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INTRODUCCION

El método de curtir pieles es una actividad que se ha realizado
durante muchos afios atras y que ha sido transmitida de generacion en
generacidon,

Actualmente, el proceso que se usa para curtir pieles es el llamado
curtido al cromo, proceso que posee algunos inconvenientes como lo son
principalmente el gasto irracional de agua y el uso de sustancias
quimicas (entre ellas hidroxido de calcio, hidroxido de sodio y sulfuros)
gue generan residuos toxicos. ‘

De esta forma, aguas residuales, desperdicios, basura y
contaminacion son algunos de los “regalos” que actualmente brinda ia
industria de la curtiduria.

Una de las principales preocupacicnes de esta industria, es adquirir
la capacidad de disminuir de alguna manera la cantidad de agua
consumida y los efluentes generados, ademas de reutilizar los desechos
generados.

Recientemente se ha desarrollado un método de curtido llamado
proceso Xipe (Del Cueto, 1991), caracterizado por el consumo minimo de

agua y el uso de sustancias que no generan residuos peligrosos.



Introduceidén

La presente investigacién permitira, medignte el curtido de
materiales de bajo costo como piel de patas de pollo y piel de cazén, la
recuperacion de los subproductos generados empleando el método Xipe
con lo que se pretende promover este méiodo de curtido gue presenta
como ventajas sobre el método tradicional entre otras, el menor consumo

de agua y la generacion de efluentes mayoritariamente no téxicos.

Asi mismo, se pretende la caracterizacion de los subproductos
empleando algunas técnicas, como son cromatografia de exclusidn
molecular y analisis de aminoacidos, las cuales nos permitiran identificar
la posible presencia de algunas proteinas impertantes como colageno y/o
elastina, principalmente. De esta manera se crea la posibilidad de su
utilizacion por ofras industrias, como podrian ser ia cosmetoldgica,
farmacéutica y/o alimentaria, ademas de contribuir a la conformacién de
una nueva industria del curtido de pietes de pollo y cazén.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

s Caracterizar los subproductos generados mediante el proceso de curtido
de pieles de cazon y patas de pollo empleando el método Xipe.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Establecer el nivel éptimo de alcali que permita el mayor rendimiento de
los componentes proteinicos, sin afectar las caracteristicas de la piel

curtida.

. Caracterizar mediante cromatografia de exclusion molecular los

componentes proteinicos presentes en los residuos obtenidos.

. Establece perfiles de aminoacidos de las diferentes fracciones proteinicas

obtenidas en la cromatografia de exclusién molecular.
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ANTECEDENTES

1.1 HISTORIA DEL CURTIDO EN MEXICO.

Dentro de las industrias mas antiguas se encuentra la industria de la
curtiduria, que pretende conservar las pieles, mediante el empleo de ciertas
sustancias quimicas, con el fin de que estas puedan ser utilizadas y
comercializadas.

Antiguamente los hombres mataban animales para alimentarse y
aprovechaban sus pieles haciendo cobijas para protegerse del frio.

En México las pieles mas usadas eran, obviamente, las propias de los
animales de la region, fales como ciervos y pumas. En México, la
elaboracion del cuero curtido se remonta a épocas anteriores a la conquista;
poco a poco los indigenas fueron desarroltando habifidades para curtir las
pieles sin conocimiento cientifico alguno, pero si como tradiciéon ylo
artesania. Sin embargo, fue hasta el siglo X!X cuando el curtido comenzd a
desarroliarse como pequeria industria y pronto empezé el establecimiento de
algunos centros curtidores en Michoacan, Jalisco, Guanajuato y Veracruz;
sin embargo, este proceso presenta algunas desventajas como son, un
elevado consumo de agua y la generacion de efluentes toxicos; estas

caracteristicas lo convierte en un método poco ecoldgico.

Actualmente la operacion del curiido adn se realiza de manera
tradicional a pesar de que ya existen algunas propuestas para curtir de una

forma mas ecoldgica.
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1.2 PROCESO DE CURTIDO TRADICIONAL.
1.2,1 Conservacioén de la piel.

Es ideal que el curtido de [a pief se lleve a cabo momentos después
de la obtencion de la misma, sin embargo las distancias entre las tenerias y
los rastros generalmente son grandes por lo cual se aplican métodos de
conservacion de las pieles.

Su principal fin es controlar el crecimiento de las bacterias
proteoliticas que degradan a la piel y extraer la humedad. Actualmente el
curado en tanques de salmuera con paletas rotativas es el procedimiento
mas comun. La salmuera y el salado deshidratan (por 6smosis) alrededor
del 43-60 % del contenido acuoso original (Padilla, 1977).

