntxªn 

en el interior de las célu1as. 

En un tanque de acero inoxidable es colocado el pán--

creas molido, suspendiéndolo en 1.7 J.itros de agua por kg, aj~ 

tandq el PH a 4.2 con ácido acético, él cual debe estarse ajus-

t.ando cada 15' 6 30', controlando la temperatura entre 2° 4°C I 

agitando por cuatro horas y manteniendo al final una hora de ~ 

poso. Durante éste proceso es importante mantener constante la 

temperatura, fB y la agitaci6n, para obtener buenos rendimien--

tos. 

Finalizado el tiempo de extracci6n,. el material inso-

1uhle es removido con lá ayuda primero de una prensa mécanica y 

posteriormente con una centrifuga. E 1 liquido clarificado es --

concentrado, para éste último paso se usa un evaporador, cont;s> 

iándose la temperatura y vacio los cuales no deben ser superio-

res a 

Hasta ~sta parte del proceso se han extraido simultá-

neamente ei quimotripsin6geno y tripsin6geno, por lo tanto la -

siguiente étapa es la purificaci6n de los mismos. 

2,,.- PURIFIC.~CI:ON Dl;i QUil·!OTRIPSJNOGE~ro 

La purificaci6n del quimotrisin6geno está basada en -

JI.a. p.recipitaci6n fraccionada con sulfato de amonio. El éxito de 

la purif icaci6n es el uso adecuado de lQ solubilidad, la cu~1 -
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depende de varias variables como son; ¡ii, temperatura y concen

traci6n de1 electrolitro en ésta caso el sulfato de amonio~ 

Efecto del :EE;: E 1 ¡il es un .factor muy impo.rta_r¡te en 

1a purificaci6n del zimógeno, puesto que éste .es determinante 

en la solubilidad de las proteínas, puesto que estas son mas s_g 

1uhlés cuando se encuentran cargadas positiva o negativamente -

del punto iso§lectrico. 

Para hacer uso de ésta variable en el curso de una ,EE 

rificaci6n es necesario conocer los tipos de proteínas presen-

tes asi como sus respectivos puntos isoélectricos para proceder 

a la separaci6n. cuando dos proteínas presentan el mismo pa.'lto 

isoélectrico, la separación es posible, por eiiminaci6n de 1a -

menos soluble, con una cantidad suficiente de electrolitro. y r~ 

moviendolo como precipitado; conociéndose conto p:i:ecipitaci6n 

isoélectrica. 

Efecto de la temperatura: Las prote1nas en soluciones 

diluidas de electrolitros, son mas solubles a temperaturas ::.as 

altas de OQC. Las proteínas en soluciones con:::ent.radas de e:ll.'Sc

trolitros son menos solubles. 

Efecto del tipo de electrolitro empleado: Las saLs2 

univalentes son inefectivas en la precipitaci6n de prote·ína:;:;, 

las de mayor valencia producen mayor fuerza iónica, siendo p.~r 

lo tanto, mas efectivas como agentes precipitadores de p.r.:;;-tG.:--

nas .. 
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una de las sales mas comunmente usadas co~c agente p~ 

cipitante es el. sulfato de arr:.onio, él cual es muy soluble y fá-

cil de conseguirlo. 

La forma de adicionar la sal., presenta un efecto impo_; 

t~te en la precipitación fraccionada de las proteínas. Existen 

t~as formas de adicionarla las cuales son: a} adicionandola en -

fol:ma sólida, ú]i adicionandol.a en solución saturada y e) diali-

·zando la sal a través de una membrana de celulosa. 

El últi.~o método de adici6n es el mas efectivo, sin ~ 

hargo es el mas impractico. La mayoría de los investigadores 

usan en forma al.ternada los dos primeros métodos. 

La concentraci6n de la sal requerida para precipitar -

está referida en terminas de porciento de saturaci6n, para obte

ner la cantidad en gramos se recurre a tablas previamente esta~ 

blecidas. 

Breve descripci6n del proceso de purifieaei6n: 

En la purificaci6n se usa el método tradicional de K:.::.

nitz y Northrop ( 19}. En ésta étapa el material necesario son: -

tanques de acero inoxidable, embudos para f.iltrar, papel filt;¡:::;, 

y el sulfato de amonio. El procedimiento es corno sigue: Por ca~ 

litro de extracci6n ácida obtenida, se le agregan 242 gr de sr:.:.

fato de amonio para tener un o.4 por ciento de saturaci6n y a:~j2 

tando el ¡:H a 4n2 y agitando vigorosamente para soluPilizar te~~ 
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la sal y evitando e1 e:tceso local de la misma. r.a mezcla a Sºc es 

filtrada .. A 1 filtrado resultante se le agregan 205 gr por litro 

de sulfato de amonio para alcanzar una concentraci6n de 0.7 por 

ciento de saturaci6n, agitar y dejar reposar por dos días a 5°C. 

Transcurrido el tiempo de reposo, filtrar y al filtr2 

do rc.sulta.nte pu.ede ser usado para la preparaci6n de ribonucl~ 

sa • .AJ. precipitado obtenido es disuelto en tres volúmenes de -

agua y dos volúmenes de soluci6n saturada de sulfato de amonio, 

la suspensión resultante es filtrada, para la cual utilizamos -

la ayuda del celite¡ al. filtrado resultante se le agrega 205 -

g/ 1 de sulfato de amonio lentamente. Filtrar y el precipitado 

es usado para la cristaliznción delQuimotripsin6geno. 

Cristalizaci6n del Quimotripsin6geno: En esta fase es 

realmente donde ocurre la purificaci6n del Quimotripsin6geno, -

en esta etapa es muy importante el ffi ya que propiamente de él 

depende la separaci6n del. tripsin6geno e inhibidor de l.a T ripsi 

na. 

El precipitado es disuelto en 1.5 volúmenes de agua -

y 0.5 volíimenes de solución de Sulfato de Amonio saturado, aj~ 

tar e1 ¡ií a 5 por la adición de N a'.JH '5N gota a gota. La solu--

ci6n se deja dos días a 20-25°c .• una copiosa cosecha de crista

les de Quimotripsin6geno es obtenida en forma de largas aguj~s; 

filtrar, ~n el precipitado se encuentra i:;l Quimotripsi.1.1ógeno y en 

Cll filt~ndo el T x~.psiné;:¡eno. 
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Recr-:istalizacié:: del Q uir.¡ot..=ipsin6ger:~: Siguiendo e1. 

método de Kun.itz y N orthron { 19) éste es realiza~;;} con sulfato 

de amonio, oDteniéndose h~enos resu1tados. 

Los cristales de Q uimotripsinógenos obtenidos en el -

paso anterior, son disueitos en tres volúmenes ce agua y un vo

lumen· de solución saturada de sulfato de amonio, ajustando e1 -

PI a 5. Estas recristali2aciones son repetidas pnr unas 8 veces, 

para eliminar al máximo 1as impurezas. 

Otros autores realizan a.lgunas modificaciones al. mé1:9 

do original. de Kunitz en la purificaci6n. Estos suspenden los -

cristales deQuimotripsin6geno en 5 volúmenes de .agua ajustando 

el ¡ti a 3 agregando el su1fato de amonio y ajustándose el J;H a 

4 en lugar de 5 con Né:OE ~ bajo estas condiciones 1a .recrista-

1izaci6n es completa en cerca de 30~. 

III. ACTIVACION DE QUIMOTRIPSINOGENO 

La activaci6n es efectuada en las soluciones delQui

rr.otripsin6geno a ,t:Er 7-8. Esta activaci6n es rápidamente efeci::u_E 

da por la enteroquinasa, y no por pequeffas cantidades deTripsi 

.e.a, puesto que la solucién de Qui.-a·:otripsin6ge::o contiene peque

ñas cantidades de tripsin6geno e inhi!:d .. do:: ce T?:ipsina" y p-Jr -

consiguiente" lá trips:L"la es in.activada. cuairr.=:::i la Enteroquir:a

sa es agregada, suficiente tripsina es formada del tripsin5;eno 

superando J.¡;¡ acción ir:-.l~ibitoria de la soluci:Sn y activand;:] a.1 -

Q uimotripsin6geno .. Dcs;,:.:6s dG tlH:1~ cristaliz<=lci5n la proteir::::i --
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puede ser activada por la tripsina o enteroquinas, pero después 

de repetidas recrista1izaciones sólo es activada por laTripsi-

na y no por la ento:roquinasa. 

Dos qu.imob:ipsi.:."16genos A y B y varias quimotrips.inas 

son conocidas~ El prir.ler quimotripsin.ágeno fué cristalizad::) por 

Runitz y ?:i. oxt.hrop ( 1} i1' varias modi.f'icaciones del procedimia.,.to 

original fueron hechas por .Kunitz { 22,.23), y el. segundo qui.me--

tripsin6geno fue obtenido por Laskowsky y colaboradores { 22,25). 

En el. proceso de activaci6n tiene lugar la liberaci6n 

o segmentaci6n de uno o dos péptidos y dependiendo del sitio --

donde surge la segmentación, es eJ. tipo de quimotripsina resul.-

tante. 

Las diferentes formas o tipos de qui.'notripsina difie-

ren; en 1a forma cristalina, solubilidad y velocidad de inacti-

vaci6n por la Urea, alcalí o ácido# no han sido encontradas di-

:ferencias en cuanto a su actividad proteolítica .. Deduciénc:llse -

que los diferentes tipos de quimot.ripsina difieren en aquel.los 

sitios de 1a molécula que no están relacionados con el sitio a_;: 

tivo. 

Activaci6n de Quimotripsinégeno A: Este es conver- -

tido a enzima activa a 1B 7 .. 6 a SºC por dos días de activacii:..::, 

por segmentación tríptica del enlace entre Arg15 - Isoleo1 .. ;s • 

una subsecuente acci6n auto~atalitca remueve les dipéptid~z 
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L~ s~gmentació~ ue dos o c~s enlaces con ia elimina--

..:.i5n de Tec=:i:::a247 - Ars
248 

conducen a Quimotripsina. 

Esta purificación es rea2izada por repetidas precipi-

f:.aciones con. Sul.fato de Arn.onio. 

La cristalizaci6n de Qu.L-nctripsina es 1l.evada a cab-:> 

f:OI" el ajuste de fH a 4 con e1 ácido sulfúrico SS y agregando -

e1 sulfato de amonio. La suspensi6n resultante es filtrada p~r 

papel filtro y el precipitado obtenido es disuel.to en 0.75 vo1ú 

cenes de ácido sulfúrico O.OIN e ino~~lado con quimotripsina de 

jjándola a 20:>c por 24 hrs. 

Recristalización de Quimotripsina: El. precipitado cZ

tenido en el paso anterior es disue1to en 1.5 volúmenes de ác2-

do sulfúrico O.DIN y cerca de un volu:nen de so1uci6n saturada -

ce sulfato de amonio. Despu~s de una hora a temperatura ambie~-

te la crista1ización comienza. 

CmESTALIZACIO'.!; DE d QUI:?>!OTR'IPSINA ( 20 ) 

La d quimotripsina es disuel.ta en un volumen de a';:~ 

y solución a=.ortiguadora de fosfatos fa 8, dejándola en repcz~ 

por tres se::::=mas a SºC .. T .ranscurrido el tiempo, se agrega sc:·:.:

ción de sulfate de amonio y el J;ii es ajustado a 5.6 con ácid~ 

s~lfúrico ~; g~ta a gota, permanecienGo a 20ºC por tres díwz. 

