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APLICACION DE LAS ENZIMAS
PANCREATICAS A LA PELETERIA,

CAPITULO PRIMERO.
- Estudio historico y definiciones de enzima.

El concepto de enzima esta intimamente li-
gado con el de fermentacion. Varios tipos de fer-
mentaciones son conocidas al hombre desde
tiempo inmemcrial asi, la alcohdlica, cuyo em-
pleo en la farricacion de vinos, alcoholes, pul-
ques, etc., partiendo de trigo, maiz, uva, arroz,
maguey, otc., es antiquisimo; también desde ha-
ce mucho tiempo son conocidas las fermentacio-
nes acética y lactica.

Se consideraba en términos generales, como
fermentacion, todo proceso (muy variable) en
que hubiera desprendimiento de gases. Precisa-
mente su nomvre lo adquirié de esta propiedad
(del latin —fermentare— hervir) siendo Pas-
teur el que lo aplicé para designar las reacciones
microbioldgicas, en las que por descomposicion
del substrato los gases resultantes semejan a la
ebuilicién.

Gay Lussac empleé el término fermenta-
cién, aplicindolo al desdoblamiento de los azu-
cares en alcoholes y bidxido de carbono. Ante-
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riormente Kirchoff. en 1814, descubri6 la accion
catalitica de los componentes amilaceos de la ha-
rina de trigo en la fermentacion del almidén, pa-
ra producir azicar y dextrina. Licbig y Whoe-
ler, en 1837, notaron la escision de la amigdali-
na, por la accion de la emulsina extraida de las
almendras amargas En esta misma epoca Cor-
visart, describe la tripsina, y Schwann la pepsi-
na que producen la hidrélisis de las proteinas
por un proceso no fermentativo, esto es, sin des-
prendimiento .le gases. Asi por primera vez, el
concepto de erzima sc extiende a substancias
—pepsina y tripsina— que no producen fermen-
tacion.

Licbig ideé una teoria de la descomposicion,
considerando que el proceso de fermentacion es
ana alteracion de' equilibrio molecular del subs-
irato, seguida de una desintegracién quimica del
mismo fermento. Esta definicion se considerd
Ja mejor durante una época, hasta que Pasteur
notd que la actividad de ciertos organismos sim-
ples, descubiertos por él, estaban intimamente
ligados con la fermentacion. Pensé que los pro-
cesos fermentativos solo podian llevarse a cabo
en presencia de células vivas, comprobando su
teoria, demostrando que la fermentacién alcoho-
lica solo se efectuaba en presencia de levaduras
vivas. Posteriormente, se¢ encontro que la pre-
sencia de las células vivas no es indispensable en
la fermentacidn, y que ciertas substancias de ca-
ricter compleic y provenientes de! metabolismo
de estos microorganismos pueden llevar a cabo
la fermentacion, sin la intervencion de alguna
forma vital. kstos productos preformados por
celglas vivas pueden actuar como fermentns, y
se les denomino enzimas o enzimos (dui griego

—Zyme— levadura), por haberse notado su pre-
sencia primero en estos hongos.
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La definicion de fermentacion mas clara y
amplia es aqurlla que nos indica que se trata de
un proceso Fisico-Quimico-Biolégico, en el trans-
“urso del cual se efectiian cambios quimicos en
un substrato (proteinas, carbohidratos, esteres,
etc.,) por la accion de las enzimas, que se consi-
deran como catalizadores bioquimicos produci-
dos por determinados microorganismos. En la
actualidad se han identificado los conceptos de
fermento y enzima, habiendo el progresn de la
quimica revelado en gran nimero de ellos en la
naturaleza.

Para una comprensién mas clara de las en-
zimas, se les puede considerar como catalizado-
res definidos de naturaleza organica, con un po-
der especifico de reaccion, y originados en célu-
las vivas, independicntemente de la presencia de
¢stas en la operacién.

Los catalizadores de naturaleza organica,
productos del metabolismo microbiano, desarro-
llan una gran actividad. Como ejemplo, podemos
considerar la lactosa, la cual puede ser hidroli-
zada lentamente por el HCI 2.0 N ; al provocar la
misma hidroélizis por la enzima lactasa, se nota
que ésta se lleva a cabo con una velocidad 200
veees mayor.

Aunque muchas de las recciones cataliza-
das por microorganismos, o productos de
ellos, se consideren indeseables, V gr., ciertas
lermentaciones en vinaterias, y algunas putie-
tacciones. hay otras que revisten una gran im-
portancia industrial, siendo una de ellas e obje-
Lo del presente estudio.

En su gran mavyoria, estos fermentos produ-
cen una acciéon degradante sobre el substrato
Hay otros muchos que poseen una extraordina-
ria capacidad de sintesis; asi, la accion de un de-
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{erminado tipo de Jjevaduras sobre productos ce-
lulésicos baratos, produce grasas.

Debido posiblemente & que las funciones
metabolicas de una célula son variadas (creci-
miento, digestion, reproduccibn, etc.), ¢ésta eS8
capaz de producir una gran variedad de enzimas.

Para nombrar jas enzimas, 8C adiciona el
sufijo ASA a la raiz del pnombre del substrato so-
bre el que actua.

Las enzimas 8¢ dividen en dos grupos. gegun
su accién sobre ¢l substrato; los que ejercen una
accion hidrolitica (en su mayoria), se denominan
hidrolasas, ¥ aquellas que intervienen en reac-

ciones de 6xido reduccion, desmolasas. Las enzi-

.

mas con respecto a8 su posxcién en la célula, pue-

den dividirse en exoenzimas o enzimas extracelu-
lares y en endu-enzimas o enzimas intracelulares.

Las enzimas extracelulares s¢ forman en el
interior de la célula y son expulsadas al exterior
posteriormente; generalmente, la célula los em-
plea en su alimentacion, ya que la hidrolisis que
producen en algunas proteinas e hidratos de
carbono hacen 2 estos asimilables 2 la célula,
porque los productos de la hidrolisis pueden ScCr
difundidos a través de la membrana celu‘ar. Es-
te tipo de enzimas —las exoenzimas—, S€ pueden
poner de manifiesto filtrando un cultivo de mi-
croorganismos que los produzcan, 23 través de
una bujia o filtro adecuado que retenga todas las
células y haciendo actuar el filtrado sobre un
substrato adecualo €n el que debe producirse la
aceion enzimalica.

Las endoenzimas permanecen en el interior
de la célula y son usadas por ella para Su ali-
mentacion y rcspiracion. Estas actilan sobre los
productos Jifundidos a través de las membra-
nas; se puede demostrar Su presencia por medio
ae la siguiente prueba, que efectud Buchner, por
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primera vez; se toma un cultivo de Saccharomy-
ces cerevisae, ol cual se lava perfectamente bien,
se seca v tritura con arena de cuarzo esterili-
zada, haciendo después una extraccion con alco-
hol y acetona con lo que se obtiene un jugo de
levadura capa» de fermentar una solucién azu-
carada como si tratara de levaduras vivas: en
cambio efectuando solo una filtracion, sin tri-
turacion no hay ningiin cambio en el substrato,
lo cual indica que la enzima capaz de cfectuarlo
se encuentra localizada en el interior de la cé-
lula.

La mayor parte del conocimiento que se tie-
re de las enzimas ha sido logrado en las enzimas
extra-cclulares, las cuales son muy faciles de
obtener.

Constitucion de las enzimas.

Las enzimas son compuestos de naturaleza
proteica muy compleja, cuya estructura exacta
todavia no se ha logrado determinar. ln 1922,
Fodor sostenia que las enzimas no sélo se deben
considerar como compuecstos quimicos de una
estructura peculiar, sino como constituyentes
Girectos del protaplasma, teniendo ademas un
grado especial de dispersién coloidal.

Esta ultirma es una condicién esencial; la
enzima debe encontrarse en estado coloidal y al
perderse éste por cualquier causa (floculacién,
etc.) se pierden las propiedades enzimaticas.

El efecto de las enzimas no es alterado por
algunas acciones fisicas; asi, es posible adsorber-
las sobre suhstancias organicas e inorganicas,
siempre que éstas sean inertes y no afecten la
uwctividad normal de la enzima; esta nropiedad
se aprovecha principalmente para adsorberlas
en materiales inertes que se pueden considerar
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como “portadores” de la enzima, que permiten
una aplicacion industrial mas coémoda. En el
caso de las enzimas pancredticas (tripsina, ami-
lasa, lipasa) empleadas en el rendido de las pie-
les, se acostumbra emplear el serrin de madera
finamente dividido, como materia de carga o re-
lleno. Las enzimas tienen una capacidad de reac-
ci6n especifica siempre que actien en un grado
determinado de dispersion coloidal. Estas reac-
ciones son mas bien caracteristicas de un grupo
definido de substancias quimicas, que de consti-
tuyentes especificos del protoplasma.

De lo anterior se deduce que la actividad en-
zimética depende tanto de la constitucién quimi-
ca (capacidad de reaccionar especificamente con
un grupo de substancias) como de la forma fisi-
ca en que se encuentran (diversos grados de dis-
persi6n coloidal.

Asf R. Willstatter considera que las €nzimas
estan formadus de un portador coloidaly de un
grupo de naturaleza quimica activa y especifica,
el cual les permite ligarse al substrato.

Factores que influyen en la actividad enzimatica.

~_Hayun cierto nimero de factores que tienen
u?fluencia en !a actividad enzimatica, cuyo cono-
cimiento es conveniente, a fin de lograr un ma-
yor rendimiento en las reacciones en que inter-
vienen las enzimas como catalizadores. Los mas
importantes son: el efecto de la temperatura, la
concentracién de iones hidrégeno o pH, la con-
centracién de !a enzima y del substrato en el sis-
tema, la accién de ciertas substancias que actuan
como activadores o inhibidores en la reaecién.

De menor importancia es la accion de la luz ultra-
violeta.
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Efccto de a Temperatura.

_ Las enzimas al igual que las células vivas
tienen temperaturas caracteristicas de accion
maxima, minima y optima

En términos generales se pucde decir que @
un aumento de temperatura corresponde un au-
mento en la actividad enzimatica hasta llegar a
un punto en que esa actividad es la maxima, co-
rrespondiendo csta temperatura a la 6ptima que
s caracteristica de cada enzima. Si se sigue ele-
vando ¢sta va decreciendo la velocidad de reac-
cion, hasta llegar a un limite pasado el cual la en-
-ima Se inactiva, ya no actiia. Una baja excesiva
de la temperatura también ocasiona la inhibicion
de la enzima, aunque €S mas soportable que la
elet 1cion de la misma :

Dentro de ciertos limites, la velocidad de una
reaccion se dunlica o triplica al incrementar en
10 grados C. cu temperatura.— La relacion que
existe entre la velocidad de una reacciéon enzima-
tica efectuada a dos temperaturas quc difieren
entre si en 10 arados C., se llama “Coeficiente
térmico’’.

Generalmente, s¢€ pude considerar que 2
{emperaturas superiores a 50 grados centigrados
las enzimas en solucion son inactivadas rapida-
mente v que esta inactivasion es mayor al au-
mentar la temperatura siendo completa al llegar
a los 80 grados C.— Sin embargo hay un deter-
minado grupo de enzimas que resisten temper-
turas mas elevadas, como por ejemplo la papai-
na, bromelina, la renina, etc.— En algunos casos
la inactivacion debida a la temperatura es rever
sible como sucede con la. tripsina, pero esto esta
influenciado pcr varios factores como Son las
concentraciones de la enzima y del substrato, asi
como por 1a duracion del experimento.
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También esta influenciado por el tipo de ca-
lor al que estin sometidas: el calor himedo las
destruye ripidamente, en cambio, preparaciones
de enzimas perfectamente secas pucden resistir
emperaturas de 100 a 120 grados centigrados.

Relacion entre In velocidad de reaccion y Ia
temperatura:

En 1889, Arrhenius encontro que en lag so0-
luciones se encuentran dos tipos de mo'éculas:
activas unas, e inactivas las otras, y ¢n un equi-
librio tautémero y determind la relacion empiri-
ca entre la velocidad de reaccion y la tempera-
tura a la que ésta se efectua:

dink A

USRS SO Y e

i N

En la que la derivada del  logaritmo natural
de ia constante de velocidad de una reaccion qul-
mica con respecto a la temperatura es inversa-
mente proporcional al cuadrado de la tempera-
tura absoluta

La misma relacion se ha deducido tedrica-
mente, en los tiltimos afos de la  cinética de las
reacciones.— La temperatura produce cambios
fisicos en la materia como serian las diferentes
velocidades de difusién, de densidades, de visco-

cidades, etc.— Asi se ha llegado a la siguiente
ecuacion:

e nk B
aT TR

En la que: K es la constante de velocidad de
la reaccién que se aplica en la ley de accién de
masas para determinar el equilibrio; T la tem-
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peratura a})&oluta; R la constante de los gases; y
E la energia dc activacién de las moléculas,
Integrando la ecuacion anterior queda:

lo k== sai 1t (""‘%’"‘ 1-C)

I.a energia de activacion puede ser obtenida
mediante dato: experimentales.— La constante
de integraciéon se puede considerar como una

temperatura C- - ';l!,'" la cual se necesita deter-
minar.

El mismo Arrhenius encontré que la relacion
empirica anterior puede ser empleada en ciertas
reacciones catalizadas por enzimas.— La forma
de la ecuacion usada en las reacciones bioldgicas
es la siguiente: ‘

- v o
low k== gy K ( T, T )

El valor de U se puede obtener de datos
experimentales considerandolo como el incremen-
to critico de la temperatura, la temperatura ca-
racteristica, o la temperatura de velocidad cons-
Lante.— Se usa U en lugar de E para indicar que
no es necesario introducir un valor fisico com-
plicado como seria la energia de activacion.

Crozier en 1924 analizo el valor de U para nu-
merosas formas de reacciones biologicas, encon-
trando resultados que varian de 8,000 a 18,000
calorias— A temperaturas habituales se puede
considerar el valor de U como de 12,000 cal. con
bastante aproximacion, y de 16,800 para tempe-
raturas mas elevadas.
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Efecto de In concentracion de jones hidrogeno
o pH.

Expcrimcx;talmonto ge ha observado que las
graficas que rolacionan la actividad de una cn-
»ima con el pt! (mantcnicnd() como constantes
todos los demias factores que afectan dicha acti-
vidad), son curvas de segundo grado (con un $0-
Jo punto de inflexion). con nn mMaximo determi-
nado. El punto donde sc¢ localiza este maximo

corresponde al pH éptimo de la reaccion.

Efecto de 1a luz ultruvioleta.

En términos generales se puede decir que la
luz ultravioleta tiene influencia sobre 1as enzi-
mas, activande o acclerando la reaceion.— Pero
por ser las enzimas substancias de naturaleza
muy compleja. dosis altas de la misma luz ultra-
violeta pueden descomponerlas  en substancias
inas simples e mactivas.—— Por consiguiente, no €3
aconsejable someter las reacciones enzimiticas
a su accion.

Influencia de la concentracion de substrato.

Las reacciones enzimaticas estan regidas por
Ja Ley de accion de masas de Guldberg y Waage,
golo que la corstante K de esta reaccion depende
de varios factores que sc modifican en el trans-
curso de la miema reaccion, impidiendo la apli-
cacién comoda de esta ley.