En algunas ocasiones suelen utilizarse algunos conservadores, como:
fluoruro sddico, naftaleno con acido bhérico, 6xido de zinc y metabisulfito

sodico.

Existen algunas propuestas de conservacion sin sal para las pieles de
vacuno, una de ellas es la mezcla de sulfito/acido acético y también un
procesado con solventes (acetona a pH 4.5-5.0 y alcohol-éter), las cuales
requieren procesos mas complejos y tienen como finalidad disminuir la carga
bacteriana evitando la degradacion de a piel (Broitman, 1972).
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1.2.2 Remojo,

Se realiza para eliminar materia extrafia como estiércol, sangre, barro,
etc.; ademas de solubilizar parcialmente las proteinas globulares y reducir el
contenido de sal de la piel, rehidratando ias células de la misma para que de
esta manera recupere humedad y se reblandezca la piel, con lo cual podra
llevarse a cabo el curtido de una manera satisfactoria.

El proceso de remojo es importante para los procesos posteriores,
generalmente se hace en bafos cilindricos en los que a las pieles se les
afiade agua (4-15 litros / minuto por kilogramo de cuero), ademas de
detergentes y desinfectantes para evitar la proliferacion de microorganismos.
Las pieles son removidas con una paleta giratoria, esta agitacién flexibiliza y
ablanda las pieles. También suelen utilizarse pilas, tambores giratorios de
eje horizontal o paletos (ruedas con aspas y paletas) (Hansen, Ockerman,
1994). ‘

El tiempo de remojo varia de 18 a 20 horas, dependiendo del tipo de
piel que se desee curtir. El aumento de tiempo y temperatura favorecen el
efecto del remojo al ayudar a la dispersion de las proteinas globulares. Se
recomienda trabajar con temperaturas del agua de 10-20 °C, temperaturas
mas elevadas pueden aflojar el cuero y engrosar la fibras perjudicando los
pasos posteriores del curtido y obteniendo pieles de mala a mediana

calidad.
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El agua empleada debe de estar libre de materia organica y hierro que
pudiera manchar los cueros; los cueros remojados inadecuadamente
tardaran mas en depilarse.

1.2.3. Depilado,

La piel debidamente hidratada, limpia y con parte de sus proteinas
eliminadas en el remojo, pasa a la operacién de depilado, cuyo objetivo es la
eliminacion de los pelos, ya sea destruyéndolos o madificando el tejido
epidérmico alrededor del bulbo piloso, ademas tiene como propdsito atacar
el sistema lipoprotéico que lo rodea y acondicionar la piel para las

operaciones posteriores al curtido.

El depilado se realiza comGnmente utilizando métodos quimicos, sin

embargo en algunos casos se recurre a métodos mecanicos.

En la Tahla 1 se presentan las principales sustancias quimicas usadas

para este fin.

REACTIVO ! EFECTO | TIEMPO
Ca (OH), Debilita la base de los No se menciona.
Sol. Saturada ~ foliculos
Na,3 Disuelven el pelo. 24 a 48 horas
o sulfhidrato
sbdico
Broftman B. 1972. Tabia 1

Aguitar R. 1990.
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Al utilizar hidroxido de calcio como agente depilante el proceso recibe

el nombre de "encalado”

El hidréxido de calcio, aunado al sulfhidrato sédico, actdan sobre las
proteinas del pelo hidrolizandolas, destruyendo su estructura gradualmente
y finalmente solubilizandolas como moléculas mas pequenas.

El encalado no solo actGa sobre las protefnas, sino también sobre
algunos lipidos, se lleva a cabo la saponificacion parcial de las grasas y se
suaviza el cuero modificando las fibras colagenas. (Aguilar, 1980). Este
proceso se favorece con ia adicién de sulfuro de sodio, disminuyendo el
tiempo de depilado. Las concentraciones utilizadas varian dependiendo del
tipo de cuero que se desea obtener y del uso que se le dé a los residuos
sofidos (pelos). Una concentracion alta de sulfuro de sodio aumenta la
cantidad de pelo solubilizado, haciendo imposible la posterior utilizacion de

estos residuos.