'::' ranscurrido el tiempo, es filtrada f:3r vacío o:i;t:eniéndoEe l:'.1=-
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gos cristales pira~idales. Estos cristales son recristalizados 

disolviéndolos en agua y agregando sulfato de amonio saturado, 

obteniéndose después de 24 hrs. Los cristales de alfaquimotrip

sina. 

CRISTALIZACION DE QUIMOTRIPSINA 

La Delta quimotripsina, fue preparada primeramente -

por Jacohsen. Posteriormente Sclwert y r<aufman { 38), escribie

ron un procedimiento para obtener deltaQuimotripsina, usando -

a1f a. 

Quimotripsin6geno recristalizado 8 veces. El. Qu_imo-

tripsin6geno es disuelto en agua, ajustando el ¡:H a 7.3 con --

NálH O.I.N. a una temperatura de OºC, después de 20' se agrega 

la tripsina cristalina para la activación y después de 90 1 el -

J;H de la soluci6n es ajustado a 4.2 con ácido sulfúrico 2N y fi 

nalmente la soluci6n es liofilizada. 

QUIMOTRIPSIMOGENO B 

como anteriormente se mencionós se e.xtráen dos Quir.:'Z>

tripsin6genos del páncreas bovino. E1 proceso de extracción es 

e1 mismo que para el de A, la diferencia está en el proceso ae 

purificación el cual es como sigue: Al extracto ácido se le -

agregan 114 gil. de sulfato de amonio, filtrándose y al filtr~

dc se le agregan 121 g. de sulfato de amonio, filtrfi.ndose. Er:. -

Ql precipitado se encuentra el Qu-!motripsinógeno B y en el f.f.:.-
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trace e.stá el T .ripsin6ge~m inhibidor de t.ripsina y ribonucleasa .. 

La cristalización y recrista1ización del zimógeno es 

realizada con sulfato de amonio. 

La activación del Quimotripsin6geno B es realizada -

con tripsina a r:H = 7 .. 6 y Oºc, siendo segmentados los enlaces -

de ARG - 15 Iso
16 

produciéndose la quimotripsina. 

Bajo condiciones de lenta activaci6n (1:2000) a PI a 

7.8 y OºC, ocurre la segmentación en Leu147 A
1
an

148 
en Leu 

1.49 Lis150 en Tir-146-Asn147- resultando la correspondiente -

quimotripsina B ( 12), en 1a cual se encuentra la Tir 146 en po

sición e-Terminal y Lisina 150 en posici6n N Terzninal. 

La aislaci6n de Quimotripsin6geno B en estado puro, -

es más difícil. que el A debido, principalmente, a que el Zimógg 

no B está en una proporción de J/ 4 con respecto al de A : el zi

rn.6geno B no cristaliza tan rápidamente como el de a; la Deoxiri. 

bonucleasa es precipitada por el sulfato de amonio mostrando si 

r::D.Iar modelo cromatográfico zimógenoB. 

Durante todo el. proceso de activación, es importante 

seguirla¡ realizando deten:tlnaciones de la actividad con las 

técnicas aaec~adas pero éstas deben ser sencillas y rápidas. Es 

ta es, con e1 objeto de verificar el proceso de la activaci6~. 
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E1 analisis de la quimotripsina es rea1izada por tres 

mét odas di:f eren tes. 

1.- El analisis de la quimotripsina,, como proteína de 

terminando su abso.rci6n a 280 nm. Este m~todo :fué introducido -

por Kunitz¡ 1a enzima es disuelta en ácido c1orhidríco paxa dar 

nos una concentración final de 0.1 a 0.35 mg/ml. y determinando 

la absorbancia a 280 nm. el método es sumamente sencillo y prác 

tico, pero presenta algunas inconveniencias cO!:io son: a) la en-
. 

zima debe estar libre de contaminantes que absorban a 280 nm y 

b) con éste método se determina la cantidad de proteína presen-

te, pero no la actividad enzimatica. este método es utilizado -

principalmente en el curso de una purif icaci6n .. 

2.- La quimotripsina tiene actividad amidasa y este~ 

sa.7 por lo tanto la actividad enzimat.ica es deterrrd.nada usando 

aquellas características. Para realizar la acti~idad enzimatica 

se utilizan dos tipos de sustratos! 

sustratos naturales 

sustratos s intéticos 

Utilizaci6n de sustratos sintét~cos: Para €ste caso -

se usan proteínas naturales como son la caseína y la leche. La 

determinaci6n está b~sada an la velocidnd prcte~litica de la e~ 

zima .. co~1 ost"'s :;;ustratoz ln quimotripsin<:l t:ier::.e :::::As enl12ces 
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~eptidicos sucéptibles de: ñidro1izar~ por io ta~to no hay especi 

Eicidad. 

E1 método representativo para este tipo de sustratos, 

es e1 espectrofotométrico, de Kunitz, el. cua1 1a caseína como SU..§ 

trato: una suspensión de caseína a1 l:'D;~ es preparada en Buffer -

de Boratos IH 7.4 adicionado de caeJ..2 • esta suspensi6n es puesta. 

en baño mar.ía hirviente por is•, después de este tiempo se deja 

enfriar, se ajusta el fil 7.4 está 1ista para 1a dete.rminación. 

En un baño maría previamente controlado a +37ºc se colocan 1os 

tubos conteniendo la casina, posterioxmente se agrega la sal.u.---

ci6n de la enzima dejándose reaccionar por unos 20 1
• La reacción 

enzimática es detenida por la adición de ácido tricloroacético 

a1 B'fo precipitándose la proteína que no fue hidrolizada por 2l.3. 

enzima, fil.trándose y el filtrado correspondiente por metodcs ª.2 

pectrofotométricos a 280 nm. # usando u..""!a cu.rva standard y un ---

blanco. Este método no presenta especificidad. 

Otro sustrato naturc:ü es la leche, este método está b.2 

sado en la capacidad que tiene la qui~otripsina pa~a coagula=- la 

leche, capacidad que la hace .responsable del nc~.re siendo a~-

r:::li.s, 1a diferencia principal con respa~o a la tripsina .. 

La coagulación de la leche está deten:'jinada por el ---

tiempo el cual bajo las condiciones adecuadas de temperaturac~ 

_,,,. • .i.. • 1 1 .#.. ,.,,. ... -fs1 ,. este. es inve.rsamen~e proporciona.!... a a concen: ... racion e.e .;...:, 

enzima agregada a la lecne. 
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UTILIZACION DE SUST~TOS SINTETICüS: 

La intrcducci6n de sustratos sintéticos es debida a -

Bergman y colaboradores. En el uso de estos sustratos hay un EW-

lace suceptible de acción enzimática, siendo usados los esteres 

o amidas de los aminoácidos aron:áticos. Los esteres están blo--

queados en el N Terminal presentando ventajas sobre las corres-

pendientes amidas, 1as cuales presentan valores de Km. más ha--

jos y además sus productos de reacción son nitis dificiles de ~--

cuantificar. 

Determinaci6n de la Actividad Esterasa de Qui.'notripsina= 

E cuaci6n general. de un Ester: 

X-NH-RCH-CO-OR 1 + E 20 -------- X-NH~H-COO + H©1tl. + H+ 

~ es un grupo bloqueador tal como Acetil, .Benzoil,. Tosil., 

B enzil Oxicarbinol. 

R es una cadena lateral que encuentra los requerimientos espe-
;:: 

cificos para la enzima. 

R' es un metil, etil, p-:Nitrofenil 
= 

L.os susti·tuyentes del sustrato tienen influencia en -

el acoplamiento de enzima, ya que presenta u::? impediment.o esté 

rico. 

1 
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un ~ecani~mo de ~oble desplazamiento (7,11), en el cual la en::g. 

ma es primero acilada y el intermediario acilado es hidrolizado 

a los productos correspondientes y la en.zi.-n.a es deacil.ada. Esta 

acil.aci6n de l.a enzima es comprobada por métodos espectrof otomé 

tri.ces y observaciones cinéticas. 

Para determinar 1a actividad esterasa se usan métodos 

l} Potenciométr.icos y, 2} Espectrométricos con: a) Rango en el. 

ultraviol.eta y b) Rango en el visible. 

Métodos P otenciométricos: Están basados en la libera

ción. continua de grupos carboxilo en l.a hidr6lisis de los este

res correspondientes, la cuantificaci6n es llevada a cabo en E.!? 

te.nci6metro y a una temperatura de 25°C. El J;i1 inicial es regis 

trado conforme va realizándose la reacci6n enzimática, el J;H es 

ajustado continuamente con NcOH o. 02N. Al final del tiempo ten

dremos los ml. de Na0H consumidos para mantener el p;¡ constante .. 

Los ml. de Na'.JH gastados están en funci6n de los grupos Carb6xi. 

lo producidos en la hidr6lisis. 

Para este método los sustratos usados son: N-Acetil -

Ti.resina Etil. Ester {ATEE). en una concentraci6n de 0.018 M la 

con.centraci6~ de la enzima es del orden de 2 mg/ 100 ml. La cit"'~ 

tica de la reacción es de primer orden por lo tanto la concen

traci6n del s~strato es crítica. 

Otro su.strato usado es L..IC il:osina Etil (TEE) con u~ 

c:.:::.::rentrac.ié.n ~e o. 02::; to!, l:J: cnntil1~d ce enzima debe ser cale..:-

]..:¡cla p<:ira ca::=.sar una liberi::::.ción de O .. 005 meq de grupos carbo:~:.-
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lo/Minuto. E 1 f!'IT es manten.ic'So en 6,. 25 por la adicié'n de N CúE'. 

o.02 N» después de un tie~po determinado se grafican los ml. de 

Na0E: contra el tieu"Upo, obteniéndose una reacción de cero orden. 

Otros sustratos :típicos son: e arbobenzoxi.l-11' irosina -

Eti1 Ester L-Feni.l Alanina Etil Ester y Acetil-FeniJL Alanina --

Etil-E ster. 
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METODOS ESPEC'l'ROFOTOMETR:tCOS 

Estos métodos est~n basados en las diferencias de ab

sorci6n de la enzima, sustra.to y los productos de la hidr6lisis, 

y la longitud de onda seleccionada. 

En las determinaciones Espectrofotométricas en las -

cuales se usa el rango ultravioleta, los sustratos usados son -

los a:rGmáticos .. .Para ~ste tipo de determinación se emplea un es 

pectro con graf icador y un adaptador para mantener la ternperatu 

ra constante dentro de las celdas donde se verifica l.a reacción. 

E 1 sustrato de elecci6n se disuelve en soluci6n amortiguadora -

de O .10 M fH 7. 8 el cual contiene cae J.2 O.I .M. se pone la enzi

ma disuelta en HCL 0.001 M a una concentaci6n de 1 mg/ML. Ini

cialmente tomar la lectura de la absorbancia sin la enzima y en 

el momento de agregar ésta se toma como tiempo cero. S iguiendz:¡¡ 

el curso de la reacci6n se registran las diferencias de absor-

bancia a 256 nm. cada 30 • • por un lapso de 5' • 

Para calcular las unidades de enzima presente,. s6lc -

es necesario graf icar las a'bsorbancias contra eJ. tiempo,. tort'.a::.

do solo en cuenta los puntos de· la recta. Al restar la absorb~ 

cia mayor de la menor, tenemos la absorbancia que dividida por 

el tiempo una constante y la concentración de la enzima, tene

mos las unidades de la enzima. 