.Se puede considerar que dentro de ciertos
limites es conveniente aumentar la concentracion
del _suhstrato en la mezcla, limites que, ¢s nece-
cario obtener directamente por experiencias
practicas

1
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Cong entracion de Ia enzima,

Es otro de log factores que influyen en las
reacciones enzimaticas .. Las enzimas se han
considerado esencialmente como catalizadores y
Por la misma definicign de catalizador tendremos
que alteraran g velocidad de ung reaccion sin
?uc ellas adquieran una modificacién permanen-
c.—

Para que un cuerpo se considere como catali-

vador debe reunir ademas las caracterisicas sj-
guientes:

a).—Una pequcia cantidad de ellos hacen reac-
cionar grandes cantidades de otros cuerpos.

b).—Al final de la reacecion se encuentran en el
mismo estado que en la iniciacion.

¢).—La velocidad de reaccion es proporcional a la
cantidad e catalizador pero sélo dentro de
ciertos liniites.

d).—Hacen variar la velocidad de las reacciones
generalmente acelerandola (hay catalizado-
res negativos que retrasan la reaccién),

Considerando el inciso (¢), que es conse-
cuencia de la misma definicién se comprende que
es posible aumentar la velocidad de reaccion au-
mentando la concentracién de la enzima hasta
cierto limite (especifico seglin cada caso parti-
cular), que pasado el cual es inutil todo aumento
de su concentrucisn en el sistema. ’ '

Como catulizadores (a), se debia usar sdlo
una parte infinitesimal de ellas, pero debido a la
accion de otras substancias que actian como ve-
nenos transformandolos en otros cuerpos quimi-
camente diferentes, con la pérdida c_le_ Sus propie-
dades cataliticas, y de algunas modificaciones fl-
sicas que tambkién pueden sufrir, es necesario
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afiadirlos en mayor cantidad a la tedricamente
necesaria.

Teorin de Michaelis-Menton

En 1913, 1! estudiar la accion de la invertasa
sobre la sacar.sa encontraron que la  velocidad
inicial de hidrdlisis de ¢sta a diferentes  concen-
traciones es piroporcional a la concentracion  de
un compuests intermedio  sacarosa—invertasa
que se forma.

Dieron la siguiente relacion empirica:

S, A
B S Ke

En la que-

A representa la invertasa com-
binada; B la invertasa total: S la concentracion
de la sacarosa Jibre y Ks la constante de disocia-
cién del compuesto intermedio formado.

Graficando estas ecuaciones obtenemos cur-
vas tedricas bnsadas en la ley de accion de ma-
sas.— Esta experiencia es satisfactoria para
concentracioncs de sacarosa inferiores al 1.5,

Las grificas que nos dan la relacion entre
al actividad y el logaritmoe negativo de la  con-
centracion del substrato se denominan curvas de
actividad o cusvas pS.— Este concepto puede ser

aplicado con bastante exactitud para todas las
enzimas.

Posteriormente, Nelson y Larson usando
fosfatos y citratos y una serie de soluciones de
sacarosa con diferentes pH comprobaron que ha-

bfa una cierta armonia entre las curvas pS ob-

tenidas practicamente y las encontradas teérica-
mente.— Exp}wnron que las desviaciones de los
valores précticos obtenidos a altas concentracio-
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nes de sacaross sc deben principalmente a la dis-
minucion de la concentracién del agua en la solu-
ciébn.— Como romprobacion variaron las con-
centraciones relativas de la sacarosa y el agua
por adicion de diferentes cantidades de alcohol

absoluto encontrando que su explicacion era co-
rrecta.

_Ultimamente Stern demostr6 por espectros-
copia la formacién del compuesto intermedio, el
cual tiene las propiedades del compuesto enzima-
substrato supuesto por Michaelis—Menton,

Activadores ¢ inhibidores.

Las substancias que aumentan la actividad
de las enzimas al ponerias en contacto con ellas,
se laman activadores.— Estas substancias son
especificas para cada enzima.— Asi por 2jemplo
¢] HCI activa la pepsina, el NaCl, la amilasa y las
qales de amonio, la tripsina.

Los inhibidores. llamados tambiéen toxicos
o venenos son substancias también especificas
aue disminuyen la actividad enzimatica o la ha-
cen cesar por completo.— Entre estos tenemos,
las sales de los metales pesados, ciertos compues-
tos organicos (alcaloides), el acido cianhidrico,
ol monoxido de carbono y algunos agentes oxi-
dantes o reductores.- Hay también determinadas
substancias que actian como inhibidores para
un grupo de enzimas, siry}endn de activadores
para otras.- .4 concentracion en que S€ encuen-
iran estas substancias tiene también una accién
Gecisiva: por ejemplo; el HCI que en bajas con-
centraciones (menos de 1¢:) activa la pepsina,
al ser anadido en mayov car}tidad (del 1 al
2¢;) ya inhibe su accion, pudiendo llegar a, des-

iruir la enzima si se anade en cantidades que
sobrepasen esta concentraclon.
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Antisépticos.

Las enzimas estin sujetas a la accion des-
tructiva de los microorganismos.— Para preset-
varlas se emplean los antisepticos, substancias
que en concentraciones relativamente bajas evi-
tan la presencia de Organismos inferiores por in-
terferir sus funciones reproductivas.— Se cuen-
ta con UN grap numero de antisépticos, entre los
que podemos considerar: el toluol cloroformo,
fluoruro de sodio, timol, formaldehida. ete.

La eleccion de ¢ste debe ser cuidadosa, ya que
hay algunos que actian como inhibidoeres, - pue
diendo liegar a destruir la enzima que se o desea
preservar.

Para la mayoer parte de los casos el toluol es
usable, va que su geparacion es facil, mediante
filtracion de la solucion que contiene la enzima.-—
Tiene sin embargo el inconveniente de destruir
las soluciones Jiluidas de pepsina y tripsina, ¢
inhibir la accion de la esterasa libre por lo que
po siempre es posible su cmpleo.

Expresion de la actividad de lus enzimas,

Este método es independiente de la coneens
tracion de las enzimas en las soluciones, ya que el
cambio producido por la enzima ¢S solo propor-
ciqnal a la concentracion que tenga ¢sta  en la
primera parte de la resccion.— La potencia de
una enzima se¢ mide en unidades que expresan la
cantidad de cambio que sufre el substrato, el
cual se mantien: en condiciones perfectamente
aefinidas.

Para medir la pureza de una prepl acion
enzimatica se considera el nimero  de  unidades
que con su accion produzcea, tomando coms base
un gramo de enzima seca.
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Clasificacién y localizacién de las enzimas mas

importantes.
arupo Enzima Localizacion.
Fitolipasa Aceites de semillas.
Escterasa animal Libre.
L.ipasa Pancreas y Est6-
\ (mago
Esterasas ; Tonasa Aspergillus Niger.
rosfatasa Levadura
Sulfatasa Aspergilluos Oryzae
Clorofilasa Hojas verdes.

Pepsina Estomago
\Tripsina Péancreas

Evepsina Péncreas, intestino, leva-

Proéteasas { (dura.
\Papaina Arbol de papaya (Carica
(—papaya).

Ureasa Frijol de soya

Amino-Acilasas - Histozima Rifién
( Arginasa Libre.

Amilasa Pitalina, Pancreas
Sacarasa Malta, levadura
Carbohidrasas | Maltasa (1) Levadura
( Lactasa Levadura
Nucieasa Intestino.

Peroxidasa Raices, embriones

Enzimas "
de J Tirosinasa Pz_itata
Oxidacién \ Uricasa Libre.

Catalasas { Cotalasa Levadura y libre.

)



Complejo de

Enzimas de | la zimasa Levadura
fermentacion | Carboxilasa Levadura

Carboligasa  Levadura
{1) Se divideen oy B glucosidasas.

Las proteasas o enzimas proteoliticas de las
cuales trata en particular este trabajo se dividen
en proteinasas y peptidasas.— Las primeras des-
doblan las proteinas verdaderas transformando-
las a polipéptidos los cuales son hidrolizados por
las scgundas dando mezclas de aminodcidos.

Las proteasas pancredticas.

La inteligencia de la accion de las proteasas,
implica una nocién asi sca sumaria, de la estruc-
tura del substrato sobre el que actuan, la molé-
cula protéica.

Las proteinas estan constituidas por el enla-
ce de pequefias unidades, los aminoacidos, que s¢
integran en una compleja estructura.— Este
enlace se realiza, principalmente, por la unijn
del carboxilo de un aminoacido con el grupo «
aminico de otro, en la siguiente forma.: )

R R R
’ |

...... CH-NR.OC-CH-NR-OC-CH-NR-CO-CR . . .

por la ligadura peptidica, clave de boveda del
edificio protéeico.

Una proteina pues, puede considerarse como
una larga cadvna polipeptidica ocmpuesta de di-
versos aminodcidos enlazados por la ligadura
peptidica.— Ademas de la diferencia que hay de
una proteina a otra por su distinta composicion

—22



(ielaminoz'xcidos. existen diferencias resultantes
del mayor o mcnor plegamiento de la cadena po-
h.pcptidnca sobre si misma por fuerzas de valen-
cia secundarias

El anilisis con la chmara de difraccion de
rayos X p(jrmrtlé a Astbury diferenciar dos tipos
fisicoquimicos fundamentales de proteina, el
globular: ’

enq

y el fibroso:

- {0.2 A

-—werew

\VAVAVAYAYAY

NH <0 cnA NH Co CHR

en los que el distinto acomodo espacial de la ca-
dena polipéptica origina propiedades diversas.

Las enzimas proteocliticas escinden la ligadu-
ra peptidica, cen la consiguiente fragmentacion
de la molécule. proteica en polipéptidos cada vez
mnas pequenos hasta quedar reducidos a los ami-
noacidos constituyentes libres.

La sintesis de Bergmann G.. benzoil—oxi—
carbonilo, perriitio a éste preparar distintos ti-
pos ac polipéptidos, con los que pudo analizar el
mecanismo de acci6n de las diversas proteasas.

Asi distinguid tres grandes grupos de pro-
teasas: las exopeptidasas, que escinden ligaduras
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peptidicas terminales, las endopeptidasas, que
hidrolizan las ligaduras peptidicas centrales—
-——interiores— de la molécula proteica, y las di-
peptidasas que también dividen ¢l puente pepti-
dico, sélo que lo hacen inicamente sobre peque-
fias moléculas de dipéptidos.

El pancreus posec diversas proteasas, las que
interesan particularmente al presente estudio.—
I.a digestion pancreitica de las proteings se rea-
liza por la accion conjunta de tres enzimas: la
tripsina, la quimotripsina, y la carboxipeptidasa.

La tripsina no es sccretada al estado activo,
sino en estado de pre—fermento, el tripginogeno,
que es activado nor otra enzima la enteroquina-
ca. Una vez activada la tripsina activa mas trip-
sinbégeno, por io que cl papel de la entcroquinasa
es solo iniciar dicha conversion del tripsinogeno
a tripsina. Tanto el tripsinogeno como la iripsi-
na han sido onteridos por Northrop y Kunitz en
estado cristalino.

La tripsina es una endopeptidasa que requie-
re, segun Bergmann, para su accién, la presencia
de un grupo, —aminico libre de lisina en la in-
mediata vecindad del enlace peptidico que hidro-
liza:

=3 : Q.
i !
.....-—CH—HH.fCO e O =N = C O —C = e

CHy = CHy—=CH; — CHy - MK
H-0H z

Posee un pH 6ptimo de accion de 8 a 9, va-
riable segiin el substrato. Es una proteina por lo
que es destruida por la pepsina en solucion acida.
En soluciones de pH 2, es bastante estable, asi
como en estado seco.

La quimotripsina es también secretada inac-
tiva, como quimotripsinogeno que es activado
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por la tripsina.— Es una endopeptidasa de ac-
cion en todo similar a la de la tripsina.— Su dife-

renciacién de ésta se realizé hasta que se obtuvo
cn forma cristalina,

I.a carboxipeptidasa ¢s una exopeptidasa
que ha sido aislada en estado cristalino por Au-
con.— Actia sobre el enlace peptidico inmediata-
mente cercano a n carboxilo libre, necesitando,
ademas, la presencia del grupo fenodlico de la ti-
vosina, cn la vecindad del mismo cnlace peptidi-
co, para poder actuar’

......

kM s CO e MH = CH — COOH

\

CHy

OH

Tiene un pH 6ptimo de accién alrededor de
7. . .

Tanto el tripsinogeno como el qqimotrlpsx-
nogeno, se activan espontaneamente aun en au-
cencia de enteroquinasa, con el tiempo.— Una
suspension de pancreas, macerado y }}omogeni-
<~ado. muestra si se deja en reposo varias horas,
actividad trip:ica

Ademas de las proteasas descritas, que est;’m
presentes en los productos de secrecion decl pan-
creas, el jugo pancreético, las suspensiones de
pancreas macerado y los extractos secos del mis-
mo contienen otras dos: la catppsma I y la catep-
cina 11, las que yacen en las células hasta quedar
'iberadas por maceraclon.—= La primera de ac-
¢i6n gimilar a la de la pepsina, hidroliza las pro-
teinas intactas. actuando sobre los enlaces pepti-
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dicos centrales que ticnen en Su vecindad la cade-
na lateral de la fenilalanina:

R

]
e cssmmC O -y N~ C - GO +Hu —_C e
|

CHa - 0OHW

La segunda, & semejanza de la tripsina, cu-
yos requerimientos estructurales de substrato
comparte, actita sobre productos secundarios de
la hidrolisis proteica —protaminas e histonas—
pobre en fenil—alanina, sobre las cuales ya no
tiene accion la catepsina L.

I.as suspensiones de pancreas macerado, asi
como los extractos secos, poseen, pucs, un pode-
roso mecanismo enzimatico proteolitico, capaz
de degradar la molécula proteica intacta —por la
accion de la catepsina I— hasta protaminas e
histonas, las que por ulterior accion de la tripsi-
na, quimotripsina, carboxipeptidasa y captesina
11, son hidrolizadas hasta sencillos polipéptidos.
Es este mecanismo enzimitico, justamente el que
tiene tanto interés en el uso de los extractos pan-
creaticos en e “rendido” del cuero para liberar-
lo de elastina v proteinas analogas que son inde-
seables por lo rigidez y otras propiedades desa-
gradables que le comunican.

Efecto de la concentraciéon del substrato en la
hidrolisis triptica.

' Se de'termina usando como substratoes, gela-
tina, caseina y hemoglobina, los que son tratados

a 35 grados C. con tripsina cruda y cristali-
zada.—
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La digestion se determing por la cantidad de
substrato hidrolizado.

Se emplean. en cada cano, dos soluciones enzi-
miticas a diferentes concentraciones, a 2.5 en
una y 5. en la otra notandose que cuando se llc-
va efectuada la tercera parte de la reaccién, la
cantidad de subs‘rato digerido por la tripsina
truda es mas o menos la misma para las dos con-
centraciones, variando la broporcién segun avan-
“a la reaccibn — Ademas, se observa que la can-
tidad de substrato digerido no es proporcional a
su concentracion, permaneciendo independiente a
ella.— Posiblemente esto se deba a la formacién
del compueste intermedio enzima-substrato.—
Esta anomalia se observa mucho menos marcada
cuando se trata de tripsina cristalina, dependien-
do el resultado mis de la concentracién del subs-
trato en la mezcla que da la cencentracion de la
enzima. y apegandose, por consiguiente, mas a
la ley dec accién de masas.