El tiempo de depilado varia de 24-72 horas de acuerdo a la
concentracion utilizada de hidroxido de calcio y sulfuro de sodio. Utilizando
pH elevados (superiores a 11.5) y temperaturas altas, el pelo se puede
disolver en unas horas. Si el pelo no se destruye o elimina mediante
métodos quimicos, entonces sera necesario utilizar tambien un metodo

mecanico (Hansen, Ockerman, 1994).

En el caso del curtido de pieles de pescado se realiza el desescamado,

utilizando soluciones de dlcalis como carbonato de sodio u
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dxido de calcio, conteniendo sulfuro de sodio, durante un periodo de 24-48
horas {Aguilar, 1990).

1.2.4. Desencalado.

En el desencalado los cueros se lavan para eliminar excesos de alcali
(cal) y grasas, ademas de proporcionar a la piel un pH adecuado para la

etapa posterior {rendido).

El exceso de cal puede encontrarse en la piel como:
a) Calcio fijado por la piel.
b) Calcio sin fijar en forma de solucién o suspension.
c¢) Calcio en forma de jabones.

El calcio que se encuentra en solucién o como jabones se elimina de
manera rapida por accién del agua, mientras que para eliminar el calcio
fijado por la piel, es necesario la adicion de cloruro de amonio o sulfato de
amonio, para formar sales de calcio que son faciimente solubles.

Durante el desencalado, la temperatura se eleva graduaimente
Javando con agua caliente, alrededor de 40-45 °C. Deben evitarse las altas
temperaturas pues de lo contrario pueden llegar a dafiarse las fibras suaves

de la piel.

En algunos casos, como por ejemplo el cuero de cerdo es necesario

adicionar sustancias emulsificantes o agentes tensoactivos, como alcoholes

15
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grasos superiores o sales de amonio cuaternario, para facilitar la extraccién
de grasa y poder condinuar con el proceso de curtido (Hansen, Ockerman,
1994).

En esta operacion es importante el ajuste del pH. El desencalado
debe solubilizar |la cal absorbida y colocar al cuero en el pH deseado. El
desencalado debe ser gradual y controlando el pH {(Aguilar, 1990).

En las operaciones de descalcificacion el pH se reduce desde 10-13
hasta aproximadamente 8-9 (Hansen, Ockerman, 1994).

1.2.5. Rendido.

Antiguamente este proceso consistia en tratar la piel con excremento
de perro, debido a que las bacterias presentes en el excremento producian
ciertas enzimas profeoliticas {(Elizalde, 1973). Este proceso también es

conocido como apaleado.

En este proceso ocurren varias reacciones de tipo enzimatico, dentro
de las principales se encuentran la digestion y disclucion de algunos
componentes proteinicos distintos al colageno, de esta manera se tiene un
colageno mas puro, favoreciendo a las etapas posteriores del proceso de

curtido y ayudando a obtener pieles de buena calidad.

La operacion de rendido se realiza en un bario tibio a pH 7-9 el cual se

fogra mediante el desencalado. La presencia de sales de calcio ayuda a

16
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activar a la mayoria de las enzimas del proceso, generalmente estas
enzimas son de naturaleza proteolitica, como las que se indican en la tabla
2.

ENZIMA [ CARACTERISTICAS

PROTEASAS }
a)Exopeptidasas |Son activas solo sobre compuestos simples con une o
mas grupos terminales polares, como amino y
carhoxilo

b)Endopeptidasas [Hidrolizan compuestos sin grupos terminales polares
libres. Como fripsina y gquimotripsina

c}Tripsina Es capaz de digerir las proteinas desnaturalizadas en
medio alcalino. Generalmente se obtiene del pancreas
L de cerdo.
d)Elastasa Enzima pancreatica que degrada a la elastina,
Tabla 2

Actualmente las soluciones para el rendido son soluciones de enzimas
de origen microbiano, fingico (con frecuencia salvado) o animal. (Hansen,
Ockerman, 1994).

La ufilizacidon de las enzimas puede quedar ejemplificada en el
diagrama 2.Se ctee que el rendido elimina la elastina y algunas otras
proteinas degradadas, pero también se cree que el fin del rendido es

cambiar el orden estructural de las fibras de colageno.

Un rendido incompleto provocara dureza, por la inadecuada separacion
interfibrilar lograda; y por la presencia de productos de degradacion
proteinica, La rapidez con que se lleve a cabo este proceso depende, al

igual que en procesgs anteriores, de la temperatura, el pH y por
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supuesto la concentracién ehzimatica, pudiendo tardar desde unas horas,
hasta 16. Generalmente el desencalado y el rendido se realizan
simultaneamente

PROCEDIMIENTO PARA EL USO DE ENZIMAS EN EL RENDIDO

Lavado de la piel con
(NH,)280; 5%
15 min.