Los sustratos más cc:uunmente usado~ pQra les rangos -
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ultravioleta son: N_Benzoil-L Tir:rsina Ester {BTEE), 1;-3.enzilo

xicar binol-L Tirosin:a p-N"itro Fenil Ester ( Jl..2 x io-3 :::..gin)º 

L...JI'irosina Etil Ester (S11EE), N, Acetil.-L..irirosi.."1a ---

Etil Ester, Cabobenzc~i =L T irozL"la Etil Ester, L-F eni1 A l.anina 

Ester, Acetil-L-Feni.1!.. iilanina Etil Ester. 

Determinaci6n E sPectrcfotomátrica oor Métodos Col.o.'.!:i-

métricos: Este esta basado en 1a formación de un compuesto colo 

:r:ido que es cuantificado1 determinando la absorbancia en el ran 

go del visible. La formación de este compuesto colorido es el -

resultado de la reacci6n de los productos de hidr6lisis origina 

dos por la enzima y del compuesto cromógeno. Para esta determi-

naci6n se sigue el curso de la reacci6n enzimática en las cel--

das de reacci6n, en las cuales se ha colocado el sustrato de --

e1ecci6n disuelto en el Buffer, la soluci6n de la enzima y el -

compuesto cromógeno .. como sustrato tenemos el. N-Benzoil-D1 Fe-

nil Alanina Beta Naftil Ester, el. resultado de la h.idr6ls:is es 

el Diorto Anisida Tetrazolizado que es crom6geno, resultando -

el compuesto colorido el cual es e~rtraído con acetato de etilo 

y determinado colori..irr.étricamente. 

Hay un método manométrico para la determinaci6~ de la 

actividad esterasa de la Quimotripsina, el cuai est~ basada en 

diferencia del volumen producido cor el incre$ento de co~4 pro-- - ... 
veniente delcarbonutc ~1 ensayo es realiz~do én recipien~es e..f 
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ci'.Z:l de O. 025 t.! conteniendo una soJ.ución de bicarbc.nato de so-

dLo 0.042 M más la solución de la enzima, la cual es agregada -

ce~ cicropipeta, controlando la tempe.ratura y el tiempo. La ve

l.c=.idad de evol.uci6n del C 02 es proporcional a la concentracién 

ae ].a ·enzima. 

Determinaciones Espectrofotométricas uti1izando el -

rar-go visible: La al.fa qui.m.otripsina cata1iza la hidr6lisis de 

N ~l.fa Acetil Tript6fano Ester (S), el cual es usado como un -

nua":J"o sustrato cromogénico.. La hidrólisis del sustrato es cuan..

tificada por un procedimiento calorimétrico, determinando la ~ 

sorcancia m~tima a 352 nm. por la transformaci6n de1 ester ai -

correspondiente ácido. Para este tipo de cuantificaci6n la co=

centraci6n del sustrato es de 0 .. 05-0.001M y de 1a enzima de -

O. CD'iJOl- O, 0000001. M a un EH de 8; uno de los compuestos más ~ 

des ·es Metil-1.Metil 3 ,4 - Dihidro carbolinq,-3 cªrhoxilato t sz 

U."l derivado de Beta carbolina) .. 

Erlanger ( 9 .. 18), introduce N-Gluteril-Fenil.anina-Ni

trc:aJ!'kilina ( 1-GPNA) , u.n nue"!o sustrato .. En la celda de reacci::=:::: 

se ~one el sustrato y la enzima en buffer ~ 7.6. Para detene= 

la !:'ei:lcción se usa A cido T ricloro Acético. E 1 .resultado de la 

hidzólisis es la liberación de Nitroanilida, la cuai es de un 

color amarillo i.• es aeterrnin~do colorim@tricamente., detérmina -:-

do s~ wúximo de nbsorción. 
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los -tioles éstexes 

son hidrolizados por la quir:::Jit:ripsina { l.O) • E 1 Benzoil~ irosina. 

tiobenzil éster.. L.a hidrólisis es deterr.Jinada por la liberaci6n 

de benzil mercapteno que reacciona directamente con 5.si Ditio--

les { 2-...-q.c Nitro3::?az:zoico} forrr:ando un ccmpuesto colorido y deter-

mina.nao su absorrancia a 410 en. (Es un compuesto cromogénico) • 

E! T iobenzil es un. compuesto mucho más estable hacia la hidr6li-

sis a fH alcalinos. En la celda se coloca la solución buffer ---

Tris a J;H 7.8 el. sustrato di.suelto en Acetona más el reactivo --

s. 5' -Diotibis { 2~c N itrobenzoicc) , la solución de Q uimotripsi.

na o.s ml. (l.36 x io-3 mg/M.1). La celda es colocada a temperatu 

ra ,de 30°c siguie.:::do el curso de la reacci6n por un tiempo dete_± 

minado. 

.. 
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Eln 1a determinaci6n de la act.ividad Amidasa 1 hay méto 

dos basados en la titulación ácido-básica, métodos E spectrofoto 

métricos y los F luorogénicos4 

Los métodos de l.as titulaciones ácido-base, están ba

sados en la liberación del. Amoniaco, producto de J.a hidrólisis 

del. sustrato y la enzima 1 el. Amoniaco liberado es titulado con 

HCL O.DIN, usando como indicador una gota de tashira. 

E .l procedimiento es muy sencil.lo: En una cámara espe

cial, se co.locan cantidades iguales de Enzima y Sustrato que ES 

ra este caso es la glicil-Fenil Alaninamida y Acetil T irosamida1. 

en sol.uci6n amortiguadora a 25°C, y un bJ.anco. Se debe tomar e= 

cuenta que 0.01 m1. de HCL corresponde a l% de la hidr6lisis. 

Dentro de l.os Métodos E spectrofotométricos:. tenemos a 

los métoóos calorimétricos .. La Quimotripsina cataliza l.a hidr~

lisis de las formas ciclohidratas de N-.A cetil triptofano Amid3.. 

(5) la cual es usada como un nuevo sustrato cromogenico, la hL

dról.isis del sustrato es determinada cuantif ic~ndo la absorbar:

cia máxima a 353 mn. siendo la concentraci6n del sustrato de 

O .. OOl-0.000001!<! y ia concentración de la enzi.~a es O.OOOlM a 

O .. OOOOOOlM. a un Pi de 8 y a 25;:;C • 

Las nitrcanilidas han sido usadas como sustratos crc.

mogénicos, para la actividad Amidasa de la Q uimotripsina: eje~# 

La G lutaril F enilal.anina-N itroanilida .. 



M~todas Fluorogénic.::s: Se usa ~ sustrato cromogénico 

para determinar .la actividad l;.::1idasa ( 44,45) siendo ".l'-Glutaril 

Feni!. AJ.aninamida-4-M.etil Cw-arina, con ::!.a consecuente libera-

ci6n de 7-Aminc-~:ietil. CumarL.-:a, la cual. es dete.rrni~ada fluoro-

métr:icainente usando tan solo OJ .. 5 Mg/ml. ce un fH de a. El sus-

trato es específico para Qui.'!:ctripsina, p~esto que no es hidro

lizado por la T ripsina. 

Las Amidas derivadas de la cunarina son útil.es ya que 

los derivados de ia ñidr6lisis son compuestos fluorecentes •. 

Procediniento: el ensayo se lleva a cabo conteniendo 

el S ust.r-ato o. 02 !·! en buffer Tris a un J;H de 8 el cual. contiene 

cacl2 siendo el volumen final de 1 rol. de 1a concentraci6n de -

la enzima que es de 0.5 mcg/ml.# la reacci6n es de 1-3•. La --

Fluorecencia del 7-Amino-4-.Meti1 cumarina es registrada eonti.--

nuamente usando un espectrof1urometro con e::rl.sión a 380 y 460 -

nm. E1 instrnm.,,,nto ec astandaxizado diari~e.nte tal que l..35 --

mcg .. de soluci6n de Sulfato de Quinina en ácido sulffu:.ico O.l. !.l 

den una Unidad de F l.uorecencia ::::elati va. 

El uso de sustratos sL~téticos proporcionan r::ejores 

resultados en comparación con los naturales, puesto que en los 

sint~ticos s6lo hay ll1 enlace s;.:;ceptible de atacar la enzima -

por lo que, se tornan ültamente específicos.,. pero se Cle];;:e te.ne?r 

cuidado en la elec~ión del sustrwto ya que .:i:!.gunoo se~ :-.:idroli-
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zoil-L-Arginina metil ester es específico para tripsina pero, -

también es suceptible a .la hidrólisis de (delta) Quimotripsina. 

El uso de Sustratos sintéticos es muy útil cuando se -

requiere conocer el grado de contaminación con alguna. otra enzi-

.ma .. 

USOS DE QUIMOTRIPSINA: 

En la actualidad dentro de la Industria Farmacéutica -

presenta una gran aplicaci6n, es dificil. encontrarla en fo.:rrna in 

dividual, la mayoría de las presentaciones se encuentra unida a 

otras enzimas principalmente a1 la TripsLria y Ribonucl.easa, encqg 

t.rándose también conbinada con al.gunos Antibióticos, sobre todo 

con la T etraciclina, Ampicil.ina, e lorafenicol., etc. 

La Quimotripsina se ha usado con éxito en los procesos 

bromconeum6nicos del infante ( 31). Esto se ha demostrado usando 

dos grupos de pacientes: A) Grupo uno el cual es tratado con Qui 

moi::ripsina inyectable en dósis pediatrica cada 12 hrs .. , B} G ru-

po dos al cua1 no es aplicada la Quimotripsina, ambos grupos son 

tratados con el procedimiento normal para la bronconeumonía con

sistente en la aplicación del antibi6tico de elecci6n. {penicili

na sódica) un ar"...biente h6fuedo y control de la temperatura por me 

dios físicos. 

Resultado: hay una disminuci6n del tier:lpo de durac:i5n 

de .ln enfermed~ti en nn 30:.i del grupo t.ro.tado con Qui~otripsi::-_:::.. 
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mejor dicho1 la evoluci6n en el tratamiento de 1.a enfermedad es 

más rapida y mejor en el g.rupo t.ratado con Q uimotripsina. 

La forma de actuar de la Q uimot.ripsina en estos proc_§ 

ses es de la siguiente forma: cuando el agente causante de la -

Bronconeumonía (microorganismos, agentes tóxicos) 1lega al al-

veolo produce una inflamaci6n con el. consecuente ~xi.ndado, con-

gesti6n sanguínea e invalidéz del área inflamada. La Q uimotrip

sina inhibe la formaci6n de la fibrina lo que permite el egreso 

del exudado liquido celular al interior del vaso. Concluyéndose, 

que l.a Q uimotripsina es útil como coadyuvante en el tratamiento 

de los procesos Bronconeum6nicos. 

El uso de Quimotripsina combinada con un antibiótico 

es útil en el tratamiento de las infecciones de caracter urol6-

gico { 39) usándose con exíto en los procesos agudos y cr6nicos ... 

Se realizaron estudios clínicos usando la asociaciónQuimotrip

sina Clorhidrato de Teatraciclina, con el objeto de valorar los 

efactos en los tratamientos de cuadros patol6gicos de carácter 

urol6gico, realizándose el estudio en pacientes con infecci6n -

urinaria, pacientes que han sufrido intervenci6n Quirúrgica ur_g; 

16gica pacientes que presentan una grave Bacteriuria c.r6nica 1:§ 

sistente a la mayor parate de los antibi6ticos de uso frecuenta .. 