Curvas tipices de hidrolisis pueden obser-
varse en la graficas adjuntas:
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2L

Medida de 1a accion de 1a tripsina,

Esta medida es arbitraria y sélo permite es-
tablecer compzacién entre dos muestras distin-
tas Estd basoda, segun Northrop, en la licue-
faceion que sufre la gelatina, vy, segun Willstat-
ter v Pergiel. en el incremento de acidez que su-

tre la solucion durante la hidrélisis de la gelati-
na alcoholica.

En la técnice de Willstatter - Persiel el mis-
mo aumento de acidez puede provocar la inhibi-
cion cuando menos parcial de la hidrélisis, ade-
mAas de ser necesario el empleo de una pequeiifsi-
ma parte de la enzima en comparaciéon con la
cantidad del substrato por hidrolizar.

Con esta misma teoria la unidad de tripsina
U. T. se define por la relacidon entre la cantidad
de enzima anadida.y la cantidad de substrato
hidrolizado. Esta unidad varia con el substrato
cempleado: la U. T basada en la hidrolisis de ia
caseina determina la cantidad de la enzima que
efectia dicha hidrélisis, siguiendo el aumento
de acidez del substrato y equivale a 1.05 c. c. de
IXOH 0.2N., efectuando la prueba bajo condicio-
nes definidas. Esta unidad tiene mas o menos el
mismo valor que la obtenida cuando se usa ge-
latina como substrato.

Se acostumbra efectuar estas determinacio-
nes usando caseina como substrato, por permitir
ésta una determinacion mas correcta, ya que es
completamente selectiva, atacandola sélo el com-
puesto tripsira-enteroquinasa y nunca por la
tripsina libre

—31 —



Sumario de las principales carncteristicas y
propiedades de o tripsing, quimotripsina y
quimotripsinogeno.

1.—Quimn’.ripsin()geno.

2.—Quimot ripsina.

3.—Tripsina.

El coeficiente térmico de la tripsina fu¢ en-
contrado por Rayliss, quien lo determino usando

como substrato caseina, ¥ tomando las tempera-
turas entre 20 y 30 grados centigrados.

CKe el W 53
1 2 3
Forma Prismas Romboe- Prismas
cristalina alargados dros cortes
C 50.6 50.0 50.0
H 7.0 7.06 71
e\ N 15.8 15.5 15.0
Analisis ) C] 0.17 0.16 2.85
Flemental / § 1.9 1.85 1.1
P 0.0 0.0 0.0
Cenizas 0.1 0.12 1.0
Nitrégeno aminico
dado como pr
del N total
1o.- Por formol 4.7 6.0 9.3
t.—Por el método
¢e Van Slyke 475 6.0 6

Solubilidad en agua
destilada poca
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Volumen molecular
obtenido por el coe-
ficiente de difusién

+«n ¢.c. mol 52,000 52,000 52,000

P’eso molecular ob-
tenido por medio de
la presion osmatica 36,000 41,000 36,500

pH optimo en !a di-
gestion de la caseina —— 8a9 8a9

Punto isoeléctrico
por cataforesis de
particulas de coledion 5.0 5.4 7a8

Color incoloro incolcro incoloro

Hidratacion aparente
cn gr. de agua/gr. de , ‘
proteina ' ‘ 0.54

Radio de la particula ) ‘2.6 milimicras.

Accidon de las enzimas sobre el substratc
{en especial la Tripsina).

La especificidad de accion de las enzimas
estd determinada por la capacidad de reaccion
que éstas tienen para determinados substra.tos.
Considerando 'as principales proteasas (pepsina,
quimotripsina v tripsina), encontramos que .‘1&3
dos primeras pueden distinguirse de la. tr}p§1na
por medio de una anilisis de los aminoacidos
que resulten de la hidrolisis del substrato.

Asi en los residuos del atague de un subs-
— 33 —



trato por la pepsina y la quimotripsina se encuen-
tran siempre: fenil-alanina

CHy— ('H - COD M

NN,

y la tripsina,
]

NH,

dos aminoacidos de caracter neutro.

En cambio, en los residuos de substratos hi-
drolizados por tripsina, cualesquiera que sean és-
tos, se encueniran siempre la arginina:

HH;—C—H“—((HI,‘—CH"COOH
I !
i MMy

y la lisina:

N, = (cHa g — C'H —CooH

N,

aminoacidos en los que por predominar los gru-
pos amino tienen un caracter basico. De aqui se
deduce que las proteasas atacan siempre la pro-
teina que forma el substrato en el enlace peptidi-
co que une al aminoicido tipico (aislado y reco-
nocido en cada caso por analisis) con el resto de
la molécula.

La tripsina atacara aquellos sustratos que
tengan la siguiente composicion:

R~-CO=Mu— C — N —(Cuydy —?H —~CUOH
u
NH NHy
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R-co-rmu —(cn,)q ~§H =coou

Mu,

reapcionando con los carboxilos finales en los
residuos de lisina y arginina.

El polipéptido o proteina puede permanecer
insensible a lo accién de las proteasas si un gru-
po aminico y sn grupo carboxilico aparccen li-
ores cerca del enlace peptidico.

También pueden sufrir modificaciones en su
actividad por los cambios que puedan producir-
te en el resto de la estructura que no abarca el
aminoacido tipico, como seria la variacion en los
residuos de los aminoacidos no tipicos.

La explicacion del pH optimo a que trabaja
cada enzima 2sta relacionado con el sustrato, y
¢S aquel punto en que la concentracién de los io-
nes hidrégeno presentes en la reaccion producen
la maxima ionrizarién del substrato en los puntos
o enlaces que separan el aminoacido tipico de ca-
da hidrolisis del resto de la molécula.
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CAPITULO SEGUNDO.

Generalidndes sobre la Curtiduria, y sobre
lendido en particular.

Para 1na mayor comprension de la serie de
operaciones unitarias que constituyen la curtidu-
ria, vamos a considerar primeramente la consti-
tucién quimica de la piel o cuero, que constituye
la materia prima principal en esta industria.

Se conocen una gran variedad de tipos de
pieles, ya sea que éstas pertenezcan a peces, rep-
tiles o mamiferos: sélo consideraremos estas ul-
timas, por tener las otras volimenes relativos de
consumo muy limitados. .

Su piel esta formada por un conjunto de cé-
lulas de muy diferentes caracteristicas, y sirvien-
do a estos animales como un medio de defensa o
proteccién para los 6rganos interiores mas deli-
cados, para dizminuir la accién de los cambios de
temperatura sobre los mismos, como un ambrti-
guador de golpes, etc. ‘

Histolégicamente se le considera formado
por células nerviosas, de SecrecioOn y excrecion,
glandulas. conductos, misculos y vasos sangui-
neos.

La consideracion quimica del cuero nos pro-
porciona mayor utilidad por el conocimiento de

las mismas substancias que io forman y que



afcetan su curtido.—— La mavor parte de la mate-
via sélida que lo constituye, esti formado de
prote.nas,

Llas proteinas (dcl griego: Proteios —prima-
rio—) derivan su nombre de la importancia que
tienen como constituyentes de la materia viva.—
intervienen si:mpre en su composicion C, H, N,
v O, v a veces también el S, entrando el £ésforo
solo en contacas ocasiones.— No es facil dife-
renciarlas cntre si por medio de analisis clemen-
tales, pues su composicion centesimal varia en-
tre limites muy estrechos.— Para su separacion
se aprovechan las diferentes solubilidades que
poseen en disolventes especificos, y para su cla-
rificacion o determinacién las diferentes veloci-
dades de hidrdlisis.- Son anféteras: pueden com-
binarse con dcidos o bases segin se empleen el
grupo aminico o carboxilico en la reaccién.— No
son solubles en agua y por absorcidon de ésta su-
fren una hinchazén.— Muchas de eostac se on-
cuentran en la naturaleza conjugadas con un
componente de naturaleza no proteica llamado
grupo prostético.

. Las protcinas se encnentran sujetas a  un
proceso llamado desnaturalizacién que disminu-
ve,siempre su solubilidad y que consiste en la al-
teracion de sus propiedades, siendo ésta la maxi-
ma dificultad que se tiene para su estudio.— Es-
ta desnaturalizacion se lleva a cabo por la accién
de los acidos, alcalis. calor, diversas substancias
quimicas, luz altravioleta, etc.

No tiener puntos de fusién ni de descompo-
sicior caracteristicos. v, en ocasiones, lo que se
forma al efectuar su disolucién es una suspen-
£16n coloidal.— Su hidrélisis se efectia en pasos,
produciéndose proteasas, peptonas, polipéptidos
y aminoacidos, o sea que el compuesto formado
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cn esta hidroélisis va en orden decrecicnte de com-
plejidad.

Las proteinas se pueden considerar como
la union de aminoacidos para dar polipeptidos,
que a su vez sc condensan con un aminoacido,
un polipéptido o con un grupo prostético para
dar la proteina— Entre los productos de hidroé-
.isis del cuero ha sido posible aislar 18 distintos
aminoacidos, lo cual da una idea de ia gran can-
sidud de combhinaciones posibles para dar pro-
teinas, sin embargo, hay un grupo que predomi-
na.-- Las mas importantes desde el punto de vis-
ta de la curtiduria, son las siguientes, colocadas
en orden decreciente a su importancia: Mucina,
albumina. meianina, queratina, elastina, las lla-

madas proteinas de superficie granular (sin
nombre especifico) y el colageno.

Mucinga.

Es una proteina conjugada, del grupo de
las glicoproteinas.— Contiene en su mplécula
ademas del grupo proteinico, un carbohidrato.

Es insoluble en agua ¥y algo soluble ¢n 'solu-
ciones alcalinzs, de las que Se precipita por adi-
cion de acidos — Es pastanté abundante en el
cuero de los mamiferos (sobre el 2.7% del to-
tal de las proteinas).— Se cree que la mucing
forma parte de las substancias que se encuen-
tran como cementos interfibrilares, pero su pre-
sencia en éstos, asi como 1a del colageno no ha
sido completamente explicada.

Qe encucntra asociada con sub’stancias mu-
coides, y se distingue y separa de éstas aprove-
chando sus diferentes solubiiidades ¥y propieda-
des de precipitacién.
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en (j.stu hidrolisis va ¢n orden decreciente de com-
plejidad.

Las proteinas se pueden considerar como
la union de aminoacidos para dar polipéptidos,
que a su vez 3¢ condensan con un aminoacido,
un polipéptido o con un grupo prostético para
dar la proteina.— Entre los productos de hidro-
:i8is del cuero ha sido posible aislar 18 distintos
aminoacidos, lo cual da una idea de la gran can-
tidad de comhinaciones posibles para dar pro-
teinag, sin embargo, hay un grupo que predomi-
na.-- LLas mas importantes desde ¢l punto de vis-
ta de la curtiduria, son las siguientes, colocadas
en orden decreciente a su importancia: Mucina,
albumina, melanina, queratina, elastina, las lla-
madas proteinas de superficie granular (sin
nombre especifice) y el colageno.

Mucina.

Es una proteina conjugada, del grupo de
las glicoproteinas.— Contiene en su molécula
ademas del grupo proteinico, un carbohidrato.

Es insoluble en agua y algo soluble en solu-
ciones alcalints, de las que se precipita por adi-
cién de acidos — Es bastante abundante en el
cuero de los mamiferos (sobre el 2.7%% del .to-
tal de las proteinas).— Se cree que la mucina
forma parte de las substancias que se encuen-
tran como cementos interfibrilares, pero su pre-
sencia en éstos, asi como la del colageno no ha
sido completamente explicada.

Se encuentra asociada con subgtancias mu-
coides, y se distingue y separa de éstas aprove-
chundo sus diferentes solubilidades y propieda-
des de precipitacion.
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Albiminge y Globulina,

Se encuentran en la linfa del cuero, en la
sangre, v a veees, en los musculos v nervios.—
Es neutra la slbumina y acida la globulina, di-
ficiles de salificar, y estan caracterizadas por
la ausencia dec glicina entre los productos de su
hidroélisis.— Rosenthal las extrajo del cucro de
perro. con una solucion de NaCl en tolueno a
37 C., coagulandolas con agua, alcohol y éter.—
Al pesarlas not6 que correspondian al 24¢.  de
las proteinas totales; sin embargo, al repetir la
experiencia con cuero de ternera solo ootuvo el
4.2, lo que quiere decir que las caracteristicas
del cuero dadas por su composicion  varian de
nna especie a otra de animales.

Las albuminas son solubles en agua pura o
en soluciones diluidas de acidos, bases o sales, de
Jas que son precipitadas por la adicion de acidos
minerales concentrados o por saturacion con
rales.— l.as globulinas son insolubles en agua
pura, pero se disuelven en soluciones de pH neu-
tro, de donde e pueden precipitar por dilucién
o mediante la saturaciéon con sal.— Ambas se
coagulan por la accion del calor.

Melanina,

Es una proteina de color intenso, con tonos
que varian generalmente de café rojizo a negro,
y constituye el pigmento del tejido epitelial y
del pelo.— Probablemente se deriva de la san-
gre y de la linta.— Su desarrollo se aumenta po-
niéndola en ccntacto con la luz solar, obscure-
ciéndose el tono del pigmento, funcionando fi-
siolégicamente como un protector de la luz in-
tensa.

Es insoluble en agua y acidos diluidos, pero
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:nds o menos soluble en alealis diluidos.— Se
extrae del tejido epitelial por calentamiento con
soluciones alcalinas Yy precipitaciéon con acidos.-
Ademés de los elementos fundamentales en to-
das las proteinas, contiene cantidades variables
de Fe y S en combinacion.

Queratina,

Es el principal constituyente de la epider-
mis, pelo y células epiteliales de las glandu-
las.— Dificr> de las demas proteinas en el alto
contenido de <istina que resulta al hidrolizarla ;
los aminoacidos que resultan de esta hidrolisis
no estin en proporcién constante, sino que va-
rian de uno a otro analisis, debiéndose esto pro-
bablemente a que se trata de una mezcla de = di-
ferentes queratinas mas o menos mezcladas con
otras proteinas,

El método de obtencién, consiste; en diluir
los materiales que la contienen y hervirlos con
agua, digiriendo el residuo con una solucién Aaci-
da de pepsina, seguida de la accién de una so-
lucién alcalina de tripsina, las que hidrolizan
las otras proteinas y tratando después la solu-
cioén con agua. alcohol, y finalmente con éter,
precipitindose entonces la queratina.— Es re-
sistente a la accidn de los acidos y alcalis dilui-
dos, a la pepsina y a la tripsina.— Para disol-
verla se pueden usar alcalis causticos o agua ca-
ilente a 150 grados C. bajo presion.