Lavado de la piel con
{NH,).50, 5%
15 min.

!

[ Adicion de tripsina |

{ Reposar 30 min. |
Aguilar R. 1990 Diagrama 2.

1.2.8. Picle.

El principal objetivo de este paso en el método de curtido, es el de
lfevar ai cuero a un pH acido, que sera el adecuado para el curido.

Para el cutido al cromo {método de curtido mas popular en la
actualidad), es esencial tener las pieles en condiciones acidas (pH menor a
3), para que de esta manera las sales de cromo insolubles en medio alcalino
no precipiten sobre ias fibras del cuero. A consecuencia del descenso del
pH, el picle puede funcionar para preservar las pieles y/o para ser
procesadas inmediatamente.
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Normalmente en el picle se utilizan acido sulfarico y cloruro de sodio.
El método general de picle consiste en colocar el lote de pieles rendidas en
un paleto o tambor, afadir agua para sumergir las pieles y luego adicionar la
cantidad adecuada de sal sobre la base de la solucién. Esto se somete a
agitacion, posteriormente se agrega la cantidad requerida de acido y se
continua el picle durante el tiempo deseado, el cual depende de la teneria
en particular, Generalmente el tiempo fluctiia entre 8 y 24 horas para llegar
al equilibrio, aunque no siempre se alcanza esta condicién y a veces suelen
emplearse tan solo 1.5 horas. Mediante esta operacién se alcanza un pH de
entre 2.5 y 3.8, aunque no se cuenta con cifras exactas ya que depende de
muchos factores enfre los que se encuentran el equipo disponible, el tipo de
piel, los métodos empleados en las operaciones previas al curtido y el
criterio del curtidor.

El acido solo actlla de manera importante por arriba del 3 % en base
al peso de la piel depilada, la adicion de cloruro de sodio evita un
hinchamiento drastico gue reduciria la penetracion del agente curtiente.

A veces, para el curtido al cromo se prefiere la utilizacion de acido
férmico, lo cual aporta un enmascaramiento o amortiguamiento det curtido al
cromo: la utilizacion de este sistema amortiguador disminuye la posibilidad
de hinchamiento acido y puede dar como resuitado una piel mas tersa y

uniforme.

|as transformaciones quimicas que sufre la piel durante el piclado son
fundamentalmente el cambio de cargas, de negativa que tenia durante el

19
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apelambrado a posifiva. Esto permite unirse a los iones sulfato de Ia
solucidn curtiente de cromo, que se agregara en el paso siguiente.

Oftra manera de amortiguar las soluciones de &cido en el picle es la
adicion de acetato de sodio. En la tabla 3 se comparan los 2 métodos con
base en el pH a gue se llega en fas condiciones descritas

REACTIVO CONCENTRACION pH TIEMPO.
HCOOH y | 5% de HCOOH de 85% de 25-28 De8ai2
NaCl. conc. Y 1:10. NaCl al 15%. horas.
NaCl, (SO, v 1.7% H,SQOy 2.5-3.5 De8az24
H,S0,. horas.
Aguiar, 1990, Tabla 3
Padilia, 1977.

Algunas veces se utiliza ademas del agua, sal y acide sulfirico;
algunas sustancias como formaldehidos y sulfato de aluminio, entre ofras.
Estas sustancias son débilmente curtientes, provocando gue la piel no sea
tan sensible a las sales curtientes de cromo.

Muchos curtidores piensan que un incremento del acido en su proceso
producira una piel mas firme o apretada; un decremento, mas suavidad y
aflojamiento (CONACYT, 1975). Sin embargo esto no se ha comprebadao,
pero se dice que un picle llevado hasta el equilibrio produce buenos
resultados, independientemente de las cantidades de acido.

Si en el picle no se utilizara [a sal, el cuero sufriria un hinchamiento

drastica y la penetracion de la sustancia curtiente seria minima. Asi, al

20
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incrementar la cantidad de acido a utilizar, se debe incrementar también la
cantidad de sal.

Por otro lado, aitos niveles de sal y poco acido, puede provocar una
deshidratacion como consecuencia de la accion de la alta concentracion de
sal,

1.2.7 Curtido.

El término curtiv se emplea para describir el procesos de conversion
de la piel putrescible en un preducte estable: la piel terminada, consiste de
colageno en estado curtido; dentro de [as principales caracteristicas de un
curtiente esta su capacidad para formar una combinacion irreversible con el

colageno, para que este sea resistente al agua.