El producto es suministrado en d6sis de 4 cápsulas ~ 

diarias por un periódo de 15 días. Durante eJ. periédc del trat_g 

micnto~los pacientes no presentan i~tolarancia o fen~~onos col.f 
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terales. concluyénd::se que lQ g,s;:¡ciaci6n A¡:';;.ibi6tico-:snzima pe_; 

mite obtener resul~ados rápidos y válidos en los casos de tera

pia antiflogística y antibacteriana en afecciones de tipo uro1ó 

gico .• 

En México se realizaron estudios en las infecciones -

p6lvico genitales, usando un tratamiento en base a 1a asocia--

ci6n Antibiotico E.rudma ( 13) , observándose rr.ej ores resultados 

usando este tratamiento con respecto al no.lT'~l, éste consiste 

solamente en la adn~nistración del antibiótico, pero después -

del tratamiento aparece una secuela inerente a J.a inflamaci6n, -

1a cual, puede provocar problemas como es ia esterilidad prima

ria o secundaria, er.ibarazos ectópicos y la utilizaci6n de Quim...Q 

tripsina disminuye la posibilidad de estas secuelas posteriores. 

con la asociaci6nAntibiotico-Qu~otripsina permite -

sanar los procesos infecciosos integramente, ya que actúa sobre 

los gérmenes y la infecci6n. 

se realizaron estudies en pacientes con infecciones. -

pélvico genitales, a..:L.-U.nistrando cápsulas caaa 6 hrs. contenie_n 

do: 

e lorhidra~o de T etraciclina... • • • • .. • .. • • • 125 mg. 

Ac. cítrico 

Tripsina 

Q uimotripsi.::r.a 

Ribonucle':isa 

o •• ._ ....... o o. ... 

.............. 
•••••••••• .-o 

. , ........... . 

60 mg. 

20 .. 2 mg. 

6.45 mg. 



na a tr¿~és del t~acto intestL~a2 aumente c~ando se asocian las 

enzimas, por lo tanto el antibi6~ico presenta mayores niveles --

sangu.ineos. La r.ihonucleasa contribuye a 1.a actividad antiinf1a-

matoria .. El. ácido cit:cico según i;·ielch y Cols 1 favorece la absor-

ci6.n intestinal del. a.ntibi6tico hasta en un. 100}~ pe:cmitiendo al.-

tas concentraciones sanguíneas del mismo, con lo cual disminuye 

la posibilidad de creación de resistencia de1 fármaco por parte 

del gérn:.en causante. La a1ta incidencia de 1os éxitos obtenidos 

permite concluir que es efectiva la siner.gia de los fármacos USl! 

dos, siendo por lo tanto recomendados en las infecciones gineco-

16gicas. 

La asociaci6n Antibi6tico-Enzi.rna proporciona una acti-

vidad terapéutica antibacteriana y antif1ogistica# aprovechándo-

se el hecho de que la Quimot.rips.ina desarrolla su acci6n antifJ.o 

gística en el organismo sin in:ter.:ferir -en l<l capacidad de defen.-

sa del organismo como hacen otros productos ~ntiflogisticos. 

Otra de lac vontajQs ae la asociación, es la dismin~--

ci6n de los efectos tóxicos-alérgicos yBioié;icos# debidos a --

los antihi6ticos sucinistrados en qósis red~cidas. 

Una ventaja más de esta asociación es que, en 1os pro-

cesos infecciosos el. paciente presenta un e~m.tlado muy eJ.evado11 -

por lo q111s: es dificil la acción del antibi6ti~u y en .la asocia--

1 
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tas~ permitiena~ la acción clel antibi6tico. 

Prueter y sus co1aboradores trataron 60 pacientes con 

supuraciones crónicas y agudas con QuL~otripsina disuelta en s_9 

lución amortiguadora o en gel de carboximetil celulosa al 4.,9%. 

La so1uc;i6n es aplicada directamente en la herida. La superfi-

cie de la herida queda libre de la pus y tejido ne.erótico den-

tro de las 48 12 hrs. y úlceras profundas en cerca de 5 días. 

Hay muchas teorías con respecto a la forma de acci6n 

en ios procesos ae inflamaci6n. 

A ltrei A opina que la acci6n antif logistica de la Qui 

motripsina consiste en un antagonismo hacia las Quininas vasoac 

tivas como la bradiquinina que son consideradas las responsa--

bles de la persistencia de las alteraciones circulatorias del -

tejido inflamado. 

:rnnerfield sostiene que la acci6n antiinflamatoria de 

la Quiiuot.ripsina esta dete:nnihada por J.a despolarización de l.as 

moléculas proteicas de pesos moleculares altos por la reducci6n 

de la viscocidad de 1os fluidos encapsulados y de 1os productos 

de sec.reci6n. En un proceso a:e inflamaci.ón hay exudado, conges

tión sanguínea e invalidéz del. área inflama da .. A 1 llegar la qui 

motripsina al sitio de la inflamación, inhibe la formación de -

fibrina la que permite el regreso del exudado líquido y celular 

i:ll interior del '-"Zlso disminuyendo la presión oncotica intersti

cal q:.:e antes co~pri.'llía a los vasos. 
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En la reduccié= ~e la viscczidad sucede que la Quimo-

txipsina actú.Si sobre las ¿.z:oteinas íntegras segmentándolas has-

ta Aminoácidos, disminu;re.:::io por J.o tanto la viscocidad del eJi!.:g 

dado y favoreciéndo la a~Eorci6n. 
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PROPIEDADES DE TRIPSIN8 

La Trips:ina se presenta en forma de pol.vo cristalino 

o pol.vo amorfo, de color blanco o blanco a:::arillanto con olor -

ca.:c:acterístico. 

Pureza: Contiene no menos de 2500 UNF/mg 

Solubilidad: Completamente soluble en agua y solución 

salina .. 

Humedad: Siguiendo el. método de secado al va.cío a 6~C 

durante 4 horas, contiene no más de1 :P/a. 

Residuo de la I gnici6n: No más del. 2. Sjf., 

Punto :rsaeléctrico: Determinado por el método de la -

velocidad de migraci6n de las p~ 

tículas de colodión sumer9idas ias 

soluciones de enzima a diferen~es 

fil,,, para la Tripsina es de ll 

para el Tripsin6geno de 9 .. 3 
# 

coeficiente de Difusi6n: Determinado en soluci6n sa:2 

rada de sulfato de r::agnes~~ 

es de 0,.020 + O.OOl. cny'día a 

s0 c. 

Peso molecular: Es aproximadamente de 2400Q:.O 

Estabilidad: Presenta un fH de ~ñxima estakilidad ~~ 

3, sienjo conservadas sus sol~=iones ~ 
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bajas te~:eraturas sin pérdida de la ac 

tividad. 

La inacti~ación de la Tripsina depende de varios fac

tores~ c020 son la te~peratura~ ~~~ concentración y pureza de -

la solt¡ci6n,. esta inact.ivación es reversib1e e irreversible. La 

reversib2e es causad~ por 1a eievaciones de ia temperatura arri 

ha de 7c~c ó en so1uciones fuertemente alcalinas por un tiempo 

muy corto, el efecto es instantáneo; esta pérdida de la activi

dad es acompañada por la presencia de proteína desnaturalizada,. 

la cua1 presenta propiedades físicas diferentes a la original, 

como por ejemplo la proteína desnaturalizada es insoluble en so 

luciones de sal a fH = 2 (la proteína original es soluble en e~ 

tas condiciones}. 

La inactivaci6n Irreversible es causada por la eleva

ci6n de 1a temperatura y la exposici6n de tiempo. Prolongando -

esta inactivación también es causada por la presencia de sustc:E

cias desnaturalizantes como la Urea a una concentraci6n de 4 M. 

La adici6n de iones Cal.cio a las soluciones de T ripsi 

na previenen o retardan la autoiísis. Este efecto estabilizante 

es acompañado por un cambio conf ormacional en la molécula de la 

tripsina inducida por los iones Calcio dando como resultado una 

molécula más compacta. 



.. OBTE::.;CION DE TRIPSINA 

La ~ayoría de J!.os métodos reportados, estan basados -

en extracciones de productos naturales y posteriormente una ac

tivaci6n y f.i...."lalmente precipitaciones fraccionadas con sulfato 

de amonio para su pu.rificaci6n. 

Las diferentes Industrias que obtienen 1a tripsina, 

siguen el método tradicional de Kunitz y Northrop, los cuales 

fueron J.os que inicialmente la aislar6n en fo.rma pura. Estas In 

dustrias realizan algunas modificaciones en las técnicas origi

nales, para obtener mejores rendimientos. 

La principal fuente de obtenci6n es el. páncreas , en -

e1 cual est& en forma inactiv~, siendo posteriormente activada 

en el intestino por una enzima la enteroguinasa .. Activada la -

tripsina es como realiza las diferentes funciones en el organis 

wo. 

Les diferentes estudios de obtención f usr6n realiza-

dos en páncreas de diferentes animales tales co~o; res, cerdo, 

caballo, saL-cónr pollo, tibur6n pequeffo etc .. Todos estos estu

dios fuer6n a nivel de 1aboratoria. Para fines Zndustriales es 

oas pr~cticc trabajar con páncreas bovino y porcino siendo e~ -

t1éxico mas f~cil conse9~ir estos Últimos. 

E1 páncreas bovino es obtenido directamente de 1cz lu 

'f)ares donde son sacrificados los animales, co~o por ejempla 11.a 
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central de Abastos. En estos lugares los animales son sacrifica

dos seleccion~ndose las vísceras usadas en las diferentes indus

trias que las soliciten, éstas son inmediatamente refrigeradas 

para eliminar toda la grasa y demás tejidos y yá en esta fol:r:.la 

ser envasadas en cajas especiales para ser congeladas para poste 

rio.rníente ser distribuidas en las diferentes industrias que 2as 

so1iciten. 

En e-1 proceso de extracción de la T rips ina se siguen 

varias etapas, que son: 

l~- EXTRACCION DEL TRIPSINOGENO 

2.- PURIFICACION DEL TRIPSINOGENO 

3. - ACTIVACION DEL TRIPSJNOGENO 

4.- PURIFICACION DE TRIPSINA 

1. .. - EXTRACCION DEL TRIPSINOGENO 

Como fue mencionado anteriormente, l.a Tripsina se en

cuentra en eJ~ Páncreas en forma inactiva, llamada Tripsin6ge::::::>,. 

por consiguiente la primera etapa es la e:xtracci6n de éste. 

E1 tripsinógeno es una protelna con característica$ 

propias de 6sta; usándose las constantes físicas de1 zim6g~ 

para el proceso de extracci6n. 

El páncreas para facilitar la e:xtracci6n se debe e::-

contrar en forma fina, lográndose esto usando la carne mol.ié;:.., 

el cual es logrado usando un molino de carne normal. Una vez en 
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esta forma es necesario romper la c~lula, para dejar en libertad 

al. Zi-'ll.6geno .. Para 1ograr esto último se conocen varios métodos 

como son: Agitación a altas velocidades con cuantas de vidrio, 

moliendo el páncreas con arena, oscilaciones ul.tras6nicas, con-

geléU'1ri.ento y descongelamiento, tratamientos con solventes tales 

como acetona, tolueno o la lisis por medio de una enzima. De i;,g 

dos los métodos mencionados el más recomendado por práctico es 

la agitaci6n constante con la adici6n de tolueno. 

una vez que el zim6geno se encuentra en soluci6n, es -

necesario e1 ajuste del J;H, el cual es logrado por la adici6n de 

ácido ac§tico o acido sulfúrico 0.25 N .. Este Pi debe ser aque1 

en el cual las proteínas que interesan extraer sean solubles y 

estables. Otra variable que se controla en esta etapa es la te::.

peratura que debe de ser baja, para proteger las propiedades ee 

las proteínas presentes y además favorecer la solubilidad, este 

ajuste de la temperatura es logrado por el uso de tanques de a~ 

ro inoxidable con chaqueta por la cual circula W1 liquido f ríc, 

como por ejemplo: el agua sal.~uera. 