Elastina,

Se encuentra en las fibras elasticas amari-
llas que entrelazan las capas mas exteriores de
la dermis, y en las que envuelven los nervios y
vasos sanguineos, en los tendones del , cuerpo,
etc.— Ticne la propiedad de hacer elasticos los
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tejidos en que se encuentra; a los tendones lcs
permite aumentar hasta 150 su lo-ngltud; la
elastina de los tendones tiene las mismas pro-
piedades que la que se encuentra en el cuero,
por facilidad de extraccion se prefiere usar
aquellos en su separacion, la cual se hace me-
diante una solucion de NaCl, lavando y calen-
tando con agua, tratando luego con una solu-
cion acuosa de KOH al 1, lavando nuevamente
con agua y aiadiendo finalmente dcido acético.-
El residuo se trata en frio con una solucién al

¢; de HCl durante 24 horas, se hierve y lava
con agua, alcchol y éter; al secarla se obtiene,
poseyendo la clastina un color blanco amarillen-
to.

No es soluble en agua ni en alcalis y acidos
en frio; pero facilmente soluble en acidos mine-
rales concentrados v en caliente.

Proteinas de la superficie granular.

Este grupo de proteinas es marcadamente
resistente a losg reactivos quimicos ordinarios.—
Jsta formado por las proteinas que constituyen
las fibras delgudas que se encuentran en la su-
perficie del cuero; no se disuelven por la accién
de los alcalis si no se encuentran éstos muy
concentrados; en agua hirviendo, sufren un
cambio en su composicién, pero sin disolverse.—
Aparentemente no son afectadas por la tripsina,
aunque ésta sc encuentre en una solucién lo su-
ficientemente fuerte para disolver todas las fi-
bras de elastina que se encuentran en la dermis y
epidermis.— Son facilmente atacadas y licuadas
por las bacterias que prodycen putrefaccion: cs
necesario que estén en contacto con el agua, ya
un pH de 6 para que se realice ésta.

Estas fibrag representan sélo una pequeia
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proporcién en peso de las proteinas del cuero,
pero tienen mucha importancia ya que afectan
la forma del grano del mismo ya curtido

Colageno.

. Es la proteina mas abundante en el cuero.—
Tiene mucha importancia en el curtido ya que
constituye el volumen casi total de ias substan-
cias que forman las fibras blancas de los tejidos
conjuntivos del derma. ' -

El colageno se puede obtener para su estu-
dio del cuero fresco, removiendo y eliminando
los demis ccnstituyentes proteicos mediante
tratamientos adecuados.

Calentandolo con agua a 70° C., el colageno
pasa a gelating, incorporandose a la solucion;
no se conoce la relacién que liga las estructuras
quimicas de estas substancias.— Hofmeister su-
pone que ¢l coligeno es el anhidrido de la gelati-
na y que el paso de una estructura a otra es re-
versible, como el colageno se regenera secando
gelatina a 130" C., considera que en este calenta-
miento se elimina agua, formandose el anhidri-
do supuesto.

El colageno es hidrolizado por soluciones
concentradas de acidos y alcalis, reduciéndose el
tiempo de hidroélisis si ésta se efectiia en calien-
te.

El conocimiento de la quimica del colageno
y la gelatina tiene mucha importancia en la ma-
nufactura del. cuero curtido.

Otras substancias:

Ademas de las proteinas ya consideradas,
te encuentran un gran numero de substancias
de naturaleza no proteica, en la sangra, linfa y
secreciones glandulares del cuero. .
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. En la sangrc y en la linfa se encuentran algu-
nos tipos de azucares y varias sales, especial-
mente cloruros, sulfatos, fosfatos y cgrbonatos,
de sodio y potasio: materia grasa, incluyendo
las lecitinas, que son compuestos fosforados que
<e encuentran en combinacién con las proteinas..
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Entre las secreciones glandulares tenemos
el sudor, cuyo principal componente sélido es el
cluroro de sodio.

El sebo, producto de la secrecion de las
glandulas sebdceas, y formado por colesteroles,
aceites complejos, alcoholes de alto peso molecu-
jar y jabones.

Como se puede ver la constitucién quimica
del cuero es sumamente compleja y todavia hay
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una serie de puntos no suficientemente esclare-
cidos en su estudio,

Descripeion del proceso.

El curtido, como ya se ha dicho, esta forma-
do por una scrie de operaciones unitarias que
constituyen el proceso tendiente a transformar
los cueros crudos, de cualquier clase de anima-
lqs. en un pt.'oducto cstable y resistente a la ac-
cion microbiana, con propiedades especificas de
firmeza, flexibilidad y resistencin a la traccion,
al desgaste. etc.

Hav una serie de factores que se deben te-
ner en cuenta para llevar a cabo este proceso en
ias mejores condiciones y de cuyo resultado de-
pende la calidad del producto obtenido.

Muches de las caracteristicas del cucro se
encuentran determiradas por factores indepen-
dientes del curtido:

La piel ¢s un tejido que cambia con las cir-
cuntancias de vida que lleva el animal.— Si éste
estd sujeto a nna ¢ limentacion defectuosa, o a
accidentes mecanicos producidos por desgarra-
mientos con alambradas, espinas, etc., o sujetos a
'as picaduras de ciertos parasitos, como pinoli-
llos, garrapatas, etc, siempre sufrird deterio-
ros que influiran produciendo una baja en la ca-
lidad de la picl.— Estos factores posiblemente
tengan una golucion adecuada, dentro de ciertos
limites, pero no intervienen directamente en la
operacion, por lo que nos abstendremos de Ppro-
fundizar on ellos. o

El desuello también interviene indirecta-
mente en el proceso.— Consiste en separar el
cuero del animal del resto del cuerpo, dependien-
do su calidad nnicamente de la habilidad manual
del operario. :
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Descripeion del proceso.

El curtido, como ya se ha dicho, esta forma-
do por una serie de operaciones unitarias que
constituyen el proceso tendiente a transformar
los cueros erudos, de cualquier clase de anima-
les, en un producto estable y resistente a la ac-
cion microbiang, con propiedades especificas de
firmeza, flexibilidad y resistencia a la traceion
al desgaste. ete. ’

Hay una scric de factores que se deben te-
ner en cuenta para ilevar a cabo este proceso en
8 mejores condiciones y de cuyo resultado de-
pende Ia calidad del producto obtenido.

Muches de las caracteristicas del cuero se
encuentran determinadas por factores indepen-
dientes del curtido:

La piel es un tejido que cambia con las cir-
cuntancias de vida que lleva el animal.— Si éste
esti sujeto a una alimentacion defectuosa, o a
accidentes mecanicos producidos por desgarra-
mientos con alambradas, espinas, ctc., o sujetos a
a8 picaduras Jde ciertos parasitos, como pinoli-
llos, garrapatas, ete., siempre sufrira deterio-
ros que influiran produciendo una baja en la ca-
lidad de la piel.— Estos factores posiblemente
tengan una solucion adecuada, dentro de ciertos
limites, pero no intervicnen directamente en la
operacién, por lo que nos abstendremos de pro-
fundizar en ellos. .

El desuello también interviene indirecta-
mente en el proceso.— Consiste en separar el
cuero del animal del resto del cuerpo, dependien-
do su calidad rinicamente de la habilidad manual
del operario.
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Salado y Secado.

Después d~l desucllo principian a  actuar
las enzimas nativas, destruyendo las proteinas
del cuero, a lo que hay que anadir la putrefac-
cién por lu contaminacion  bacteriana.—  Para
poder conservar la calidad del cuero es necesa-
rio que esta putrefaccion se detenga lo  antes
posible.— Para esto sc tienen dos caminos: tra-
tarlo con cloruro de sodio, constituyendo ésto
el salado, o bien evitando la putrefaccion me-
diante un sccudo completo.—  Sin  embargo no
es posible esto ultimo cuando se trata de pieles
de animales grandes, por lo que s¢ acostumbra
usar una combinacion de los dos sistemas.

La accion de la sal sobre los cueros frescos
no se limita a evitar su descomposicion, sino
que produce una reaccién con las proteinas, (no
se conoce su naturaleza), mejorando asi la cali-
dad del cuero quec se va a curtir.— Para conse-
guir el salado se acostumbra darles un trata-
miento en cubas que contienen una solucién con-
centrada de NaCl durante 48 horas, después de
lo cual se secen por métodos ordinarios..— En
nuestro medio no se realiza correctamente este
tratamiento v el salado v secado se efectiian en
los lugares donde se matan log animales, en-
viando los cueros posteriormente a la  curtidu-
ria donde van a recibir la serie de transforma-
clones indicadas para pasar de la materia prima
al producto acabado.

Los cueros procedentes de los saladeros
contienen cantidades bastante altas de sal y
materias solubles que deben eliminarse por
medio de un lavado.— En éste, se debe vigilar
el pH. la temperatura, y la presencia de bacte-

rias, asi como la calidad del agua usada, la cual
nunca debe contener Fe,
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Remojo.

Es la primera de las operaciones unitarias.-
En los cueros secos, la facilidad que tienen para
absorber agua depende del procedimiento que se
haya seguido para su secado.— Para mayor fa-
ciiidad de absorcion a veces se afiaden pequefias
cantidades de NaNH, o é&lcalis débiles, tenien-
do cuidado del pH, para que no se eleve dema-
siado.— Cuan-o se trata de cueros secos 3¢ de-
pe llevar un control cuidadoso que demuestre
que han absorbido agua a su méaxima capacidad,
va que de otra manera las fibras que se han
pegado durante el secado no se separan lo sufi-
cient¢ para permitir un curtido uniforme.— El
tiempo de remojo es bastante largo, por lo que
¢s convenicnte evitar la formacién de bacterias

on las cubas, mediante cloro o algin otro anti-
séptico.

Depilado. \

Hay varics métodos para lograr el depila-
do, el mas antiguo y todavia mas usado es el de
la cal.— Posteriormente, se ha introducido el
uso del sulfuro de sodio y del sulfhidrato.

En el método de la cal se mantiene el cuero
en una solucién de ésta, durante 14 dias, hasta
que la accion quimica afloja el pelo y permite
desprenderlo ~on facilidad; este tiempo puede
reducirse mediante agitacion mecanica, que
ayuda a una mayor difusién de la cal en la su-
perficie de los cueros, o bien elevando la tempe-
Latura hasta unos 32 635 C— En el método
del sulfuro o del gulfhidrato el tiempo de remo-
joen la solucion donde se produce la reaccion
se reduce considerablemente, pero con el uso
del primero hay que tener cuidado con el au-
mento de alcalinidad que Se produce, con el
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consiguiente peligro de hinchazén Yy endurcci-
miento de las pieles.— El tiempo de encalado
ostd determinado por los difercntes tipos de
cuero sobre los que va a actuar.

Una vez terminada la operacion, s¢ procede
propiamentc al depilado, el cual consiste en cC-
pillar o raspar mediante una cuchilla sin filo el
cuero va encalado, con lo cual se desprende el
pelo, tejido cpitelial, glandulas Y algunas otras
substancias indeseables en las operaciones pos-
teriores.— Ger.eralmente, esta operacion se ha-
e a mano, va que las maquinas quc para cl
efecto se encucntran cn ¢l mercado no han al-
canzado un desarrollo tal que justifique su em-
pleo.

El depilado puede efectuarse tambicén mo-
diante la aceion de ciertas enzimas, pero Su em-
pleo todavia no esti muyv generalizado.—— Neu-
genbauer sugierc el siguiente proceso enzimati-
vo para lograt ¢l depilado: Se tratan las pieles
por depilar cor sulfito de sodio (aunque puede
usarse cualquier sulfito alcalino), empleando
gsimultaneamente und enzima proteolitica, (pre-
paracion comercial obtenida del Bacillus Mesen-
tericus), en combinacioén con 12 sal de algun me-
tal pesado que actia como un activador (una
parte de sulfato de cobre por 10,000 partes de so-
lucidon).— Con este método se logra un ahorro
considerable de tiempo, obteniéndoese resultados

semejantes a los conseguidos con otros métodos.

Rendido.

Anteriormente era una de las artes secvetas
de la curtiduria — Originalmente, s€ trataba 'a
piel con excremento de perro, que eliminaba
ciertos constituventes indeseables de la misma ¥y
le proporcionnba un grano mas fino.- No se cono-
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cia la intcxjpre*.acién quimica del proceso, hasta
que posteriormente se encontrd en el excremen-
to de perro una serie de microorganismos que
producian enzimas proteoliticas.— Con el uso
de enzimas prcteoliticas de otro origen se elimi-
né el olor desagradabie que presentaban todas
las tenerias que usaban el excremento para ren-
dir, teniéndose ademas la ventaja de emplcar
productos de carecteristicas méas constantes, cu-
ya acciéon y regulacion puede controlarse. '

Propiamente el rendido consiste en elimi-
nar algunos constituyentes indeseables de los
cueros, como el pelo, la epidermis y las glandu-
ias, asi como -ealizar la hidrélisis de las fibras
de elastina y parte del colageno.— La parte mas
importante es la eliminacion de la elastina, cu-
ya hidrolisis permite obtener pieles de curtido
mas fino.

Accién de ias enzimas.

En el excremento de perro se encontraron
cinco diferentes tipos de enzimas: péptica, trip-
tica, amilolitica, renina o enzima coagulante Yy
una lipasa.

Cuando la piel contiene abundantes células
grasas, la lipasa hidroliza y emulsiona las mis-
mas, evitando su presencia y las dificultades que
en el curtido ocasiona.

La tripsina fué precipitada por Wood en
1898, partiendo de una solucién acuosa de excre-
mento de perro a la que afiadié alcohol.

El uso de excrementos rendidores ha sido
suplantado por uni serie de preparaciones co-
merciales de enzimas. ) .

J.a primera de éstas, se llgmo, comercml-
mente ‘‘Erodira” — Se obtenia de cultivos de
‘Bacillus Erodiens”, los cuales se adsorbian so-
bre serrin de madera, adicionandoseles cloruro
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de amonio en pequenas cantidades.— Posterior-
mente, en 1907, Rohm usé el extracto pancreati-
co de algunos mamiferos, al que adiciono salcs
de amonio (clcruro o sulfato), resultando el
agente comercial llamado “Qropon”.

FEstas mezclas comerciales contienen varias
enzimas proteoliticas, de las cuales la mas im-
portante es la tripsina, va que seglin Seymour y
Jones el objetn basico del rendido, consiste en
la eliminacién de la elastina, lo cual se logra
mediante la hidrolisis que produce en ésta la
tripsina.

Mediante la serie de trabajos de Rosznthal s¢
ha comprobado que la cantidad de elastina en
el cuero de ternera, después de ser tratada con
tripsina baja de 10.36‘¢ a 0.31‘¢, calculado en
base seca.

La elastina debe ser eliminada de la region
externa granular de la piel antes del curtido,
para que aparczea un grano satisfactoric- — Es
innecesaria y hasta inconveniente la hidrélisis
de las capas proteinicas mas interna, por lo que
debe controlarse cuidadosamente.- L.a accién en-
zimAtica en .el cuero se puede observar mediante
cortes transver-sales en el mismo, calculando el
grado de hidrolisis producido por la enzima en
la proteina, y determinado experimentalmente el
tinal de la reaccion.

La degradacion del cuero siempre acorapa-
na la hidroélisis y remocion de la elastina, ya que
los valores del pH a que actia la tripsina son se-
mejantes a aquelles valores en que se produce
una degradacién de! cuero por lo que es impor-
tante una accion rapida de la tripsina.