Una de las caracteristicas importantes de una sustancia curtienfe es
su capacidad de estabilizar al coldgeno mejorando su resistencia al calor, a
las proteinasas y a los agentes promotores del hinchamiento, evitando asi el

aglutinamiento de las fibras colaginosas al secarse [a piel.

PPor o tanto el curtido al cromo puede considerarse como una

estabilizacion interna de [a estructura colaginosa.

El primer proceso eficiente de curtido fue descubierto por Augustus
Schulz (1884), patentado como “El proceso de dos bafios de cromo”, en

donde los culeros son tratados con una solucién de acido cromico producido
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por la accién de 4cido clorhidrico en dicromato de sodio o de potasio y luego
coh una solucion de tiosulfato de sodioﬁy acido clorhidrico (Broitman, 1972).

Actualmente el método mas popular para curtir pieles es el método del
curtido al cromo, debido a su rapidez y a que le da al cuero propiedades
fisicas y quimicas deseables, como estabilidad y resistencia térmica entre

ofras muchas.

Ya que éste es uno de los pasos determinantes en el curido, es
importante conocer un poco mas acerca de los procesos que se llevan a

cabo.

LAS SALES DE CROMO.

El cromo es obtenido principalmente a partir del mineral cromita,
FeCr,04, se puede pensar en esta sustancia como un éxido mezclado de
férmula FeO. Cr,05 (Brown, Lemay, 1985).

El cromo puede perder dos electrones para formar compuestos
cromosos; tres para formar compuestos cromicos y seis para formar
cromatos y ofras especies oxo. Frecuentemente el cromo se encuenira en

disolucion acuosa y en el estado de oxidacién 6+,

En disolucién bésica, el jon cromato (amarillento) CrO,* es el mas

estable y en disolucion acida se forma el ion dicromato, Cr,0,%.
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*

El cromo se disuelve fentamente en dacido clorhidrico o sulftirico

diluido liberando hidrégeno y formando el ion cromoso (color azul).

Crg + 2H'qq — Cf2+(ac) + Hyyg,

Sin embargo el ion cromo [l rapidamente se oxida con el aire para
formar el ion cromo 1l (color violeta) (Brown, Lemay, 1985),

4Cf2+(ac) + 02(9) + 4H+(ac) ? 4CI'3+(ac) + 2H20(|)

Para el curtido, el estado mas interesante es el trivalente, ya que los
compuestos cromicos que incluyen las sales basicas de cromo son capaces
de formar complejos polinucleares esiables, lo cual aporta notables
caracteristicas curtientes ademas de que el atomo de cromo forma un
enlace muy estable con el grupo carboxilo de las proteinas (colageno
principalmente). Sin embargo, a menudo el complejo mas estable resulta ser
también el mas inerte 0 menos reactivo; por lo que los complejos de cromo

trivalente son en general lentos al reaccionar.

El complejo cationico mas simple es el hexacuocromo [Cr(OH,)el®"
porta tres cargas positivas. La union de la molécula de agua con el atomo de
cromo se realiza por medio del afomo de oxigeno de la motécula OH;, el
cual contribuye con dos electrones para ser compartides entre el Cr vy el
grupo acuc Enfonces, el oxigeno del agua se carga positivamente, esta

carga provocara la liberacion de un proton.
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OH
[Ci(OHy)s* +———— [Cr(OH)s* + H*

Esta reaccién explica la acidez de muchas soluciones de sales de
cromo. La adicion de acidos minerales invierte esta reaccién y los alcalis

tienden a promoveria.

Para el curtido, las sales de cromo mas importantes son los sulfatos
basicos; la gran afinidad del grupo sulfato por el cromo trivalente provocara
la formacion de complejos hidroxisulfato aniénicos y no-ionicos, bajo ciertas

condiciones.

De esta manera, la mayor parte de |a piel curtida al cromo se produce
por medio del “proceso de un bafio”, en el cual se requiere que la piel

piclada se trate directamente con una solucion de sulfato basico de cromo.

Existen diversos métodos para prepara los licores curtientes y dentro
de eflos el mas comun y comercial es la reduccion del dicromato de sodio
(Na,Cr,07) con un aztcar reductor {como la maitosa) y acido sulfrico para
que de esta manera ocurra la reduccion de las sales a sulfato cromico
basico (también llamado “cromo”), esta reaccion es exotérmica y
sumamente violenta, por o que se recomienda tener una mezcla de acido y

bicarbonato en solucion y agregar lentamente la solucion del azicar.