El equipo y material usado en esta etapa son; Tanque:;; 

de acero inoxidable con chaqueta provistos de agitadores mecá~L-

cos, borr.ba de retroalimentación,. charolas de acero ino..~idable :7";2 

lino de carne, prensa mecánica centrífuga, evaporador, bomba ¿~ 

vucío, torre de enfriamiento, refrigerador, congel~dor páncrea~~ 

ácido sulfúrico OI. 25 N, ácido ac6tico y tolueno. 



44 

Breve desczioci6n de~ proceso; 

E l. procediz:'..ient.o es él tradicional usado por Kur"..itz y 

N ortbrop { J..9) coJ.1 la ~.;a.riante de usar el páncreas congelado en 

1.ugar del.:f.resco, puesto que en lu última forma es dificil cons~ 

guirlo. E 1 páncreas es colocado en las charolas de acero inoxi

dable, su=:ergiéndolo completamente en el ácido sulffu:ico y de-

jándo1o descongelar e.~ una forma natural, evitando los procedi

mientos artificiales como son el. uso de lámparas ... Después de 

transcurrido el tiempo necesario para el descongelamiento se 

procede a 1a eliminación de la grasa y tejido conjuntivo que e_§ 

tá presente en el Páncreas, posteriormente la carne es pasada -

a través del molino de carne para obtener una forma más fina de 

ésta. 

El p&ncreas rno1ido es colocado en el tanque de acero 

inoxidab1e, suspendiéndolo en agua usando aproximadamente 1.7 -

J/kg~ de carne, ajustándose el };i:i a 4.2 con ácido acético o sul 

fúrico Este ajuste de EH debe realizarse cada l.5 o 30 minutos -

por 4 horas .. {el tie=po de extracción se verifica dependiendo 

de los resultados obtenidos en les desechos} controlándose la 

temperatura entre 2 y 4ºC manteniendo alternada agitaci6n con 

tiempo de reposo adicion~ndose tolueno altanque de extracción. 

E1 éxito de la extracción depande de variables como 

son la te:r:peratura, .r;i! y agitaci6n, por lo tan.to es necesario 

mantener constantes estos factores .. 
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· Transcurrido eJL tiempo r:e~esario de extracción, elirni 

nmr todo el ~aterial insoluble presente, ésto es logrado hacien 

do pasar la suspensión a través de una prensa mecánica, la cual. 

tiene propiar.i.ente dos funciones: a} B liminar el material. insol.u 

ble, b) Extraer al máxi.I::o las proteinas de .!.a carne. Posterior

mente la suspensi6n es pasada a través de una centrífuga para -

ayudar a la e1iminaci6n total del ~aterial insoluble, obtenién

dose un liquido más c1aro. 

Finalmente se pasa a la eliminación del exceso de --

agua, puesto que es más fácil trabajar con pequeños volúmenes. 

Esta el.iminaci6n se real.iza en un evaporador con la ayuda de -

una bomba de vacío y lli~ sistema de enfriamiento. El liquido ob

tenido en la etapa anterior es colocado en e1 recipiente adecu_9. 

do y por medio de vapor es llevado a 3BºC usando vacío para e'!} 

trolar la temperatura de ebullición .. N ormalrrtent.e la el.iminación 

del agua es del 5~~ del volumen total. 

Hasta esta etapa del proceso se han extraído sirauitá~ 

nearnente e1 Tripsin69eno y Quimot:ripsin6geno., por lo tanto, la 

siguiente etapa es la purificaci6n de1Tripsin6geno. 

2. - PURIFICACION DEL T?-IPSINOGENO 

La purificac.itm de1Tripsin6geno está basada en la -

precipitación fraccionada con sal-es neutras, estas sal.es act~~n 

por medio de la descar~a de la partícula y de la deshidratac~~~ 

de la capa que envuel."t;e a la proteína. Entre lo más co:n.ún te::-E-
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mos al s ul.fato de An:cnio, el cual. es usado oor su al.ta solubili - . -
dad e~ agua cercana a 760 g/L a 20ºC. Otras de las sa1es_usadas 

són MgS~4 y Na2so
4

, estas sales son consideradas como agentes -

precipitantes y tienen la ventaja adicional. de estabilizar a 

las proteínas en so1uci6n~ impidiendo la desnaturalización. 

Esta p.recipita.ci6n se explica de J.a siguiente forma: 

E 1 T ::ipsin6geno es una, proteína, por consiguiente os una moléc::E 

la de eran tamaño y caen dentro de los límites del siste..~a co--

1.oida1. Esta proteína presenta carga eléctrica proveniente de -

los r3siduos de los aminoácidos que 1.a componen,. los radical.es 

lateralas y los de los grupos libres de Amino y carboxi1o en --

los extremos de la cadena del polipéptido. Estas cargas eléctri 

cas de acuerdo con el ¡::H de la so1uci6n presentan una carga ne-

ta positiva o negativa; bajo esta .forma las proteínas permane

cen en soluci6n por repulsi6n entre las partículas, ya que pre-

sentan la misma carga permitiendo que el sistema permanezca es-

table. cuando se util.iza ei punto isoeléctrico de la proteína -

la repulsión entre las partículas está al mínimo, por 1o tanto 

baj r'i estas condiciones se pueden p.re.cipitar con mayor f acilidac .. 

Además l.as proteínas presentan marcadas características hidroff 

licas por lo que siempre están rodeadas de una molécula de agua 

y por lo tanto el fen6meno de precipitaci6n va aunado al de la 

desl1idrataci6n. 

Las proteínas son precipitadas por grandes cantidades 
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de electyoli~rcr siendo a~..bida a la eliminación de la capa pro-

tectora de agua y la carga eléctrica que mantiene a la proteína 

en solución. en los cua1es se requieren grandes cantidades de -

electrolito por que éste entra en competencia con el agua que -

rodea a la proteína y con el exceso reemplaza ai agua que rodea 

a la partícula. 

Breve descripci6n de1 método de purificaci6n de1Tripsin6geno: 

La clásica purificaci6n de1 T .ripsin6geno es realizada 

por el .método tradiciona1 de Kunitz y Northrop (19.32) utilizán 

do una precipitaci6n con sulfato de amonio. 

En esta etapa, el equipo y materiales necesarios es -

el. siguie11to: Tanques de acero inoxidable, papel fil.tro y sul

fato de a:::lonio. 

De la extracci6n ácida obtenida en la etapa anterior, 

agregar 242 g./l de su1fato de amonio {0.4 de saturaci6n) ajus-

tándose e1 !i! a 4.2 y agitándose ~igorosamente para so1ubiiizar 

toda ia sa1 y evitar el exceso loca1 de la misma. La mezcla es 

filtro~ a t~avés de papel fi1tro a 5°C y al filtrado resultan

te se le agregan 250 g/l de sulfate de amonio, agitando vigoro

sa.-nente :l:. dejando en reposo por dos días a 5°C, después de este 

tiempo fi1trar y el precipitado obtenido es disuelto en tres '!.Q 

lú.~enes ~e ~gua y dos volúmenes de soluci6n saturada de sulfato 

de a:r.~~1~, la s~luci6n resultante es filtrada con ayuda de celi 

te, al fi].t.rado rc;:;:.lt~nte se le z:;:gregan 205 g/L de sulfato dé 

1 
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ainonio l.entament:s-; f ilt.rar y e! p.recipitad::JJ es usado p:=lra la ~ 

rificación de1 T ripsin6genoº 

El precipitado obtenido es dis~~lto en laS volúmenes 

de agua y 0.5 vo1ú:i1.enes de soluci6n sat~rada de sulfato de amo

nio.. ~justar el pB a 5 por la adición de !\1 ao:a ~ gota ( esta fa

se es importante el ajuste de2 Ef!, ya q:.:e de él depende 1a seEa 

ración de las proteínas presentes). La so1uci6n se deja por dos 

días a 20 - 25°C, después de este tiempo se filtra y en el fii

trado se encuentra el tripsin6geno. 

CRISTALIZACION DEL TID:PSINOGENO 

El :filtrado obtenido en el. paso anterior es ajustado 

a fB 3 por la adici6n de ácido sulfúrico ~ y agregando 304 g/!a 

de sulfato de amonio. Filtrar, y el precipitado obtenido es di.

suelto en tres volúmenes de agua y dos volúmenes de so1uci6n s~ 

tu.rada de su1fato de amonio. La mezc1a es filtrada con la ayuda 

de vacio y ei precipitado es 1avado con sulfato de amonio 0.4 -

de saturaci6n y siendo descartado. A .l filtrado se J.e agrega un 

~olu.~on de so1uci6n saturada de sulfa~o de amonio, filtrar con 

ayuda de vacío y el precipitado obtenido es lavado con una solu 

ci6n de sulfato de magnesio disuelto en ácido sulfúrico 0.02~. 

E l. precipitado obtenido es el. T rips.i.:::.S3eno crudo el. cuuJ. es ~..§ 

~o para la activaci6n a Tripsina .. 
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'!'ripsinógeno es convertíd.ó a 'I'.ripsir..a.<! éste es i;;;n. proceso pzo-

~eolítico realizado por la misma Tripsina ó la e~te~oquinasa ó 

la quinasa de un·hongo del género peni.cilium (2}. 

Los primeros trabajos relacionados a la activación 

del zimógeno fueron descritos por Kunitz y Nortr.arop (33) usan-

do como agente acti vador a l.a ent.ercgl!,¡¡inasa ex'b:a ida deJ. duce.e 

r..o del cerdo, esta enzima presenta su rango de acción a pH 6-9 

bajo estas condiciones l.a enteroquí.nasa actúa sobre el trips:i-

nógeno formándo~e pequeñas ,cantidades de Tripsina 1 la cual. es-

la que interviene finalmente en la activación. Kunitz y Northrop 

observaron que durante el proceso de activación es formada pr;g 

teína inerte1 la cual no es transforna.da a proteína activa por 

al.gunos d& los acti vadores .. La formación de esta proteína ine~ 

te es minimizada trabajando a un pH más baja de 5.5 -6ºC agre-

gando al tanque de activación iones de Calcio y ajustándo el -

pR a a. La aui:Ólisis de :ta Tripsina es minimizada 

ciones diluidas de Tripsinógeno y empleando tecperaturas no c:_s 

yores de 5 ºe .. 

En el proceso de activacién hay liberación o rem~ci~n 

de péptidos de su sitio original del Tripsinógen~ (8.34} ei --

cual es demostrado tomando muestras durante este proceso y c~,;;2: 

prándolas con patrones de Tripsina y Tripsinóge:m puros cor. --

crcmatc9rafia .. Hay evidencias de la liberación dG un hexapé;?':;h 

ao con la siguiente estr~ctura Val-{csp) 4-lis el cual es f=~-
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mado por la ruptura dei enlace Lisina6 - Is~leucina de la ~e-

gión N-terminal de la modecula. 