Para el caso particular del rendido, la elas-
tina digerida nor un material capaz de cfectuar
t-sta digestién sélo puede ser medida por la can-
tidad de elastina de una determinada muestra
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dg cucero que s digerida o hidrolizada bajo con-
ticiones perfectamente definidas.

En este cuso tienen influencia toda esa se-
rie de factores considerados en el primer capitu-
io, como son las concentraciones, variaciones del
pH, temperaturas, etec.

En la grafica (1) se consideran los efectos
del pH sobre goluciones de ‘“Pancreatina” comer-
cial a diferentes concentraciones.

En la grafica {2) se observa la relacién que
tiene el tiempe de digestion a diferentes concen-
traciones de "Pancreatina’’, considerando en am-
bos casos la cantidad de elastina removida.
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A valores de la solucion inferiores en su pH
a 3, la elastin:, no sufre ninguna accién, pero en
vambio el coligeno es destruido debido a la hi-
drélisis acida

El pH de la solucidén en que se esta rindien-
do ¢l cuero debe encontrarse al pH optimo de la
enzima.— En cl caso de las mezclas comerciales
obtenidas de extractos pancreaticos, actilan va-
rias enzimas, por lo que se debe buscar el pH
optimo de la mezcla, que es de 8.33, mientras
que el de la tripsina pura es de 74.

Para obtemer el pH deseado durante el ren-
dido se puede anadir acido sulfurico cada dos o
tres minutos, ¢ bien usar mezclas de metafosfa-
10 y pirofosfato de sodio, que actiian como tam-
pones o anadir el sulfirico en una sola vez.

Los rendidores que contienen sales de amo-
nio reaccionar con los residuos de hidroxido de
caleio adheridos al colageno, desprendiendo
amoniaco y resultando siempre soluciones alca-
inas con un pH de 8.3 a 8.5.

Efecto de la concentracion del cloruro de amonio.

Cuando el preparado enzimatico se e¢ncuen-
tra muy diluido (0.1 gr. por litro) la accion'de
una pequefia cantidad de cloruro de amonio,
(5 gr. por litru) produce un efecto notable de in-
hibicion: en cambio, 12 misma cantidad de sal de
amonio en unu solucion 10 veces mas concentra-
da del preparado no produce ningun efecto apre-
ciable. Si s6lo se anade un gramo a la solucion
diluida hay una notable activacién de la accion
enzimatica.— El cloruro de amonio tiene a@emas
la propiedad de destruir las fibras de colagenf),
cuando se anade en cantidades superiores a 50
gr. por litro.- El efecto gie la remocion (}e la elas-
tina en el cuero va curtido, fue determinado por
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Wilson y Daub, por la comparacion de un cuero
randido con enzimas con otro tratado unicamen-
te con cloruro de amonio en una soluciéon de pIi
&, el cual origina la degradacion de las partes
grasosas del cuero. La mayor diferencia se nota
en la parte inicial del curtido vegetal, en el que
se observa que lzs fibras exteriores son curtidas
mas rapidamentc que las interiores y hay una
tendencia a l» mayor expansion de la superficie
qgue del resto del cuerpo; esta expansion es soélo
temporal, mientras los curtientes entran al inte-
rior.— Las filrras de elastina tienden a prevenir
esta expasion, produciéndose con esto un granu-
lado suave y terse al tacto y pulido a la vista. En
el grano de la parte rendida se forman tempo-
ralmente arrugas que desaparecen luego, que-
dando e} grano muy suave y con un aspecto se-
doso. Al terminarse el curtido, las diferencias
entre ambas desaparecen; en el cuero ya ternii-
nado la unica diferencia es un ligero color en la
parte rendida

Aunque a simple vista sus propiedades pa-
recen idénticas, las propiedades fisicas de ambos
son distintas. La hidrolisis de la elastina produ-
ce un efecto de suavidad en el cuero rendido,
usandose por esto para productos que requieren
como principal caracteristica la suavidad, conio
serian guantes, fundas, cinturones, etc.- En cam-
bio, para otros usos esto es indeseable pudiéndo-
se suprimir total o parcialmente el rendido, se-
gun las caracteristicas que se deseen.- Los cueros
sin rendir se usan para suelas, ciertos tipos de
bandas de transmision, etc.

Digestion del coligeno durante el rendido.

~ Las enzir:as pancreaticas usadas en el ren-
dido pueden efectuar la hidrolisis del colageno,
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pero esta hidr:")lisis no es de tomarse en cuenta s1
el pH sc mantienc entre 7.5 y 8.5, porque s¢ detie-
qc.la accion de las enzimas al terminar ia hidro-
ligis de la elastina. ‘
Si se baja demasiado el pH, o se prolonga
dpnmsmdo la operacion, pueden destruirse can-
hdndps apreciables de colageno, con las corres-
pondientes pérdidas de firmeza en el cucro.

Conservacion de los rendidores comerciales.

Para determinar ¢! grado de descomposi-
cion que pucdan sufrir estas muestras comn el
tiempo, Kubelka ¥ Nemec analizaron muestras
previamentc probadas y que habian sido guar-
dadas 1, 5, y 10 anos, respectivamente. Encontra-
ron que durante ¢! primer ano hay una pérdida en
ectividad que varia entre un 25 yun 40%., per-
maneciendo posteriormente la actividad mas o
menos constante. Estas pruebas se efcctuaron
por ¢l método de Gross Fuld (descrito en este
trabajo) ¥ mndificado por Kubelka-Wagner.

Acidulacion.

El cuero necesita es{a ultima prcparaci{m
pre'limimu' al curtimiento. El cuero en(_:alr.edo tie-
ne un pH de 125 y al finalizar el rendido de 7.9
Como en el curtirio con taninos vegetales sc. ne
cesita un pH ¢ 5 o mcnos, Y cuando se vé a cur
tir al cromo el pH no debe exceder nunca de 4, es
necesario efectuar esta acidulacion, parad colo-
carlo en el pE dcido que gl(;mandan los distintos
tipos de curtido que s¢€ utiliza.

Esta acidulacion puede efectuarse colocan-
do los cueros ¢ una solucion de cloruro de sodio
1.0 M., con cantidades variables de acido §ulfun-
co, con el fin de que todo material adqmera un

grado de acidez uniforme.
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Cuando se emplean acidos juntamente con
sales en solucién, se les llama a estas mezclas
“licores de salmuera’, y la operacion se conoce
como “Pickling” usindose ampliamente cuando
se desea preparar el cuero para el curtido con
cromo, a cuando se desea conservar los cueros
sin depilar por periodos indefinidos antes de su
curtido.

Cuando la concentraciéon del acido es mante-
nida a 0.05 N. el tiempo de la operacién ge puede
reducir a unas cuantas horas (dos o tres), pero
cuando la solucion esta mas diluida, o se trata
«e cueros pesados, el tiempo de la operacion se
prolonga a unas 12 horas. Para poder obtener
resultados satisfactorios es necesario controlar
la concentracién del licor, ya sea por medio de
un potenciémetro o por medio de titulaciones co-
lorimétricas simples.

También puede usarse para acidular el “em-
papado o Drenching’ que consiste en introducir
a las soluciones substancias faciles de fermen-
tar, como serian azucares o salvado. s muy
usado este ultimo, se acostumbra anadirlo de 3
a 10 gr. por litro de agua, manlceniendo la tem-
peratira entre 30 y 35 grados C, y per niitiendo
'a fermentacién con lo que se forman una serie
de 4cidos organicos que reducen el pH hasta los
limites requeridos. Con este sistema, se forman
una serie de gases, v si la fermentacién es muy
fuerte se pueden producir desgarramiertos c¢n
las fxbrag manteniéndose, ademas, los cueros en
la superficie del licor. La composicion de los ga-
ses en la fermcntacidn con salvado es aproxima-
damente la siguiente:

Anhidrido carbénico . ..... 25.2%
Acido sulfhidrico ........... Trazas solamente
Oxigeno ..... ............. 2.5%
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Nitrégeno . .. ....
Hidrogeno . ..

Los fcido® producidos en esta fermentacion

son los sigtxi(jntos: (dada su concentracidn por
litro de solucién).

Férmico .. ........ ... 0.0306 gr.
Acético .. .. ... ... ... 0.2042 ,,
Butirico ............... 0.0134 ,,
Léctico . ............... 00.7907

Ademas se forman cantidades insignifican-
tes de otras substancias de las cuales la mas
importante es la  trimetilamina. Este método-
ticne el incorveniente de introducir microorga-
nismos que pueden afectar el grano de la piel

Curtimiento.

Es la operacién que consiste en tratar los
cueros con una substancia que reacciona con las’
oroteinas de que estin formados, transforman-
dolos en matevial incorruptible.

Hay varios métodos para conseguir ésto: el
mas antiguo y de mayor uso aun en la actuali-
dad es ¢l empleo de un grupo de substancias ve-
getales que responden al nomore genérico de ta-
ninos y que son compuestos formados por gluco-
sa y acido galico cuya formula general es la si:
guiente:
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Todos los taninos tienen la propiedad de
combinarse con las proteinas del cuero y de pre-
citar la gelatina de sus soluciones.

El curtidc con estos materiales vegetales
que resultan de la extraccion de las cortezas de
ciertos farboles (quebracho, cascalote, mangle,
mauto, etc.) se efectuia en; tinas cn las cualces se
sumergen los cueros el tiempo que dura la ope-
racion.— Genreralmente se tienen varias tinas,
con concentraciones crecientes de curtiente, por
las cuales van pasando los cueros.— En estas ti-
nas se tiene un dispositivo agitador paru lograr
la mayor pen~tracién del producto, sin embargo
esta agitacién no debe ser muy grande ya que po-
dria ocasionar la granulacion del tanino.

Dependiendo del tipo de piel que se desea
obtener y del tratamiento anterior que hayan re-
cibido, se emplea un determinado tipo de tanino
vegetal, no pudiendo reemplazarse libremente
unos por otros — Los taninos vegetales estan su-
jetos a la var:acién en la concentraciéon del prin-
cipio curtiente en las diferentes muestras usa-
das, y su accidn estd sujeta, ademas al pH, la
temperatura, Liempo de curtido, etc.

La forma esquematica de la reaccion de los

taninos vegetales con las proteinas del cuero es
la siguiente:

LU N
H Sewa + 2H0
\
R o + /"' Ha =3 N =0° h
Wi ~Q ] !
Tanino Proteina Compuesto incorruptible

Curtido al Cromo.

_Es otro de los métodos de curtido.— Es mas
rapido que el anterior y se efectiia en tumbores
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rotatorios que contienen el licor curtiente.— Es-
te procedimierto esta regido por los mismos fac-
wores que el curtido con taninos vegetales.

Uno de los licores de cromo mas usados se
obtiene del modo siguiente: se hace burbujear
anhidrido sulfuroso en una solucién de dicroma-

-

iro de sodio segun la siguiente reaccion:
Na2 Cr2 O7 - 3502 H20 — Na2 S04 + 2Cr (OH) SO4

L.a sal de cromo reacciona con el colageno:
fqrmnndo una serie de sales denominadas geneé-
ricamente “Colagenatos de Cromo”, de constitu-
cion muy compleja.

Hay ademas otra serie de substancias inor-
ganicas capaces de efectuar las reacciones que
requiere el curtido, pero su uso no es muy am-
plio, prefiriéndose casi siempre cualquiera de
los dos métodos anteriormente considerados.—
Entre estcs métordos pocos usados pueden citar-
ce el curtido por algunas sales de fierro, de alu-
minio, y por ! acido silicico.

También algunas substancias organicas no
yncluidas dentro del grupo de los taninos pueden
actuar como curtientes; V. gr- algunos aceites
especiales, aldehiios ¥ quinonas.— Su uso tam-
bién es muy restringido. '

Aciualmeute 8C acostumbra usar combina-
ciones de curtirntes de cromo o de taninos vege-.
tales con una serie de curtientes sintéticos, ob-
teniéndose resultados gatisfactorios, sobre todo
en el caso de cueros especiales.

Engrasado.

El engrasedo consiste en tratar el cuero y2
curtido con uv aceite omulsionado o ¢on un ja-
bén, o con un ace:te <ulfonado, que le proporcio-
nan suavidad. cucrpo y flexibilidad, adcmas de

61 —



aumentar su capacidad para el estirado.— Esta
operacion se lleva a cabo en una serie de tambo-
1es rotatorios.— Uno de los aceites mas emplea-
do es el de manitas, obtenido de la coceiétn de las
patas, huesos ae las tibias v nudillos dei ganado
vacuno.— Todos estos aceites tienen el peligio
de oxidarse o nhidrolizarse produciendo manchas
indescables.— Ademas si no se tiene cuidado de
regular el tiempo de engrasado, y este se pasa,
hay un aflojamiento excesivo en el cuero, con lo
que baja su calidad.

Tenido, secado y acabado.

Son prop:amente operaciones complementa-
rias del curtido, las que a pesar de ser secunda-
rias deben controlarse sin embargo cuidadosa-
mente.

En el tenido hay dos modalidades, segln se
trate de cueros curtidos con taninos vegetales o
con sales de cromo. En el primer caso, se pueden
remojar para suministrarles el colorante, y en
el segundo el tefiido se efectiia al mismo tiempo
que se curte, usandose coloruntes especificos pa-
ra cada caso.

E]l secado consiste esencialmente en la eli-
minacién del ~gua del cuero ya curtido, la que
se puede efectuar haciendo pasar sobre ¢! una co-
rriente de airc seco. y en ocasiones caliente, o
bien cubriéndolo con una capa de aceites secan-
tes especiales — Fin todo caso, debe llevarse ol
control de la velocidad de secado, ya que si este
se efectita muy rapidamente hay un cambio ¢n
las fibras, pudifndose formar partes duras y
quebradizas en el cuero.— Si el secado ¢s dema-
siado lento. se favorece la formacion de colonias
de hongos, que perjudican con su presencia la
calidad del cuero.

El acabado consiste en una serie de opera-
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ciones mecinicas tendientes a proporcionar al
cuero un aspecto mas agradable, o una mayor
utilidad en su uso.— Las principales operacio-
nes que incluye el acabado son las siguientes:
cepillado, planchado, pulido, prensado, estampa-
do y labrado, usi como la aplicacién dé materia-
les plasticos, ceras y barnices.

Métodos de Preparacion y Purificacién de las
Enzimas.

Hay varias técnicas para conseguir prepa-
rados enzimiticos.— Entre los principales tene-
mos: T
1.—Extraccién en una solucién después de una

destruccion celular.

Se aplica indistintamente para enzimas lo-
calizadas en plantas glandulas animales o culti-
vos de microorganismos.— Se somete la célula
a una completa fragmentacion mecanica, sepa-
randose las enzimas de las partes insolubles de
las células mediante un filtrado cuidadoso.—
Los componen'es solubles pero inactivos que pa-
saron la anterior separacién se insolubilizan me-
diante la adicién de alguna substancia quimica
'acido o base) con lo cual pueden ser separadas
de las enzimas que no sufren una accion apre-
ciable, considerando para cada caso condiciones

particulares.
2.—Por autolisis.