E£n la practica, la oxidacion del azticar a CO» v agua no es cuantitativa

y se forman otros compuestos organicos como formaldehido, acido acético,
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acido formico, acido oxalico, principaimente. La cantidad necesaria de
azicar depende del poder reductor del mismo (Kg. de dicromato reducido /
Kg. del azticar reductor).

También suele adicionarse una sal neutra, ya sea sulfato de sodio o
cloruro de sodio, el fin que se persigue con la adicion, es regular el
hinchamiento acido (mencionado anteriormente); el hinchamiento puede
provocar una distribucion dispareja del cromo en el interior del cuero y
puede dificultar el enlazamiento enfre los grupos protelnicos.

La presencia de sulfatos neutros, como el suffato de sodio en altas
conceniraciones, origina también la formacién de complejos no idnicos

dominantes.

En las soluciohes existen los siguientes tipos de compuestos (Figura
1,2,3) (Padilla, 1977).

a)Complejos cationicos del tipo general.

yaNi

Gr Cr
N/
S0,

Figura 1

byComplejos aniénicos como: [ Cry (OH)(SO4)a*
Figura 2
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c)Complejos no iénicos.

Figura 3

BASICIDAD DEL CROMO.

Basicidad, es el porcentaje total de ias valencias primarias de los
atomos de cromo presentes que se encuentran ocupadas por grupos OH;
por jo tanto, si cada 4tomo de cromo contiene un grupo hidroxilo, el complejo
es de basicidad 33.3%, si contiene dos grupos hidroxilo es de 66.6% basico.
Ef hidréxido de cromo precipitado es de basicidad 100% debido a gque sus
tres valencias primarias estan ocupadas por grupos OH °, como se muestra

en la tabla 4
COMPUESTO % DE
BASICIDAD.
Cry(S04)s 00.00
Cr{OH)SO, 33.33
CYQ(OH);;SOq 66.66
Cr{QH); 100.00
Padilla J. 1977. Tahla 4

Las sales de cromo que se emplean en el curtido suelen tener entre
33 y 45% de basicidad, esto es porque ia basicidad puede tomar valores

fraccionarios entre 0 y 100, debido, a gue no todos los dtomos de cromo en

26



Antecedentes

la sal empleada para curtir contienen el mismo numero de valencias
primarias ocupadas por los grupos OH, es decir que la solucién en este
aspecto no es homogénea. (Padilla, 1977).

Es necesario destacar que la carga del complejo de cromo no
necesariamente tiene una relacién directa con {a basicidad.

REACCIONES QUE PROVOCA EL CURTIDO.

La mayoria de los investigadores (Padilla, 1977) concuerdan que la
reaccién inicial del curtido al cromo esta denominada por la afinidad de ios
grupos libres carboxilo de los acido aspartico y glutamico por la sal de
cromo.

La fijacion de cromo por la proteina se incrementa con el aumento en
ionizacion de! grupo COOH, teniendo que el intervalo de ionizacion de este
grupo va de pH = 2 hasta pH = 4,

La naturaleza del cromo, permite interacciones donde la proteina
{colageno)} puede considerarse un ligando coordinado, por tanfo los enlaces

tienden hacia el tipo de unidn covalente.
Sin embargo, atn mas importante s la reaccion que se da entre las

cadenas adyacentes del colageno, donde se presenta una reaccién de unidn

fransversal y las etapas en esta unidn transversal comprenden:
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A) Los complejos ya han reaccionado con los grupos carboxilo de las

proteinas.

B) Al incrementarse el pH del medio de curtido, e! sulfato asociado al cromo
va siendo desplazado por el grupo hidroxilo; estos grupos OH son entonces

compartidos por atomos de cromo trivalente.

En el proceso de curtido, conforme va aumentando la basicidad, el
tamafio del complejo cromo-colageno crece, permitiendo de esta manera la
union transversal y dando como resultado un curtido completo (figura 4).