Breve Descripción del o~oceso de activación 

Se realiza de acuerdo con el méto~o tradiciona1 en K..,:g 

ni·tz y 1T orthrop ( 22) en el cua1 usaron tripsinógeno, el. cual es 

activado con entero~minasa o tripsina obteniéndose la enzima en 

forma activa. Mac Don.=ild y Kunitz ( 28) observaron que con el m~ 

todo anterior la producci6n de enzima activa era muy escasa por 

lo tanto introdujeron iones de calcio a la mezcla de act:ivaci6n 

para mejorar 1a producci6n. El m~todo consiste en lo sig~iente: 

el tripsin6geno crudo es disuelto en cuatro volúmenes da ácido 

clorhidrico o.oo~, esta soluci6n es agregada a dos vo1fur.enes -

de cloruro de calcio previamente enfriado y 5 volfunenes de clo

ruro de calcio previamente enfriado por 24 :hrs. En el cuarto -

frío- La solución es :filtrada y el precipitado es desechado1 el 

filtxado es ajustado a PI 3 con ácido sulfúrico ::N, posterior-

mente se le agregan 242 g/L de sulfato de ar:o.mio ( 0.4 de satu-

raci6n) dejándose la lliezcla en el cuarto frío durante dos días, 

obteni6n.dose cristales de sulfato de calcio que son elininados 

por filtraci6n y el filtrado es llevado a 0.7 de saturación por 

ndici6n de 205 g/L de sulfato de a.~onio y fi1tr~ndose con uaci~

E l filtrado es deshechz..do y el precipitado dis:;;.elto c;in t:res va-
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udici6n lenta de s-¡;¡lfato de a.~::inio en solución saturada gota a 

gotav agitándola constantemente. La mezcla es filtrada y el p~ 

cipitado es lavado con sulfato de magnesio en ácido sulfúrico -

0.02.t~ para remover el exceso de sulfato de amonio. 

El precipitado es aisuelto en buffer de boratos fH 9 

en baño de hiel.o. aparéciendo inmediatamente finas agujas de 

Tripsina., esta :r:ezcla se deja reposar durante 24 hrs .. En el -

cuarto frío, después de las cuales es filtrada y los cristales 

obtenidos son lavados con su1fato de magnesio en buffer de bo~ 

tos fH 8. E 1 .licor madre y los lavados de cristalización de -

tripsina y el precipitado semiseco es disuelto en ácido sulfúri 

co 0.02N, evitándose la formación de espuma y filtrado por va-

cío y lavándose posteriormente. 

4.- PURIFICACIO~ DE TRIPSINA 

La purificaci6n de la T ripsina es con el. objeto de iin 

cra~entar la actividad específica, ésta r~ja debido a algunas -

impurezas y se eleva a un m~ximo valor por repetidas recresta!i 

zaciones.. La purificaci6n ta:nbién puede ser llevada a cabo por 

afinidad cromatc;;ráfica so"i.:::re fanil buti!. amina safarosa y be::.

zc:¡midina celulosa {16). La pureza de la tripsina es comprobad~ 

utilizando péptidos específicos para determinar su actividad. 

Otro r.:étodo dé p::u:ificaci6n es la diálisis, la cual. 

os un procedimie~to utiliz~da para purificar la tripsin¡;¡ por :;:;; 

~e~oción o interca:nbio de c~ntaminantes de b~jo peso molacula=~ 
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para esta proce5lic.:!.ento ha.si' que tomar en cue::.~a la .m.:.t uraleza -

de la membrana ae áialisis y su selectividad, lo gue significa 

su habilidad para ~ex:rn.itir el libre flujo al exterior ~e 1os -

conta."Uinantes mi8~tras que zetie~e todos los contaminantes de -

alto peso molc:cuI~.:::. Las m!i!:.::::branas de dialisis están en .12> for

ma de un film de.:.gado de sm<:::'tancias altamente poli.me.rizadas las 

cuales en prese.ncia de solvepte se hinchan para formar un tamíz 

molecular cuyos poros permiten el paso del. sol.uta de bajo peso 

molecular, reteniendo el pase de 1as proteínas; estas membranas 

son químicamente inertes y sin cargas siendo usadas ~embranas -

de animales1 coloidones y cal..oides depositados en marmita poro-

sa y polietileno. 

La diáiisis es esencialmente un proceso de difusi6n -

contralada y por lo tanto, para dializar grandes volúmenes es 

recomendable usar la diálisis contra corriente. 
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El análisis de la tripsina está basado en la determi

naci6n de los productos de reacci6n obtenidos como resultado de 

la actividad enzimática de laTripsina y el sustrado de elec~

ción~ Estas determinaciones son realizadas por ~étodos espect:r_g 

fotométricos y potenciométricos. 

Los sustratos usados para el. análisis de la tripsi.na 

son los naturales y los sint~ticost dentro de 1os de origen na

tural se encuentran las proteinas, co.~o por ejemp1o: la caseína 

y la hemoglobina, éstas proteínas son desnatura1izadas previa-

nente y en esta forma son usadas para la reacción enzimática. 

La caseína es desnaturalizada en baño hirviente por 

15 • , la soluci6n de caseína desnatura:lizada ( ];~) es puesta a -

reaccionar con la tripsina a 37°c por 20 1
, despu~s de transc~-

rrido el tiempo, la reacción es detenida con ácido tricoloroacé 

tico al 5"~ precipitándose la proteína que no fue digerida por -

la ~nzima. La suspensi6n es filtrélda y en el filtrado se encue,.E 

tra el producto de la i:eacci6n el cua1 es dete:::rJ.nado espectrc

fotométricam.ente a 280 n.'n. Los valores obtenic:;)s son interp:::::cla-

d~s en una cúrVa standard la cual es previamente xealizadac El 

resultado de la actividad triptica es e.::presada como unidades -

~aseinolíticas .. 

Otra proteína usada es l~ ~c~oglobin~, la cual es i~ 
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naturalizada con urea, ajustánccse el ~ a 7. 5 con N<:DH# panii:w

dose a baño maria a 25°C por 45Q. La hemoglobina desnaturaliza

da es puesta a reaccionar con la Tripsina por 10' a 25ºC. Al fi 

nalizar J.a I:eacción enzimá·cica,? ésta es detenida con ácido tri

cJ.o.roacético 0.,3N., La proteína :rr::Ji digerida es precipitada con -

el ácido, filtrándose y el filtrado obtenido se encuentra el -

producto de la reacción enzimática el cual es determinado a ---

280 n.'ll. También el producto de l.a reacci6n es determinado colo

rimétricamente usando el reactivo fenolico de f olin-cicoulateu 

el cual proporciona una reacci6n de color azúl y por lo tanto 

ésta es determinada col.orimétricamente. Esta determinación es 

realizada como sigue: a 5 ml. del filtrado obtenido de la reac

ci6n en zimática con la hemoglobina, es agregada 10 ml. de ---

NaJH al. 10J~ y al momento de efectuar la lectura es agregado el 

reactivo fenolico y en un lapso no mayor de S • leer el col.orim~ 

tro las densidades 6pticas obtenidas, corriéndose con el blanco 

respectivo. Los resultados obtenidos son comparados contra un -

standard de tirosina {con una cancentraci6n de 8 x io-4; y pos

teriormente los résultados son eJ;:presados en Unidades A.nson. 

Sustratos Sintéticos: 

En la utilizaci6n de sustratos sintéticos, s6lo hay -

un enlace péptidico suceptible de atacar y p~r lo tanto, estos 

su~tratoc son más esp~cificos. Lc3 lli~S ucados son 1os esteres Y 
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f 6rmula general de R-CO-X donde la especifidad de la enzi.~a es-

tá determinada por el grupo acil y el tipo de uni6n suceptible 

de hidrólisis (amida, ester) la cual está definida por la natu-

raleza de x. 

Los sust~atos más recomendados de usar son los este--

res de los aminoácidos básicos, los cuales son más fáciles de -
• 

cuantificar los productos de la reacci6n .. 

a) Actividad Esterasa 

La actividad esterasa de la tripsina es determinada 

por métodos potenciom~tricos y espectrofotométricos. 

Método de Potenciómetros: Estos están basados en la -

liberaci6n de protones cuantificados por el cambio de ¡::H que 

producen en la cubeta de reacci6n .. Estas determinaciones son 

llevadas a cabo en un potenciómetro, que tiene adaptado un gra-

:ficador.. usándose el método de s chwert, en un vaso provisto de 

agitador mecánico, se coloca una soluci6n buffer .EH 7.9 agreg~ 

dose benzoil-L-arginina etil ester (BAEE) colocándose en un ba-

ño maría y controi¿ndose la temperatura a 25°c. Por medio de --

una bureta se agrega hidr6xido de sodio O.I.N. obteniéndose un 

fH de S, posteriormente se agrega la solución ne enzima decre--

ciendo el ,.Eii de la soluci6n y cuando llega a 7.9 se pone en m~ 

cha el cronómetro, como el fi'i de la solución sigue decreciendo 

se agrega hidróxido de sodioO.I.N. para ajus~~rlo const~nte=.;_B. 
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te el ~ a 1.9. Después de 5 ó 6 ~eterminacio.:::-es se grafican --

1.os mililitros de hidr6::::.ido de sodio gastados contra el tie::::po, 

obteniéndose una línea recta en la e>~al la pendiente representa 

1a actividad de la enzirr:a. 

Otros sustratos usados en las deterr..inaciones poten--. 
cio:métricas son: p-tolnensulf onil-L-arginina metil esteretii ~ 

ter (TSAMB) be.nsoil-argi.r..ina metil ester (BAME) y L-lisina-et:il 

ester (LEE} • 

Métodos espectrofotométricos: 

Estos métodos están basados en las diferencias de ah-

sorci6n de la enzima, sustrato y los productos de la hidr6lisis 

enzimática, en la longitud de onda seleccionada. 

Dentro de estos métodos tene:r:os los que se usan en el 

rango ultravioleta y el rango visible. 

Los sustratos más ampliamente usados para estos métc-

des son: benzoil-L-arginina etil ester {EAEE) y p-toluensulfo--

nil-L-argina u;:etil ester {T..;~!48), 6iste último presenta una gra¡:: 

selectividad para la tripsina (la Quir:otripsina no nidrolisa ~L 

(TA.'-$). 

Breve gescrio~ión del método de análisis. 

Para el análisis se emplou solución buffer fil 8.1 el 

cual contiene CuCl2 O.OlM, p-toluens~l=c~il-L-~r~~~ina metil -

• ..,,..,~,....,, •t:. -·· ~ - ~.,,,. -~~3 ..... onte!: ( i:.c~.a."~; ar: '.__'Jü.2 conce:lt.:.."':i~i~.n :,~ in:i~ :~e .~. yLj- :: ~:. r:"J. º sci:::-
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ci6n de Tripsina la cual contiene una concentración arriba de -

0.45 uq/ml. 

Procedimiento: 3ml. de sustrato son colocados dentro 

de la celdilla del. espectrofot6metro, dejar 3 • para alcanzar la 

temperatura de reacci6n ( 30ºC) balancear l.as absorbancías de 

las dos celdillas a 247 nm. afiadir O.l ml. de agua a la celdi-

lla de referencia mezclándola bien. A tiempo cero agregar O. l -

ml. de l.a soluci6n de enzima a. la celdilla de la muestra mez--

clándo1a bien. T amar lecturas de las diferencias de absorbancia 

por un 1apso de s• .. Obteniéndose el resultado en unidades TAME, 

la cua1 es definida como la cantidad de tripsina que cata1iza -

la hidr6lis is de un micromole de TAME por minuto; así un mg. de 

tripsina es igual a 247 unidadesTAME. 