Otro método que permite la separacion de
,a8 enzimas del resto de la célula, consiste en la
provocacién de la autolisis o disolucion autoge-
na de la célula.— Al morir ésta, una gran parte
de la misma €S solubilizada por un proceso de
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degradacion enzimitica.— Las enzimas son libe-
radas entonces.— La concentracién de enzimas
jue se logra es inferior a la det caso anterior, ya
que una parte de las mismas enzimas resulta
destruida.

3.—Secado y ulterior extraccién con disolventes.

Este método se emplea principalmente para
la extraccion de enzimas de fuentes animales.—
Es conveniente efectuar el secado de les subs-
tancias celulares ante de su lexiviacién.— lLa
ventaja de estr método es que permite obtener
usualmente elevadas concentraciones de enzi-
mas, y esta basado en la desnaturalizacion que
sufren las preteinas celulares al desecarse, pro-
cediendo posteriormente a la extraccién de la
enzima mediarte el uso de disolventes especifi-
cos.

4.—Dialisis.

Este método permite la separacion de los
electrolitos y de otras ubstancias de ba jo peso
molecular, que se hacen pasar a través de una
membrana, que impide el paso de las enzimas.—
El grado de pureza no es muy grande con el em-
pleo de este procedimiento, por lo que se le usa
para prepurificar las soluciones enzimaticas,

La dialisi~ es el fenémeno que consiste en
permitir el paso de las substancias cristaloides
que se encuentran en una solucién a través de una
membrana, que impide el paso, por otra parte a
las substancias en estado coloidal.— Como las
Anzimas son de naturaleza coloidal, no atravie-
san la membrana dializadora, por lo que pueden
ser liberadas de electrolitos por este procedi-
miento,
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3.—Precipitacian.

Es otro procedimicnto muy usado para se-
}‘Sénl:'lq'll: an} s)m'm dr~ }as spluciones en que se en-
(;mn \"'n"i » ra ?hu obgqto sc pupde usar una
ore ariedad de substanciag quimicas, cutre las
cuales el alcobnl etilico v la acetona son las mas
usadas, aunque también sec cmplean muy fre-
cugnt_cmontc Ios sales de los metales pesados,
principalment~ do uranio, plomo y mercurio, al-
gunos reactivos precipitantes de proteinas, como
el acido tanico, — Tiene el inconveniente de que
se pierde una parte de la actividad enzimatica,
con cstas precipitaciones, siendo esta pérdida
mayor cuando se cmplean las sales de los meta-
les pesados.

Les métodos anteriormente descritos tienen
por objeto la separacion de las enzimas en las so-
juciones en que se encuentran.— Aunque todos
o'los tienen el mismo fin, sin embargo hay una
cierta especificidad en su uso, dependiendo el
c¢mpleo de uno u otro método del grado de con-
contracion que se desea obtener, la fuente de ob-
{eneion, el grado de dificultad que presenta la
separacion, etc.

Con el empleo de estos métodos se logra la
separacion simultinea de varias enzimas de las
soluciones en que S¢ encuentran, pero cuando se
desea obtener una sola enzima en estado de pu-
reza, las dificultades aqumentan— Asi en el jugo
pancreatico se encuentran enzimas lipoliticas,
amiloliticas y proteoliticas. de las cuales las mas
importantes son la lipasa, amilasa y tripsina.—
Para lograr su separacion, una vez extraidas del
pancreas, se puede emplear la t-ecmca Willsta-
tter, que esta hasada en las propiedades de reac-
¢ién (sumamente dchcadas) frente a acidos y
bases, usando como medio de separacioén geles de
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alimina y suspensiones de caolin— La lipasa,
que tiene propicdades acidas mucho mis proaun-
ciadas que las envimas que la acompanan, 3o pue-
de liberar de estas mediante uia adsoreion on
alimina.— La tripsina se adsorbe con refativa
facilidad cn un medio  clectrenegativo, tor o
cual basta tratar la solucion anterior, ya libre
Jde lipasa con caolin en medio dcido, pare que se
sdsorba, dejardo libre ia amilasa en la solucion.

De esta manera, sc¢ puede lograr ln scpara-
cidén de las enszimas pancredticas, alternando la
adsorcion con caclin v alimina varias veees, po-
ra conseguir su total separacion, la que s6lo ocu-
irira en el me‘or de los casos, ya que sc¢ presen-
tan otras substancias que pueden modificar y
ann invertir Ja direccion de esta adsorcion sclee-
tiva. )

La tripsina como se ha dicho en el primer
capitulo, esta formada por varias formas con ca-
racteristicas especificas, asi que todavia puede
sufrir un ulterior fraccionamicnto.

Seleccion de los métodos de obtencion de las
enzimas pancreaticas.

Seleccionamos cntre los métodos anterior-
mente revisadus aquel que nos parecié presentar
mayor nimerc de ventajas, en lo que se refiere a
rendimiento, pureza del producto, facilidad de
extraccién, costo de la misma, ete,, cncontrando
gue es conveniente ¢l empleo combinado de los
métodos de *“Secado y ulterior extraccion con
disolventes” y el de “Precipitacion”.—— Cuando
se desea obtener el producto industrial sc usa el
primer método solaumente, sin necesidad de pre-
cipitar la enzima.



Obtencion inda: trini de las enzimas pancreaticas

El métod. seguido para la obtencién de un
producto indr strialmente aplicable es rclativa-
mente sencillo. pero deken controlarse cuidado-
camente toda ia serie de factores ecolégicos que
tienen influencia sobre su rendimiento.

La mater:» prima de que se parte es el pan-
creas del ganado porcino o vacuno, glandula de
secrecion interna situada en la cara posterior del
¢stémago, con un peso aproximado de 100 gr. cn
¢l primero y de 250 gr. en el segundo — Comer-
cialmente se ic conoce con el nombre de ‘‘molle-
ja de adentro”, o simplemente de molleja, pu-
Jiéndose adquirir con estos nombres en los abas-
168.— Se le evcuentra rodeado de una serie de
capas grasas. las que s¢ climinan mecanicamen-
te, hasta donde sea posible, con el fin de obtener
un producto limpio.— Se muele perfectamente,
de modo que Aquede dividido en fracciones muy
finas, secandolo con una corriente de aire seco.--
Se debe procurar que la glandula molida quede
perfectamente extendida, para lograr una mayor
superficie de evaporacién.— Es necesario que las
células sean trituradas durante.la molienda por
que lo que esc trataes de obtener las endoenzi-
mas.

Al producto molido y secado, se le afiade de
Lres a cuatro veces su volumen de agua, & la que
se agrega alrededor de 1% de clqroformo, que
acthia como antiséptico— Se deja reposar du-
rante 24 horas a la temperatura ambiente, Y
.nanteniendo 1 pH entre 4 y 5 mediante la adi-
cion de acido sulfurico (El pH de la muestra orl-
ginal se encuentra entre 7v 8). .

Para la extracciéon de 1a soluci6n activa, S€
procede a prensar el producto, filt_rz'mdolo y mez-
clando cl filtrado con una materia de carga en

— 8T —



proporciones variables, dependiendo la eantidad
Je ésta de la concentracion que se quiera obte-
ner del producto — Inmediatamente se procede
a secarlo, cuidando que la temperatura no se ele-
ve mas de 40 grados C.— Es conveniente efec-
tuar cste secado inmediatamente, ya que sila
mezcla activa permanece en solucion sufre una
descomposicién microbiana.

Experiencias efectuadas,

A dos kgy. de péncreas fresco de cerdo, se
le eliminaron lo mas posible las capas grasas con
un cuchillo, lo que redujo el peso a 1.400 kgs.
aproximadamente; se molieron perfectamente
en un molino ordinario de carne, y machacaron
completamente en un mortero, poniéndose a se-
car en una corriente de aire seco producido por
una comprensora— A la pulpa una vez seca se
le afiadieron 4 1ts. de agua destilada, adicionada
de 40 c.c de cloreformo, ajustando el pH a 5 con
fcido sulfiirico.— Se dejo reposar dursnte 24
horas de la temperatura ambiente (18 a 22 gra-
dos centigradcs). se prensé, filtrd, y dividié en
tres partes de un It. cada una.— Se tomaron tres
diferentes substancias de carga para efectuar la
oxperiencia: hidroxido de calcio (industrial),
caolin (industrial) y serrin de madera.— A cada
una de estas muestras se le anadié un kg. de la
substancia de carga, el serrin finamentc dividi-
do més o menos a unas 100 o 125 mallas.— Estas
muestras a su vez ge subdividieron en dos partes
iguales usandose cada una de ellas para efec-
tuar el secadc de dos maneras distintas:

1) Se colccd la muestra en una miquina de
vacio, calentardo para producir la eliminacion
el agua de la mezcle, y teniendo un cuidadoso
control de la temperatura, la que se debe impe-
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d'ir que pase de 40 grados C,, ya que SC produci-
via la descomt osicion de la enzima; 2) el otro
método recomendado para climinax: el agua sin
clevar la tempernatura, consiste en hacer pasar
por la mezela ana corriente de aire seco produci-
do por uni comprensora de tipo ordinario, a la
que se adaptd una trampa de cloruro de calcio
jara climinar 1a humedad que pudicra traer el
aire.— En ampos ca=08 ol secado fué satisfacto-
110, ¥ si bien con o1 empleo de la corriente de aire
ge duplica ¢l tempo de la operacion, se tiene en
cambio la seguridad de no haber excedido la
temperatura marcada.— Un método recomenda-
ole para la desecacion del producto podria ser
una combinacion de 108 dos anteriores, usando
la evaporacion al vacio como paso inicial para
climinar 1a mayor parte de 1a humedad, ¥y finali-
zando el secado eon el usn de la corriente de ai-
re.— L.as mezelas una vez Sccas, guedan en for-
ma de terroncs los que se pueden pulverizar fa-
cilmente.

Muestra A.-— Cen hidroxido de caleio como
muterial de carga:

Se tomaren 750 gr- de la picl de diferentes
regiones, S¢ cortaron en trozos pequenos, S€ la-
varon perfectnmcntc y a continuacion se pasa-
ron al batan de prucbas (un cilindro rotatorio
de material plastico), con el 2006¢ de su peso de
agua y el 2¢ dela muestra, permanecxen’do la
piel en ¢l batin durante una hora.—Se 1avo nue-
vamente v se pasé a un licor de quebracho de 2
grados de corcentracion, permanemendo en éste
durante 12 horas. al cabo de las cuales se obser-
vH que la mue«tra no habia tenido ningun ’efecto
apreciable como rendidor.— Esto se debio, pPro-
bablemente a la materia de carga que se empleo,
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la cual al ponerse en solueion (.13;4;m-¢,‘>11(> un
pH de 12, fuera del Limite al que actuan lag ep-

e oy

zimas poancrénticas de la mescla,
Muestra R— Con Caolin,

Se repitic exactamonte In operacion  ante-
rior, s6lo que ¢n este caso se busco un pH mis o
menos de 8, notindose que la mezela s ticne un
poder hidrolizonte sobre las protemas del cuero,
aunque su cfecto rendidor no fud tan satisfucto-
rio como cuando s¢ uso serrin como material de
carga.

Muestra ¢ — Con serrin de madera.

Se obtuvo un mejor resultado que  con la
muestra B, cuidando de mantencr el pEl entre
.5y 8.5, que cs ¢l optimo de aceion de la mezela
de enzimas pancréaticas,

En cada una de las tres muestras se anadio
sulfato de amonio, por el efecto activedor que
estas sales producen

Las prucbas anteriores de rendido nos per-
miten afirmar la presencia de estas enzimas en
las mezclag preparadas por el método indys-
trial.— Como una comprobacion, se efectuaron
las siguientes pruebas:

El pincress fresco es limpiado de la grasa
hasta donde seq vosible por medios mecinicos.--
Como el producto todavia contiene cantidades
apreciables (- grasa, las que deben eliminarse
por interferir la presencia de ¢sta en las ohser-
‘vam.ones», ya que no se puede eliminar nj por fil-
traciones, ni por centrifugaciones, por tratarse
dge Particulas sumamente finas, se trata con un
disolvente quimico que elimipe la grasa sin ato-
car las enzimes; con este fin usamos dter de po-
troleo, con el cua! ge irata el pancreas, removien-
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do y agitande durante una hora, al cabo de la
cual se repite ¢! tratamiento con ¢l mirmo éter
de petraleo. — Se dej» evaporar a la atmosfera el
resto de ¢ter aue pudicra naber quedado, y se
macera, seea voevtrae con agua adicionada de
cloroformo  siguiéndose el mismo procedimiento
que eb empleaio en la obtencion industrial.— Al
Dltrado en ver de anadirle un material de carga,
se Je adiciona alcohol de 96 grados hasta preci-
prtarlo.—- S¢ prineipia a notar una ligera opales-
cencin cuande se ha anedido mas o menos el
10'. en volur-en de aleohol etilico, aum-ntando
esta hasta qoe cesa la precipitacion cuando se
Heva adicionato un 10°  de alcohol.— Se dejo re-
poser la mezetn durante 24 horas, para lograr la
coparacion de las enzimas, las que son precipita-
das del resto de la solucion agua-alcohol-cloro-
formo por decantacion, seguida de ceutrifuga-
cion a 1700 revoluciones, durante 5 minutos.—
TIna vez que e tiene la preparacion enzimatica
s¢ procedio a nacer frotis de clla en porta-obje-
tos, fijando ln preparacion por medio del alco-
hol, sin calentar, teniendo ademas la precaucion
de limpiar con éter los porta-objetos para elimi-
nar la grasa que pudieran contener.— Al ser ob-
sorvaday cstas preparaciones al microscopio, se
encontro que no se obtuvo la enzima en estado
de pureza, ni fué posible climinar totalmente la
grasa,  va aque se notan partes representativas
del tejido animnal v células grasas.— Tambien
fué posible la localizacion de unos cristales con
la forma tipica de la tripsina, y otros de forma
cristalinag semejantes a los de la quimotripsina,
aunque estos se apreciaron con menor claridad.-
I2sta prucba en combinacion con las anteriores
permite establecer con certeza la presencia de
cstas enzimas en el pancreas, que es la materia
prima de que se parte para su obtencion.
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CAPITULO TERCERO.

Medicién de 1a actividad proteoliticas de los
preparados pancreiticos.

El célculo de la actividad de las enzimas que
ge encuentran en los preparados pancreaticos ac-
tivos puede ser determinado experimentaimente,
tomando como base una muestra determinada a
la que se le asigna un valor unitario, que servira
de base para comparar las demas muestras en-
tre si.

En las soluciones pancredticas activas hay
varios tipos de enzimas, de las que ya hemos ha-
blado, nosotros solo determinamos las enzimas
proteoliticas por ser estas las que nos interesan.

Como en el caso en que se tratd de la obten-
cidén de estas enzimas, vamos a considerar una
seric de métodos que permiten relacionar la ac-
tividad enzimética de una muestra a otra, eli-
giéndose de entre estos métodos los mas conve-
nientes para cfectuar las experiencias de labora-
torio.

1.— Método de T. F. Macrae.

Este método fué descrito en 1933, y se em-
plea para determinar directamente la actividad
proteolitica.— KEsta basado en el incremento de
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acidez que sufre la muestra al producirse la hi-
drélisis de una determinada cantidad de gelati-
na por medio de la enzima proteolitica.

Descripeion del métedo.