2 OH OH
A -G s VAN
O-Cr----- Cr+ Cr-0-C-
N AN/ I
S0, ‘OH [a]
Prot Prot.
o] OH OH
gle? VAR
s T o SR Cre  ©r-0-C-
N, e \
OH OH 0
Figura 4

Respecto a la formacion del complejo, existe una guimica muy

interesante. Las sales neutras (cloruros y sulfatos), adicionadas al curtido,

representan agentes de bajo poder de formacion de complejos, esias

sustancias son llamadas agentes enmascarantes.
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La accion de estos agentes enmascarantes sobre el curtido al cromo,
se da al modificar la afinidad del complejo por la proteina, la adicion de
estos agentes modifica la migracion eléctrica del compuesto de cromo 'y la
resistencia de la sal de cromo a ser precipitada por adicion de aicali. De esta
manera, la adicién de un agente enmascarante resultara en fa formacion de

un complejo cromo-anidn-enmascarante.

Se ha observado que el ion formiato (HCOO') posee las propiedades
mas favorables de estabilizacién de todos los curtientes cromicos y forma un
complejo de propiedades curtientes particularmente buenas. Un licor con
formiato de sodio como agente enmascarante, presenta una reaccion peco

dependiente del pH.

La formacion de complejos curtientes por la reaccion entre la sal
basica de cromo y el agente enmascarante no es una reaccion rapida. Es
preciso sefialar que para lograr un verdadero efecto enmascarante, es
necesario un calentamiento o afiejamiento después de haber adicionado el

agente al licor de cromo y antes de utilizar el licor para el curtido.

Algunos curtidores prefieren tener al agente enmascarante en &l picle
como acido férmico y ofros afiaden formiatos al tambor que contiene el

agente crémico curtiente.

Durante el periodo inicial del curtido (6 horas), la queratina y la
fibroina practicamente no han fijado cromo, mientras que el colageno
(cuero) ha combinado mas de la mitad del cromo del total que es capaz de

ligar, en un curtido de 28 dias.
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Es importante destacar que después del curtido las pieles toman una
coloracion azul verdosa y son transferidas a grandes cajones para escurrir el
exceso de liquido.

1.2.8 Neutralizacion.

Después de efectuado el curtido al cromo es necesaria una elevacion
en el pH de la superficie de la piel; de esta manera es posible prepararla
para los procesos a los que serd sometida posteriormente: recurtido, tefiido,
engrasado.

Es muy importante la adecuada seleccion de la sustancia
neutralizante, la piel después del curtido presenta caracteristicas acidas, (pH
de 3.4-3.7}, por lo que se debe adicionar una base adecuada para su
neutralizacion.

Los diferentes agentes neutralizantes poseen diferentes efectos sobre
{a estructura fibrosa del cuerc. Una sobre-neutralizacion tiende a producir
una piel mas suave, mientras que una sub-neutralizacion tiende a generar
una piel firme y delgada. Para prevenir una neutralizacion excesiva o muy
drastica los agentes neutralizantes se pueden afiadir lentamente y diluidos,
pues incluso la accién del agua corriente ejerce un cierto efecto
neutralizante. En la tabla 5 se presentan algunas bases utilizadas para la

neufralizacion y sus propiedades. (Padilla,1977).
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AGENTE CARACTERISTICAS.
NEUTRALIZANTE.

Sosa cdustica (NaOH). |Por su alta causticidad y su accién astringente no
Se recomienda,
Carbonato de saodio Por su asfringencia es poco recomendable,

{NazCO3). aunque es uno de los mas comdanmente
utilizados.
Bicarbonato de sodic | Es uno de los agentes mas cominmente usados,
{(NaHCO3). pero tiende a producir piel de tacto delgado y sin
cuerpo.
Bicarbonato de amonio | Penetra mas profundamente en el cuero, provoca
(NH4HCO,). una pie! un poco mas suave al tacto que el
bicarbonato de sodio.
Bérax (NazBQy). Posee una accion neutralizante mas lenta,

evitando asi una flor torcida o estirada (de la

piel), da buena neutralizacién dejando el cuero

con una agradable redondez.

Tiosulfito de sodio Puede usarse dentro de ciertos limites, su accién
{NazS203). produce un cuero de consistencia firme.

Tabla s

El tiempo de neutralizacién es corto, entre 15 y 30 minutos
aproximadamente, aunque este tiempo suele variar de curtidor a curtidor; la
temperatura utilizada es de 30-35°C. Es necesario el emplec de lavados
para de esta manera llevar la temperatura al puntc deseado para el
siguiente proceso, asi como para eliminar algunas sales que se hayan

padido formar.

La mayoria de fos curtidores opinan que los alcalis fuertes, tales como
el bicarbonato de sodio o el hidréxide de sodio son peligrosos al utilizarlos

para neutralizar, por sus efectos sobre la apariencia final del cuero.
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Al terminar la neutralizacion, et pH de los cuero debera ser de 5.3-5.5
en la superficie y en el interior el pH debera disminuir progresivamente hasta
alcanzar un pH de 4.5 aproximadamente. Esta diferencia de pH en el interior
y superficie del cuero es importante para un tefiido y engrase adecuados.