Los N itrofenil esteres son otros de los sustratos us~ 

dos en el análisis de la tripsina por métodos espectrof otornétri 

ces de los más utilizados tenemos el p-nitrofenilN-benzi1oxi-

carboni1-L-lisinato clorhidrato, pnitrofenil -p'-amidionobenz~ 

to clorhidrato, eL resultado de la reaci6n enzimática es cuan

tificado a 410 nm .. El método seguido es: Buffer de Veronal de -

sodio ¡:3 S.3, p-ni.trofenil-p' guanidinobenzoato {p-Nl?GB) disuel 

to en dir:letil forr-...a::;ida a una concentraci6n final de o .. OlM S olu 

ción tripsina en ~~.a concentraci6n final de 0.1 0.7 x 10-s M, -

e$pactr~.f ot6metro con un adaptador para controlar la te:inperatu

ra ., el ~rocedimie::to as muy sencil.lo y es como sigue: la solu--
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ci6n buffer con la enzima es colocada en las celdil.las de reac

ción, ajustando la temperatura de reacción y a tie:::po cero es -

agregado el sustrato; en la celdilla de referencia es colocada 

ia solución buffer. Los ca~bios en la absorbancia son registra

dos por un lapso de 5 • ( 4.!l .. 

USOS TERAPEDI'ICOS DE LA TP.IPSINA 

Las preparaciones de tripsina son preferentemente u~ 

das en forma tópica, la cavidad pleural"" enfermedades del pul.-

món en las que es usada en forma de aer~sol y en ciertos proce

sos inflamatorios en donde 1a enzi.llla es in1rectada intravenosa-

mente o intramuscularmente. 

La apl.icación t6pica de la tripsina incl.~~e su uso en 

urología, otorrinolaringol.ogía y odontol.ogía. La t.ripsina causa 

una rápida curación de las heridas por digestión d~l tejido· ~ 

:muerto a péptidos y aminoácidos privando asi a las bacterias de 

su .medio nutriente y a1 mismo tiempo de su habitat, favorecien

do la aoci6n de las sulfonamidas y antibi6ticos ad.uinistrados; 

además la tripsina destruye a la penicilina que es producida 

por algunas bacterias y as! previene el efecto de ésta sobre la 

penicilina. 

La forma de usar l.a enzi."na es en un gel.. amortiguar.:t:e, 

co:no la meti.l celulosa usa.neo una capa de 3 mm. sC'~re la herida 

y alrededor del área es c~ierto con unguento de zinc para .=;;r.;g 

venir la irritación del. tejido sano ya que la en~L.~a causa irri 



tacióri después de 24 hrs.. el m.;::terial .ñecr-c-sado es ~~::¡cado con 

soluci6n salina~ repitiéndose varias veces el proced;~iento. 

Algunos investigadores usan la gaza humedecida en la 

soluci6n amort.iguante de tripsin.a mientras que otros .la prefie

ren usar en forma de polvosº 

Leonnecken us6 la tripsina en 15W casos de necr6sis -

de varias etiologías tal como la úlcera de1 pulmón, ú1cera decú 

bito que no fueron curadas por el trata:w.iento usual, si.ende los 

resultados muy satisfactorios y además ei tiempo de curaci6n -

fue mucho más corto ya que s61o requirió de tres o oc~o días, 

con el procedimiento usual se tiene una duraci6n de 21 días. 

F rank { l.) report6 una curaci6n acelerada en l.os tra~ 

mientos de necrosis que tardaban: en desap~=ecer de 40 a 60 días 

o más y con la tripsina tardaba de 7 a 21 días. 

La aplicaci6n loca1 de tripsina es úti1 en quemaduras 

de tercer grado donde es muy ~~9crtante l.i~pi.ar la he~ida inm.e-

diata."nente. 

Trendtel yLeuterer recomendare~ el uso ae tripsina -

en quemaduras de niños con e1 objeto de discinuir la absorcié:n 

de productos tóxicos provenientes de 1as proteínas y para obte

ner una rápida curaci6n cosmeto16gica. 

Hasche, Kunde y Truss ( 1) reportaron un e]::ce.lente uso 

de la tripsina en urología, usa~do solucién de la en~ir::ia cante-

nicn~o penicilina G y sulfato éle estreptc:::icina y di!üidroestz::«;;_? 
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vagk~:.¡:' permaneciendo po.r so: este p.rocedi!:l.i.ento es repetido -

dos ~e::es diariar::ente, obteniéndose buenos resultados en la cis 

titis :filirinos y cistitis .radiCDlógica .. Las co:r;Plicacianes vagi--

nal.es q;.r.e no fue.re::. cu.rudas cor.. les tratamientos de sulf onami--

das, f~e~on sana~as o mejoradQs ~fü&ndo el tratamiento ae la en-
•. 

zima. La ventaja cie usar la tr.iFs.ina. para este tipo de padsci--

miento, es el hecho rle que ésta 2icúa los deshechos ce1ulares, 

elimina 1.a pús y f"ibrina proporcionando una vagina más l.impia 

y así eJ!.. médico observa la vagina mejor con el. citoscopio. 

En el terreno de la otorrinola.ringoJ.ogía, Kukulies y 

. 
Dziuha reportaron resuJ.tados satisfactorios de la t.ripsina en -

el trata.":'liento de la sinusitis y empyema de ias cavidades .maxi-

lares, usando una so.lución de t.ripsina con penicilina G y sulfa 

to de estreptornicifila en forma de gel y aplicándo2o directamente 

en la cavi.dad, obteniéndose que, de 91 pacie.nt.,es tratados 61 sa 

naron y 24 requirieron un segundo tratamiento. En catarro cróni 

co, la t=ipsina actúa dejando la oucuosa nas41 libre del mate--

rial ad~~=ente que es el causante del dolor; en 1os casos de c_2 

tarro p:.ir\.llento KUl~ulies espolvore6 en la nariz un polvo de ---

tripsina-antibi6tico removiéndose 1a secxeció.n y permitiendo al 

f~rmaco actuar sobre la mucuosa resultando de ésto, una curació~ 
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inye~i-ó.n -de- tr.ipsi-na dentro del. conducto, observándose una cu-

.ración rápida .. 

Auslander y Roth usaron la tripsina en odontología ~ 

ra tratar abscesos cr6nicos profundos usándola en casos de ne-

crosis de la pu1pa administrando una so1uci6n concentrada de la 

misffis- en el canal de la raíz y la limpieza es lograda por la 

eli:mifiación dt: l.as célulo.s nccr6tican y deshechos celulares. La 

tripsina no tiene efecto sobre las caries. 

uso de 1.a Tripsi.na en Empyema Pleural y Hematorax 

La in.troducci6n de tripsina constituye un gran avance 

en e1 tratamiento del ernpyema tubercular y no tuhercular, disol 

vi~ndo los coágulos de fibrina y pús y contribuye a la elimina

ci6n de las bacterias ya que, destruye el medio nutritivo de -

las l.as mismas. En el procedimiento usual. es pinchado el emp~ 

ma y enjuagado con soluci6n salina e inyectando la soluci6n de 

tripsina. Después de 8 días, la materia licuada es drenada y e..n

juagada repetidas veces. El procedimiento se repite hasta que -

el ü ~quido dre!r'..ado es complétamen.te claro, es :recomendable com

binar la enzima con antibi6ticos excepto con aureomicina ó con. 

agentes tuberculostáticos. Estas combinaciones son efectivas 

puesto que primero actúa la enzima y después el antibi6tico. La 

tripsina no representa poder antigénico y por lo mismo se puede 
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La tripsina se usa en forma ae aereosol para las enf~ 

.-.:edades del pul.món¡t causando una rápida licuefacción de las se-

creciones viscosas y eliminando éstas más fácilmenteQ 

F a.rber y colaboradores administra.ron a pacientes con -

ttiberculosis 100,000 a 150,000 unidades de t:ripslna por día ob=~ 

servasdo diferentes cambios citoJ.ógi.cos en el esputo en 12 de 16 

casos. 



Enfermedad 

Tuberculosis 

Bronquitis 

TRATAMIENTO DE TRIPSINA EN AEROSOL DE ENFERMEDADES DEL .PULM.ON 

No •. de 
casos 

45 

23 

n.6sis promedio de Promedio trata- Resultado Favorable 
tripsina (U/dias miento en días Tratamiento No .. % 

1.4 •. 30 

2so.ooo 4.10 

Decrecimiento 42 93 
en cantidad. y 
viscosidad del 
esputo menos 
tos,. menos bc;s 
terias, incre-
mento en capa-
cidad vital. 
Pacientes mejp 
ran. 

Decrecimiento 
en cantidad y 
viscocidad del 
esputo, t~ans
formaci6n de -
purulento a m.,g 
cosa, incremento 
capacidad vital 

23 100 



TRATAMIENTO DE TRIPSINA EN AEROSOL DE ENFERMEDADES DEL PULMON 

Enfermedad 

Neumonía sin 
soluci6n. 

Abcesos del 
pulmón 

No. de 
casos 

6 

3 

Asma bronquial 31 

D 6sis promedio de 
tripsina (U/día) 

250,000 

375,000 

125,000 

P remedio trata
miento en días 

5.9 

12.21 

.7 

Resultado Favorable 
Tratamiento Noº % 

Resolución da:;i 
la neunionia, 
incren:ento en 
el esputo y -
disminución de 
la temperatura 
a J.a normal .. 

6 ].00 

San6 la cavidad 3 ioo 

Inc~emento en 27 
la capacidad vi 
tal, disminución 
de la viscosidad 
del esputo. 

87 



Enfermedad 

Fibrosis 
cística del 
pancreas 

TRATA.J..!IENTO DE ~ru:PSINA EN AEREOSOL DE ENFERMEDADES DEL PULMON 

No .. de 
casos. 

D6s:is promedio de 
tri;;;sina (U/día) 

J.25,000 

250,,000 

P remedio trata- Resultado 
miento en días tratamiento 

Favorable 
No. % 

2.7 Disminución en 1a 
cantidad y visco
sidad del esputo, 
transf oxmaci6n nel 
esputo purulento a 
mucosa. 
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t,.;s:::> :rntram'-'sc:.rJ..ar e intr2xenoso de T ripsina: Inner.:eie1 

~- sus colab~Z!dores c:Csel:'varon en 1952 que la tripsina inyectada 

i..ntravenosar::e.nte en ani:::.ales, causaba fibrinolisis y sobre, esta 

~zservaci6n :la usaron en ei tratamiento de tro:tibof lebitis ad.~i--

~istrándola ~3renteral!:.ente, observando que la enzima tenía ~~ -

:::arcado efecto antiflogístico, aP.atiéndose la in=lamaci6n en los 

primeros 2 a 3 días, sin a"nbargo l.a fibrin6lisis no comienza si

no hasta varios días despu€s. Investigaciones ad.i.cionales rei;;e--

1an que la tripsina tier~ un efecto favorable no solamente e:n 1a 

tromboflebitis sino tan::bién en otros tipos de inf 1amaci6n no i::;.

portando si sen de origen bacteriano viral, quíraico o alérgic~. 