A 6 c.c. e una solucion al 107 de gelatina
se le ajiaden 1.6 c.c. de una solucion de citrato
de sodio 0.2 M., la mezcla debe tener un pH de 5,
para ajustarlo se usa #cido acético 1.0 N. y se
calientan la mercla a 40° C.— Se afade la solucion
enzimatica (previamente medida y pesada) y la
mezcla total se diluye a 10 c.c.— Se agita per-
fectamente 1a muestra para lograr su total ho-
mogenizacién, y se toma una alicuota de 2 c. c.,
a la que se le anaden 18 c.c. de alcohol etilico
absoluto y previamente calentado a 50 o 60° C.,
la gelatina precipita, Yy la muestra es titulada
volumétricamente con KOH 0.05 N. en solucion
alcohdlica al v0%.

Como indicador se adicionan 5 o 6 gotas de
timolftaleina, —solucion al 0.5 en alcohol—,
y se termina la titulacion cuando la mezcla haya
adquirido un color azul ténue permanente.— Du-
rante esta titulacion es necesario estar agitan-
do continuamente.

Se toma ahora otra de las alicuotas, tam-
bién de 2 c. ¢ v se mantiene en digestion durante
24 horas a 40" C, al cabo de las cuales se titula
exactamente i7ual que la primera.— El resulta-
do se considera tomando en cuenta el aumento
de acidez que haya sufrido esta dltima muestra.

9.—Método de Lohlein-Volhard.

El fundamento de este método es lo siguien-
te: como en el anterior, se considera el incremen-
to de acidez que sufre una muestra de caseina al
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ser hidrolizada por una cantidad medida de la
enzima.

Lu caseirn es una proteina, que como ya se
ha dicho est2 formada por la union de varios
aminoacidos: 'n enzima vroduce ¢l desdoble-
micnto Jde esta proteina dejando en libertad ra-
dicales —NHZ v radicales —COOH, los primeros
basicos ¥ los “egundos acidos; sin embareo los
radiceies —COUER dominan la reaccion  del hi-
drolizado produciendo un incremento de acidez,
que es lo que <o tituls.

Soluciones emileadas:

1.—Soluc.on aleatina de caseina.— Se pre-
para disolviendo 10 gr. de caseina (preferente-
mente la Hanomerstein) en una solucion diluida
de NaOH, ajectavdo su pH a 54 y diluyendo to-
do a un litro.

2.— Solucion 02 N de HCL
3. “ 0.1 N de NaCH.
4.— Solucior al 10 de sulfato de scdio.

Como indicador se usa O naftolftaleina en
alcohol.

Procedimiento.

Se pesa 0.1 gr. del producto en un pesafil-
tros de 50 ¢ c. y se le anaden 10 c.c. de agua
destilada, la solucion se tiene a 3T C. (_iurante
15 minutos, ai cabo de los cuales se le anade_n 5
¢. e. de la solucién de caseina, poniéndolo a dige-
rir durante una hora también a 37" C— rl"r'::ms-
currido este tiempo y para detener la acclon en-

2

zimatica se adaden b ¢ ¢. de la solucion de HCI
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¥ 10 c. c. de 1z sclucién de sulfato de sodio para
precipitar la caseina que haya quedado sin dige-
r.— Se deja reposar unos minutos y se filtra.--
A 10 c. ¢ del filtrado se le airaden una gotas del
indicador y la solucién ¢s titulada con NaOH
hasta el prim~r cambio definitivo de color,

Se necesitan titular dos muest s Mas para
poder determinar el acido clorhidrico v el que es-
ta aun libre, y asi poder sacar la acidez quc se
produce por cl desdoblamiento de la case.na al
ser hidrolizads por la enzima.

3.— Método de Gross-Fuld.

Es un m#todo de comparacion, por lo que
Se necesita emplear en combinacién con otros
métodos.

Estas muestras se titulan de la siguiente
manera:

Solucién A.— A 5 c.c. de la solucion de ca-
seina se le afinden 10 c. c. de agua destilada y 10
c.c. de la solucion de sulfato de sodio, determi-
nandose la acidez libre como en la muestra que
contenia el rendidor.

Solucién B.— Se pesa 0.1 gr. del rendidor o -
breparado enzimdtico, se le afaden 10 c.c. de
agua destilada v unas gotas de indicador y se
titula con NaOH la cantidad de acidez que co-
rresponde a la sal de amonio que lleva el prepa-
rado.

Conocidos estos valores, se puede efectuar
el balance neto de acidez determinandosa por el
incremento de ésta la concentracion de la enzi-
ma en la muestra.— El resultado se expresa por
c. c. de la solucion de NaOH usada para neutra-
lizar el incremento de acidez producido por la
digestion de l= caseina y ealeulado por gramo
de rendidor.
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Por este método es conveniente efectuar la

digcsti(_’m de la caseina a) PH éptimo de la mez-
cla enzimatice que es de 8.3 mas o menos

Procedimiento: ,

Se pesa 01 gr. de caseina Yy se le afiaden 5
¢. ¢. de una solucion 0.1 N de sosa y 25 c.c. de
agua destilada; la mezcla se lleva a ebullicién
para disolver la cascina, se deja enfriar y se
ajusta al pH deseado —8.3— con disolucién 0.1
N de HCI, diluyéndose la solucién a 100 c. ¢,

También ve brepara por separado una solu-

cion alcohdlics de dcido acético de la siguiente
composicion:

Una parte de dcido acético, 49 partes de
agua destilada v 50 partes de alcohol de Y6,

Por otra parte se preparan scluciones de
diterentes corcentraciones de enzimas, l!as que
se colocan en 10 tubos de prucba, igualando en
todos el volumen con agua destilada.— A cada
uno de nstos tubes se les aaden 2 c. c. de la so-
lucion de caseina: — se debe procurar mantener-
la temperatura a 38° C, después se colocan los
tubos en una estufa a 38° C. durante una bora pa-
ra digerir la caseina.— Una vez efectuada ésta
se afladan a cada uno de los tubos 6 gotas de la
solucion alcohodlica-acética v se toma como base
para el calculo de la actividad proteolitica de la
enzima aquel tubo en que se observa un princi-
pio de precipitaci’n.

Seleccion de los métodos.

En esta s2leccion se deben tener en cuenta
varios factores: rapidez y precisién del método
empleado, forma en que se encuentra la enzima
cuya actividad se quiere determinar, etc.— La
segunda de las razones expuestas es la que influ-
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y6 en la seleccion del método: et de T. F. Ma-
crae, esta disenado para las determinaciones de
las enzimas en su forma pura.— En cambio los
otros métodos se¢ adaptan mis a la finalidad
perseguida, yo que se usian para determinacio-
nes de muestras comerciales: el de Lohlein-Vol-
hard concreta més su uso ya quc €S especifico
para la determinacion de la actividad proteoliti-
ca de rendidores comerciales a base de tripsina y
sales de amonio.— El de Gross-Fuld —como ya
ge ha indicado— es un método que se emplea en
combinacioén con otros y se puede usar muy c6-
modamente para la determinacion de la activi-
dad de productos comerciales que contengan en-
zimas proteoliticas.— Este es un método muy
usado en las determinaciones industriales ruti-
narias,_ gracias a la rapidez y sencillez que su
uso implica.

Para efectuar las pruebas elegimos el se-
gundo método, y como una comprobacioér. el ter-
cero.

Como ahcra se trata de establecer una rela-
cion entre el producto obtenido y algunns pro-
ductos industriales. se debe tener toda la serie de
datos que liguen: el peso del pancreus, cantidad
de la solucion materia de carga ahadida, etc,
que permitiran repetir la experiencia c¢n cual-
quier momento y establecer una conclusion so-
bre la importancia de su fabricacién.-- La obten-
cién es la misma descrita en el capitulo anterior,

y las cantidades empleadas fueron las siguien-
tes:

Glandula pancreatica de cerdo con capas grasas 1,960

’ ' " ,» limpia. ....... 750
Agua anadida ........ ... e 2,070
Cloroformo industrial .................. ... ... 40
Acido clorhidrico Q. P. .. ... ... ... oo 3
Cloruro de amonio industrial ...... e 20
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Después de filtrado se tomsé el peso del resi-
duo....1,015 gr. y del extracto. .. . 1855 gr.

El extracto activo se mezclé  con serrin de
madera y con caolin en lag siguientes proporcio-
nes: A) Serrin 1200 Er. v extracto 975 gr— B)
Caolin 370 gr v extracto 110 gr.— EI residuo
que se eliminu lleva todavia ung cierta cantidad
de extracto activo, qQue en una obtencién indyg-
trial seria factible aprovechar por un prensado
¥ colado mas completo.

Relacionando los besos de los productos A
y B con el peso del pancreas original, se encon-
tré que el serrin ce sfiadi6é en un 289.93% y el
caolin anadidc representa un 951.15% del pan-
creas desengrasado que se encontraba en la so-
lucion activa. '

Conocidos estos datos se procedié a prepa-
rar las soluciones necesarias para efectuar el
método de Lonlein-Volhard.

1.—Solucisn de caseina: 40 gr. por litro de
solucién y cor: un pH aproximado de 8.6.

2.—Solucién al 10 de sulfato de sodio.

3.—Spolueién de NaOH de normalidad. .. ...
0.12882.

4.—Solucion de HCl de normalidad . ..0.219

Preparadns cstas soluciones se efectud el
método titulandce seis diferentes muestras que
3€ van a comparar entre si.

A.—Producte.  obtenido experiment.lmente
Y usando el serrin como carga.

B.—Producto experimental con caolin como

carga,
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C.—Producto Industrial No. 1
D.—Producto Industrial No. 2
E.—Producto Industrial No. 3
F.—Producto Industrial No. 4

El producto (1) tiene que haber perdido al-
go de su actividad yr que su fecha de tabrica-
cion fué en 1¢37..— los otros tres productos son
de fabricacion reciente, no han perdido nada de
su actividad por la accién del tiempo.

Con cada una de las muestras se efectuo el
método. repitiéndolo 3 veces para eliminar hasta
donde fué posible los errores de manipulacion vy
lectura, v satcando un promedio de los valores
obtenidos.

El indicador recomendado por el método no
fué posible conseguirlo en el mercado, por lo que
usamos como rubstituto el rojo de fenol que tie-
ne los limites de vire muy cercanos a log de la o
naftolftaleina.

La o naftolftaleina vira de 7.2 a 8.6 y el ro-
jo de fenol de 6.8 a 8.4.— Con ¢l empleo de éste
ultimo es conveniente para compensar la diferen-
cia de vire, cargarlo hacia el lado alcalino.

Calculos.

Al efectuar los cilculos vamos a considerar
las humedades que contengan los productos para
dar los resultados por gramo de muestra en base
seca.

Para evitor repeticiones en la descripcion
de los calculos se consideran solamente los nece-
sarios para determinar la concentracion de enzi-
mas en el producto experimental (A), y presen-
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tando los resuvitados de los otros productos valo-
rados en una tabla, cen lo que se tiene la facili-
dad de poder ¢stablecer con mayvor claridad las
comparaciones entre un producto y otro.

Septin la tdenica se tendra:

Solucién A:

%-— %1 c. ¢. de dcido clorhidrico 0.219 N.
2 —21 .

3 — 21

" ”"” 1" ”n

n 1a) [ 2] ' ”"

Solucion B:

1 — 0.05 c.c de sosa caustica 0.1283 N.
2 - 000"2 " " 0 ” ”
3 - 0-0') v " " " ”

Con la solucidon C. se hiciecron dos lecturas
cada vez que s¢ repitis el meétodo:

1 — 1.1 vy 133 cc. de sosa caustica 0.1288 N.
2-—135,135 ,, » » " "
3—135, 14

" " LY ”" " ).

Este ultimo valor se obtuvo de la titulacién
de 10 c.c. de la solucion resultante, de separar la
caseina sin digerir v precipitada con el sulfato
de sodio, por filtracion.— La solucion omgnpal
esta formada por: 5 c.c.dela solucion alcalina
de caseina, 10 cc. de agua, 5 c.c. de la solucion
valorada de acide clorhidrico y 10 =.c. de la so-
lucién de sulfato de sodio, que €n total nos da
un volumen dc 30 c.c.— La preparacion enzima-
tica se anade en forma sélida, asi que no afecta
el volumen final de la golucion.

Para tenor un resultado correcto es necesa-
rio multiplicar por 3 el valor obtenido al titular
la soluciéon C.
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Promedios:

A — 2.1 c.c. de dcido clorhidrico 0.219 N.
B — 0.05 c.c de sosa caustica (.128% N,
C — 1.37H 3 c.c. de NaOH 0.1288 N.

Para obtener el incremento de  acidez  que
determina el grado de concentracion de lag en-
zimas proteol:tices cn el preparado pancreatico
ge ofectiia un balance neto de acidez.

Miliequivalentes de Miliequivalentes de
HCI NaOH

1.—Por titulacior dela  Por titulacion de la
mues«ira B muestra A
0.05 - 0.1288 0.00644
2.1 -0.219 0.1600
2.—Por ¢l HC! que se Por titulacion total de
anade para detener la muestra C.
la accion enzimitica
5.0320.219--1.085
1.375x3x0.1288 :0.5313
Total = 110144
Total — 0.9913

AH 1 - 1.1014+—0.9913
--0,11014 m. e. de HC!

AHI es el incremento de acidez producido por
0.1 gr. del preparado pancreatico— Para expre-
sarlo por gramo -le rendidor el valor obtenido se
multiplica por 10 resultandn AHZ2,
AH2- 11014 m. e. de HCL

El contenido de humedad de las muestras
es variable.— Para tener una idea mas conereta
de las concentraciones de las enzimas en el pre-
parado comercial, es conveniente dar los valores
cn base seca.
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Para obtener la humedad en el producto
dc que esta tratando, se pone una cantidad exac-
tamente pesada del mismo en una estufa duran-
te uns hora v manteniendo la temperatura entre
100 y 105 grados C.. observandose por diferen-

cia de pesos ¢! correspondicnte al agua cvapora-
da.

Peso del pesafiltros vacio - 27.3512
"o " con muestra humeda
-= 30.3512 gr.
" (1] » " " seca
= 30.1280 ,,
Humedad -: 0.223 gr

En cada nna de las muestras se efectua la
misma operacion.

0.223 x 100
La humedad '¢ == = T.44
3.000

El peso de la muestra de rendidor seco es:
0.100 gr. — 0.0744 gr = 0.09256 gr.
Para obtcner el aumento de acidez por gra-

mo de substancia activa AH3 afiadida se hace
la siguiente relacion:

1.1013 m. e de HCI equivalen a 0.9256 gr.
AH3 m. e. de HC equivalen # 1.0000 gr.

1.1013
AHY -+ —m = 1.1898 m. e. de HCl

0.9256

Este valor e8 el que se toma como base, dan-
dosele un valor del 170¢ Y relacionando los
otros productos i éste.
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Tabla obtenida de la titulacion de las muestras:

Los valores de las humedades en cada uno

de los seis productos son los siguientes:

Muestra o producto experimental

con serrin —

Muestra o producto experimental

con caolin ==
Muestra del producto industrial N* 1 =
Nn

" ”" *. "

" " " ) N* 3 '
” 11 " " Nq 4 el

Las humedades estan dadas en U« en peso.

Producto Solu- Solu- Solu- mee. de m.e. de
cién A cion B cion C HC1 NoOH

Prod. ex-
perimental
con
serrin 2.1 0.05 1375 1.10144 0.991
Prod. ex-
perimental
con
caolin 21 0.175 130 11175 1.0395
Prod. Ind.
1 21 02 110 11072 0.8950
Prod. Ind.
2 2.1 0175 1.45 11775 1.0016
Prod. Ind.
3 2.1 0.05 1.575 1.10144 1.0696
Prod. Ind.
4 2.1 0.05 1.40 1.10144 1.00096
Producto AH1 AH? AH3 Actividad
comparada
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Prod. exp.

con serrin 0.11014 1.1014 1.1898 100.00 T«
Prod. exp.

con caolin 0.07803 0.7803 0.7875 66.38 Y«
Prod Ind. 1 0.22220 2.2220 23801 200.00 Yo
Prod. Ind. 2 0.11592 1.1592 1.1699 98.32 %
Prod. Ind. 3 0.02294 0.3294 0.3683  30.95 o
Prod. Ind. 4 0.10048 1.0048 1.0473 87.98 %

Meétodo de Gross—Fuld.

Este método es como se ha dicho, comparati-
vo, v de facil -ealizacidn aungue no muy exacto.-
Nosotros lo usamos para comparar los dos pro-
ductos comerciales 1y 2y los productos obteni-
dos practicamentc.

Pesamos 0.200 gr. de cada uno de estos pro-
ductos v los disolvimos en 20 c.c. de agua desti-
jada, o sca que a cada c.c. de esta solucidon o sus-
pension; (segun ¢l producto de que se trate, los
corperciales, por estar adscrbidos sobre cloruro
o sulfato de amonio se disuelven y en los expe-
rimentales queda en suspension  la materia de
carga), le corresponden 0.010 gr. de la muestra.—
Tomamos cuatro series de tubos de ensayo (de
10 tubos cada unz) procurando que todos fueran
iguales para evitar hasta lo posible errores de
apreciacion, por diferentes diametros o trans-
parencias y se numeran de 1 a 10, colocandose
diferentes concentraciones de la enzima en cada
tubo, al primero se le afiaden 0.3 c.c. de las solu-
ciones o suspensiones representativas de cada
muestra y al altimo 3.0 c.c. de las mismas, va-
riando los intermedios de 0.3 en 0.3 c.c— Para
tener igual volumen en todos los tubos vamos
complctando &ste hasta 3 c.c. con agud destilada

Tubo 12345678910
Agua 27 24 21 18 1.5 1.2 0.9 0.6 0.3 0.0
Rendidor 0.3 06 09 1215 18 2.1 24 2.7 3.0
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El substrato sobre ¢l quc va a actuar la enzi-
ma es la caseina: de la que preparamos una so-
lucién con las siguientes caracteristicas: Pesa-
mos exactamente 0.1 gr. de caseina y la disolvi-
mos en 5 c.c. de NaOH 0.1248 N y 25 c.c. de agua,
nirviéndola durante unos 10 minutos para lograr
s total disolucion, la dejamos enfriar y reposar
v le afadimos HC! Lasta lograr un pH aproxi-
mado de &3, diluvéndolo todo con agua destila-
da hasta un volumen de 100 c.c.— Kl indicador
alcoholico—acético lo hicimos cn lag proporcio-
nes que indica el mectodo .

Fl fundaraento de este mdtodo cs el siguien-
te: La casecina cs soluble en un medio alcalino, al
suprimirse éste por la adicion de algtn acido, su-
fre una precibitacion, notandose un enturbia-
miento en la solucion que la conticne.— La ca-
seina va preparada se deja hidrolizar durante
una hora,, en aquel tubo de la seric 7 en los si-
guientes en que Asta hidrolisis sea completa, se
nota que no hay ningun enturbiamiento, perma-
neciendo la solucion completamente clara.— Se
toma como base el Gltimo de los tubos en que
permanece la golueidn clara.

La turbiedad producid . se dcbe al incremen-
to de acidez que sufre la ¢ seina al ser tratada
por el preparado enzimatic —El error del mé-
todo estriba en la dificulc. « para determinar
donde permanece clara la solucion y donde prin-
cipia a onturbiarce, ya que la diferencia entre
un titbo v otro es muv pequena.

T.os resultados que obtuvimos fueron los
giguientes: ’

A—Producto experimental con serrin §
B—Producto experimental con caolin entre los
tubos Ty 8
C—Producto Industrial Nam. 1., 2
D--Producto Industrinl Nom. 2. !
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I.a comparacion entre los dos métodos efec-
tuados, nos permite decir, por los valores obte-
nidos de este ultimo, que no proporciona la exac-
titud necesaria para establecer la capacidad hi-
drolitica de una muestra comercial, dandonos
solo wna idea —bastante aproximada— acerca
de esta actividad.— Posiblemente la exactitud
del método aumente cuando se comparan dos
muestras o mas del mismo producto, pero en ¢s-
te caso, en que hay una variacion en las mate-
rias de carga vy en las composiciones de los pro-
ductos comparados, no puede usarse con la sz-
guridad de obtener un resultado aceptable para
anilisis industriales.

Producto Meétodo de Moétodo de
1.olhein-Volhard. Gross-Fuld.

A 10C.00 106.00 <&

B 66 38 ¢ 66.32 <¢

C 200 00 ‘o 250.00 <o

D 98.32 % 125.00 %
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CAPITULO CUARTO.
Discusiones.

Esta partc del trabajo es la mas importante
y su desarrollo esta basado en el estudio ante-
rior. y nos permitird hacer concluciones que de-
finan la posibilidad de establecimiento de una
planta productora de rendidores a base de enzi-
mas pancreaticas.

I.a parte econdmica de la instalacion de la
misma no se ha estudiado en este trabajo por
estar fuera del tema que se desarrolldé.— Para
poder afirmar categéricamente !la conveniencia
o inconveniencia scondmica del producto que se
desea obtener, es necesario estudiar a fondo los
signientes puntos:

1.—Costo de ]a materia prima.

2.—Costo de la instalacion de la planta.

3.—Costo de.la maquinaria (incluyendo su con-
servacion y reparacion).

4,—Costo de la operacién.

5.—Costo de la mano de obra.

6.—Toda la serie de costos que sin intervenir
directamente en la fabricaciéon del producto
deciden el precio del mismo.

Nosotros sélo veremos el asunto desde el
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punto de vista mas genceral, considerando las di-
ticultades técnicas que pudieran presenterse.

1.— Materia Prima.

La materia primza s¢ encuentra en la canti-
‘dad necesaria para ¢l establecimiento de una
planta, que alcanzaria a cubrir las necesidades
del mercado nacienal. y una vez gatisfecho éste,
atin quedaria una parte disponible para la ex-
portacion.— La materia prima basica en el pro-
ceso es el pancreas, pudi¢ndose usar indistinta-
mente el del ganado porcino o vacuno.— Esta
glandula se usa en nuestro medio como fuente
de alimentacion barata y de baja calidad, su su-
presion como tal, no seria un obsticulo por ser
poco solicitada, ademis, al transformarsele en
un producto de aplicacion industrial. aumenta-
ria su valor original.— El nimero de caezas de
ganado que s¢ gacrifican en los rastros oficiales
del pais, alcanza a cubrir perfectamente ¢l gasto
que del producto transformado se hace.

De las otras materias primas que se cm-
plean ¢n su olaboracion. son las sales de amonio

las matcrias de carga las mas importantes
Las materias de carga, ademas de encontraise
en abundancia en el mercado, pueden dentro de
ciertos limites ser reemplazadas unas por otras,
por lo que su obtencién no es ninglin problema.-
En cuanto a las sales de amonio (producto muy
importante en la elaboracién de este producto,
ya que son esenciales por la accion activadora
que ejercen, pudiendo también ser empleadas
como carga) no hay ninguna dificultad para con-
seguirias en el comercio, tltimamente se ha ins-
talado una planta de sulfato de amonio para fi-
nes agricolas, pero perfectamente utilizable en
el proceso con una capacidad de produccion de
cerca de 200 toncladas diarias.
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Las otras substancias que entran en el pro-
ceso, v que pueden ser consideradas como mate-
rias primas, serian el cloroformo, acidos clorhi-
drico v sulfiimco que también pueden encontrar-
se sin dificulted en ol mercado.

Uno de los puntos en que sc debe tener cui-
dado ¢s on la cantidad v calidad del agu: que se
va a utilizar on ¢l proceso, la solueion a esto cs-
tara eon la localizacidon de la planta, buscindosc
que hava agua suficiente y de una calidad satis-
factoria.

2. —Lugar de colocacion de la plania.

En este aspecto también  consideramos la
parte téenica, sin tomar en cuenta la parte eco-
nomica o social que su localizacion represente.

Hay dos factores que influyen principal-
mente en ¢sto:

a) Cantidod y calidad del agua de que s
disponga. v

b) Facilidad de acceso del pincreas.

a) Esta parte ya csta considerada cn el in-
ciso que trata de la materia prima.

b) En cuanto a la facilidad de acceso del
pancreas, es muy importante que éste llegue al
tratamiento perfectamente conservado .

Para ésto hay dos soluciones:

1.—Colocar la planta en un departamento
anexo al rastro o matadero que va a proporcio-
nar la materia prima, asegurandose de esta ma-
nera que no ha sufrido ninguna descomposicion
vy empledandose completamente fresca con lo que
se evita la pérdida de actividad que pueden su-
frir las enzimeos 2l sobrevenir la descomyposicion
bacteriana.
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2.— Buscar la colocacion de la planta en al-
gun lugar conveniente, aun cuando no esté en las
inmediaciones de ningtin rastro, v recibir de ¢stos
el pancreas perfectamente refrigerado.

3.—Proceso de elaboracion.

El proceso vo intimamente ligado con la
maquinaria v equipo que se necesita para la pro-
duccién, por lo que lo veremos primero para sa-
car dn ¢l las caracteristicas del equipo.

Este procnso no es dificil pero hay necesidad
de llevar un control bastante cuidadoso de algu-
nas de sus oneraciones.— Ya ha sido deserito en
capitulos anteriores, por lo que solo  menciona-
remos los pasos de que consta, y algunos valores
cuyo control se debe vigilar.

a). Molienda y maceracion del Pancreas.

Debe ser 'o mas completa que sea posible a
fin de lograr ol maximo de rendimiento durante
la extraccion.

b) Sceado de la glindula macerada.

Fste es un paso que se puede suprimir, sin
embargo es conveniente efectuarlo para facili-
tar la extraccion, debe buscarse que éste sea lo
mas completo poxible, usando siempre una co-
rriente de aire seco o algin otro medio que no
eleve Ja temperatura a mas de 40" C.— El tiempo
de operacion 1.0 debe nasar de dos a tres horas.

¢) Extraccion del producto activo.

Se debe cuidar la calidad del agua, ya que
aunque no es normal. pudiera contener ésta al-
gun inhibidor o téxico.— El tiempo de extrac-

— 02



cion debe ser de 24 horas manteniendo lu tempe-

ratura entre los 15 y 25" C. y el pH de extraccion
entre 4 y 5,

d) Prensado y filtrado.

Tiene por obicto separar el extracte activo
del resto de la materia que hay en suspensioén
(grasa, tejidos etc.).— Es conveniente que el
filtrado sea lo mis completo posible, para evitar
pérdidas de la substancia activa que podria irse
con el residuo soélido.

¢) Mezclado con la carga.

En este mezclado, la carga puede anadirse
en muy diferentes proporciones, segin la con-
centracion que se desee tener en el producto ter-
minado, lo que debe buscarse siempre, es que
quede perfectamente incorporado con ¢l mate-
rial de relleno.

f) Secado.

Fsta operacion también debe efectuarse a
temperaturas inferiores a 40" C. para no des-
componer la enzima.— Es conveniente el empleo
de una corriente de aire seco.

g) Molido.

Una vez seco el producto debe molerse per-
fectamente de tal manera que quede un polvo
bastante fino que pase cuando menos la malla
100.— Esta molida ademas de dar la finara re-
querida, ayuds a lograr la homoger‘lizaf::.én del
producto, proporcionando una aplicacion mas
cémoda v exacta del mismo. -

Ademas hay otra serie de operaciones que
se nccesitan efectuar antes de enviar el produc-
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to al consumidor, como son: el pesado, empaca-
do, etc., pero éstas pueden llevarse a cabc de unu
manera completamente normal.

4.—Maquinaria y equipo necesario para montar
la planta.

Una vez visto el proceso se nota que el equi-
po no es complicrdo.— Como partes esenciales
tenemos necesidad de instalar: molinos de car-
ne, compresoras de aire o algan otro medio para
lograr una corricnte del mismo, como podrian
ger extractores de aire, etce.; tanques de extrac-
cién provistoc de un dispositivo agitador: revol-
vedoras o mezcladoras, molinos ordinarios para
el producto terminado y alguna otra maquina-
ria sencilla.

Todo ésto puede ser adquirido en el merca-
do local, y si no fuecra posible conseguirlo de las
caracteristicas deseadas, puede ser disenado ¥y
encargado a las casas constructoras.— Esta es
en general la maquinaria o equipo indispensable
para la fabricacion del producto, variando tni-
camente las unidades segin la capacidad de pro-
duccién de la planta.

5.— Subproductos.

Los tnicos subproductos del proceso serian,
la grasa que viene con el pancreas, y que repre-
senta un buen porcentaje del peso de la materia
prima; y el residuo que resulta del prensado, ¥y
del filtrado o colado de los juges activos.

Para la primera cuando menos, seria facti-
ble mediante transformaciones no muy costosas
fabricar algin tipo de jabén o detergente, que
permita abaratar el producto principal.
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6.—Mercado.

El mercado que tiene este producto en Mé-
xico, es lo suficientemente amplio para justificar
la instalacion de una planta que lo produzca,
siempre y cuando el producto obtenido pueda
competir ventajosamente en calidad Yy precio
con los productos importados.

En la actualidad, todo el que se consume
provicne del sxtranjero.— Segun los datos pro-
porcionados puT la ‘‘Armour Research Founda-
tion" y el Banco de México, se sabe que en el ano
de 1940 el 100« del producto era importado.
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CONCLUSIONES.

1.—Extraccion: Se observé en el curso de este
trabajo que J2 extraccién de preparados ac-
tivos por el método de “Secado y ulterior
extraccion con disolventes” es satisfactoria.

2.—Carga: En las experiencias resefiadas se
observd que el mayor rendimiento es obteni-
do usando serrin como adsorbente, y sales
de amonio como carga.

3.—Control de la actividad: Para medir la acti-
vidad enzimatica en preparados pancreati-
ticos, se puede usar el método de Lohlein—
Volhard, con bastante exactitud; cuando se
tiene una base de comparacién, se usa el
método de Fuld—Gross.

4 —Materia prima: Por los datos estadisticos a
los que se hace referencia, se observa que se
dispone de suficiente cantidad.

5.—Volumen de consumo: Dado que la industria
peletera en México esta Dbastante desarro-
llada, el producto tendria suficiente merca-

do.

6.—Importancia gue tendria la instalacion de la
planta: Ayudar a la independencia indus-

trial de México.
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