El r::ecanismo de acci6n atifl.ogístico no es bien cor..-::-~i 

do existiendo varias teorías no muy satisfactorias# una de ei:E.as 

menciona que 2a enzima rc~pe la pared que el organismo ha co~;-

tr~ido alrededor del foco ee la inflamaci6n formando una red ée 

firxrina que la tripsina degrada y así los agentes terapéuticcz -

tienen acceso al foco de L~f ecci6n. 

Inne=field y sus col. inyectan tripsina intravenos ~=n 

dó.sis de 10 a 15 mg. y a la cual se le ha agregado un antihis.~:::.

nínico usándolo en los casos de troroic~flebitis crónica o agué~ 

obteniéndose resultados fa~orables en e1 9ffij de los casos. 
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y lG al2 pacientes mejoran con este tratamiento ya que el campo 

de visión se amp~ia y el ede=a y la exudación disminuyen. 

En México se realizaron estudios de las infecciones 

pélvico genitales1 usando un tratamiento en base a la asocia--

ción T <:ipsina-Antibi6tico ( 13} permitiendo actuar satisfactoria 

mente. sobx;e los mi.croorgan!ismos y la inf1axación. Este estudio 

fue efectuado con paciente con infecciones pélvico-genitales ad 

ministrando cada 6 horas cápsulas que contienen lo siguiente: 

e lorhidrado de T etraciclina .......•..•...... 
AC. Cítrico ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

T ripsina ................... -. .....•..••.••...••••• 

,Q uimotripsina .. ...................... , ••.••.•••• 

R ibonucleada • ........................... , .......... . 

125 n:g • 

60 m;. 

20.2 mg. 

6.45 ~g. 

o. 5 r:g. 

La asociaci6n de las tres enzimas contribuyen a ref~ 

zar la acci6n antiflogística y favoreciendo J.a fagocitosis, la 

inclusi6n del ácido Citrico según Welch y co1. es para :favore-

cer la absorci6n intestinal del antibi6tico hasta en un 10~~, -

permitiendo altas concentraciones sanguíneas del mismo, con lo 

cual disminuye la posibilidad de creaci6n de resistencia del ;;:;. 

tibi6tico por parte del microorganismo causante. 

La alta incidencia de éxitos obtenidos permite con--

cluir que es efectiva la sinergia dG los fá~~cos usados, recc

mendamos por lo tanto en los tratacicntos de l.:ls infeccio:ies i:ú:. 
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necol.6gicas. 

La tripsina se usa con é...~ito en los procesos Brocone_g. 

m6nicos del infante { 36) º E 1 estudio fue realizado usando la mi 

tad de 1os pacientes con el trataniento conteniendo la Tripsina 

y la otra mitad fue u.saüa como e ontrol. A los del primer grupo 

se les 8d~inistr6Tripsina en p~esentación pediátrica c/12 hrs. 

En ambos casos J.os pacientes fueron. tratados con el. tratamiento 

habitual. para bronconeumonía, consistente en l.a aplicaci6n de 

penicilina Sodica, ambiente húmedo, control de la temperatura -

medios físicos. Observándose una diferencia con los grupos sie_g 

do la evoluci6n de 1a enfermedad más corta y mejor en e1·grupo 

tratado con la tripsina siendo su acci6n más o menos coma sigue: 

cuando el agente causal de 1a bronconeumonía {microorganismos, 

agentes tóxicos) llega al alveolo, produce una inflamaci6n con 

el consecuente exudado, invalidéz del. área inflamada y conges-

ti6n sanguinea, la tripsina inhibe la formaci6n de fibrina per

mitiendo la salida del exudado líquido y celular al interior 

del vaso. 

La duraci6n de la enfermedad se acorta en un 3{.f~ de -

los casos en el grupo tratado con la tripsina, concluyéndose -

que la tripsina es útil como coadyuvante en el tratamiento de -

1os procesos bronconeum6nicos. 
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L:IOFILIZACI.0~1 DE TRIPsmz; y QUIMOTRIPSINA 

La liofilización e.s un proceso media..,.te el cual 1as 

enzimas son estables por un tiempo ::-as prolongado, puesto que 

la humedad es un factor que afecta a 1a estabiiidad de las enzi 

mas. 

Las muestras a ser liof il:.izadas deben ser acuosas, ya 

que la precencia de soiventes 6rganicos es a1tattente indeseable, 

bajando el punto de congelaci6n de1 agua e incrementando la tEll!l 

peratura de fusi6n de la muestra durante la 1icfilizaci5n~ como 

consecuencia de ésto último hay formaci6n de abundante espuma1 

ocasionando una desnaturalizaci6n de las proteína$. Cuándo se -

desean liofilizar soluciones de enzL~as con buffer, se deben 'f:.9 

mar precauciones como son; el tipo de buffer asi como el ,r;:a de1 

mismo. 

una gran variedad de .recipientes son adecuados para -

.realizar la liofilización. Estos deben resistir la presi6n y -

esta.r hechos de material.es que peroitan la razonable transfer~ 

cia de calor de afuera hacia adentro. El tamaño de los envases 

deba ser adecuado para que la so1uci6n a liofii'fi:zar ocupe un vo 

lúmen no mayor del 205~ útil. 

Para las solu~iones diluidas, hay precauciones que ~ 

~en ser tc~adas en cue~ta, puesto gue estas dej~n un residu6 li 

;;ero y p:.rte de énte es ,;;¡rrastr;:ido nl co.ndons.:¡é'.oir, ocasionan:lo 

.. 
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pe~oidas.· Esto es evitado con protecciones en las charolas ta--

les como~ tamiz de alambre, lana de vidrio. Estas 'barreras at~ 

pa el materi.a1 arrastrado. 

E1 proceso de liofilización, es realizado a materia1 

a granel y a producto terral.nado. EJ. ;¡;¡aterial a ser procesado es 
. 

colocado en 1os recipientes respectivos, siendo congelado a-5~ºC, 

permaneciendo entre 8 - 12 horas. Finalizado el tiempo, comi.en-

za el secado, él cual es iniciado en dos fases, 1a pr.imera e~ -

.la cual se pone una temperatura de 20ºC. llamado calor bajo¡ és 

ta es la fase critica de la liof ilizaci5n. La segunda fase es -

.la étapa propiamente de secado, conociendosele cor.;o fase de ca-

1.or a1to, la temperatura es de 40°c. El. producto está listo 

cuando alcanza una temperatura constante durante ocho horas. 
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En la :r ndustria F armaceútica existen diferentes fo~s 

fa=:::iaceúticas contenienC,~ 1.n Quimotripsina y Tripsina las cual.es 

so.n clasificadas para uso ,oral y J.as destinadas para uso inye¡zl'-~ 

Dentro de las de Uso Ora1, se encuentran 1as cápsuJl..as, 

tab2etas y·grageas de capa entérica. Las cápsulas son las más --

:frecuentemente usadas, esta forma la enzima se encuentra en foz-

ma de gránulos o nucle9s, los cuales son previamente mezclados -

ce~ otras enz~as y granulados para posteriormente mezclarse ce..~ 

los otros componentes de' la f6rm.ula que están en forma de pol~cs, 

éstos generaL~ente son a1gunos antibi6ticos como la ampicilir.a -

o c1orhidrato de tetraciclina o clorafenicol ó algún espectorar::-

te o antihistamínico. Las tabletas se encuentran en pequeña ca;:.-

tidad en el mercado ya que es más dificil la obtenci6n de esta -

forma puesto que se aplica una comprensi6n, la cual es una fue=-

za fisica que altera la enzima. 

Las grageas, es una forma fa.rmaceútica poco común pe;-

la f ormaci6n de la tab1eta. 

La forma destinada de uso inyectable se encuentra la -

presentaci6n en liofilizado .. En solución no es p:::l-'sible puest::: ~-

~ue no es estable. El :Liofilizado es muy fácil C:e preparar,, :::::::o 

se requiere c]e una solución acuosn de la Quir.:otz:ir_:sina o t::i:;.:: :..-



dad en so1uci6ny fi2~ándolo por meñ.brana ue la poros~dád ade-

cuada para eliminar a todas las bacterias y posteriormente 11e

nar la en condiciones estériles en frasco ámpula o ampolleta co

locándola en charola de1 liof ilizador y posteriormente conge1~ 

1as para después secar1as 1 al final. de la liofilizaci6n se ob-

tiene un po1vo muy fL~o que fácilmente puede ser perdido en el 

proceso de secado, esto es px.evenido por la adici6n de manito! 

o glicina que proporciona cuerpo al. liofilizado. 

Estos liofilizados son acompañados de su solvente 1os 

cuales están formados por agua a l.a que se le puede adicionar -

un antihistamínico o al.gún expectorante, así como un anestésico 

para prevenir el dolor al ser admjnistrados. 

En aJ..gunas ocasiones la enzima se encuentra en la f~ 

ma liofilizada y el antibi6tico en polvo y ya para su adminis

traci6n se mezclan los tres componentes, es decir, el liofil.i~ 

do, el antibi6tico y el. solvente obteniéndose un Arecto más rá= 

pido. 

EFECTOS COLATERALES 

La Quimotripsina y Tripsina no presentan efectos col¿; 

terales, sol.amente pequeños malestares dependiendo de la forma 

farmaceútica administrada. 

Eje:nplo: en la administraci6n parenteral por vía in

travenosa produce una sensaci6n de caliente que puede llegar -

hasta un shcck1 por lo tanto esta debe administrarse bajo vigi-
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Lancia ffi~dica, la administraci6n por via intramuscular proporcio 

na una sensaci6n de ardor en e1 sitio de la inyecci6n la cual es 

prevenida por 1a a&ninistraci6n de un anestésico. 

La admi~.;;straci6n oral. provoca en algunos casos intole 

rancia gástrica~ vémito y diarrea. 

CONTRA:n-."'DICACIONES: 

La admin:istraci6n de Quimotripsina y Tripsina está cqg 

traindicada en: Pancreatitis aguda, enfermedades hemorragíparas, 

degeneración ama~il.J.a del hígado, albuminuria, hematura e hiper

sensibilidad a 1.os componentes de la f 6rmula. 

cuando la enzima es administrada en combinación con un 

antibi6tico está contraindicada cuando se presenta alérgia al cg].. 

tibi6tico,. 



CO~IBNTAP.IOS Y CONCLUSIONES 

A ~ravés del presente trabajo, se determinar6n algunos 

puntos de interés para la u"btención de la trjpsina y quimotripsi 

na, cerno son: 

l~- Es preferible trabajar con páncreas bovino~ porci

no que con los otros mencionados en el presente trabajo. 

2.- El tienpo y temperatura de descongelamiento de las 

visceras deben ser controladas, 1as cuales dependerán de los re

sultados prácticos obtenidos durante las investigaciones. 

3.- En el proceso de extracci6n, deben controlarse ri

gurosamente las temperaturas y :fi!, para la obtenci6n de mejores 

.resultados. 

4.- Durante 1a purificaci6n con sulfato de amonio, es 

preferible trabajar con la sal en forma s6lida1 evitando los 

grandes volúmenes. Es importante controlar el. J;il durante la adi

ci6n de la sal, puesto que el !f1 se eleva 1 ocasionando desnaturj; 

lizaci6n de las proteinas. 

5.- Durante 1.a activación de los dos zim6genos 1 es in:.

portante efectuar determinaciones de la actividad enzimatica co~ 

los sustratos especificas. 

6.- Durante los procesos de purificaci6n, es reccmen% 

ble efectuar electroforesis~ 
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tibilidad para la obtención de :J\.a.tripsina y guimotripsina en

ferma purificada, a partir de páncreas fresco o congelado 
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