1.2.9 Recuyrtido.

l.a piel curtida al cromo posee ciertas caracteristicas como resistencia
al calor y elasticidad intemna; sin embargo le falta firmeza, lo cual no se
presenta en las pieles que han sido curtidas por métodos vegetales, es por
eso que al recurtir el cuero con extractos vegetales, mejora la flexibilidad de
la piel, y el incremento en el poder de retencién de grasa da solidez,
consistencia y uniformidad.

Las sustancias que se utilizan para recurtir son los taninos vegetales;
el curtido vegetal se realiza en una serie de bafios, primero agitados y
después estaticos, [0s cuales contienen concentraciones cada vez mayores
de liquido curtiente. Los extractos vegetales (taninos) son las sustancias
mas antiguas empleadas por el hombre para realizar el curtido de pieles,
estas sustancias son extraidas de algunos arboles y arbustos y pueden ser
encontrados en las maderas, cortezas, nueces y hojas principaimente
(Hansen, Ockerman, 1994).
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En la tabla 6 se mencionan aigunas de las sustancias curtientes mas

cominmente utilizadas:

NOMBRE DEL PAIS DE EXTRAIDO DE % DE
TANINC ORIGEN CURTIENTE,
Castafio Yugoslavia. Madera. 6-15
Valonia Turguia. Frutos, 16 - 38

Mirabolanos India. Frutos, 25 - 48
Divi-Divi. Cenfroameérica. Frutos, 25-50
Encina Europa Central Madera. 3-10

Rios A. 1875, . Tabla 6

Los taninos son compuestos polifendlicos que se dividen en de dos tipos

de acuerdo con su comportamiento en soluciones acidas:

1) Taninos hidrolizables derivados del pirogalol. (Se dispersaran cuando

son ebullidos en solucion acida).
2) Taninos condensados, derivados del catecol. (Aumentan su peso

molecular cuando son ebullidos en solucion acida.

En la tabla 7 se presentan gjemplos de estos taninos.

TANINOS TANINOS
HIDPROLIZABLES CONDENSADOS
Almendro de la India Cicuta.

Lero de castafio Acacia australiana.
Valonia. Quebracho.
Divi-Divi Mimosa.

Carteza de roble. Gambier.

Acido tanico. Corteza de abeto rojo
Zumague. Mangle.

Hansen, Cckerman, 1994,

Tabla7
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Se dice que los curtientes vegetales se disocian en glucosa y acido
galico durante el proceso de curtido, sin embargo, el mecanismo del curtido
vegetal no ha sido plenamente establecido, por la complejidad de los
sistemas y de los fendmenos que este involucra. Generalmente se acepta
gue el curtide por medio de taninos probablemente se deba a lé union de los
enlaces de hidrégeno de los grupos fendlico y los enlaces peptidicos de las
cadenas proieicas, pero se cree que este proceso no es estrictamente
quimico, sino que también interviene la adsorcion fisica. En alguncs casos

suele incorporarse a la piel el 50% del peso de ios taninos.

Actualmente no solo se emplean taninos vegetales, sino gue pueden
emplearse compuestos sintéticos como las llamadas “syntans”, que son
compuestos quimicos sintéticos obtenidos a partir de la condensacion de
acidos sulfonicos o fenoles con formaldehido, pero también pueden ser del

tipo de resinas acrilicas.

Estas sustancias son empleadas para la elaboracion de cueros
suaves y para darle al cuero tonos blancos o pastel, debido a que presentan

un efecto decolorante sobre las pieles color verde-azulado curtidas al cromo.

Normalmente el curtido vegetal se lleva a cabo en el rango de pH 4 a
6, entonces si el cuero al cromo ha de recurtirse al vegetal, 1a neutralizacion
puede ser posterior al recurtido. El agente curtiente debe permanecer en

contacto con la piel por 1 a 2 horas (Padilla, 1877).
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1.2.10 Tesiido.

El principal objetivo de este procedimiento es mejorar la apariencia de
los cueros obtenidos, mediante el teflido pueden obtenerse cueros
coloreados. No solo se trata de conseguir el tono correcto e intensidad del
color, sino que también debe tenerse en cuenta que los colores sean
resistentes a la pérdida de intensidad, gue no se despinten y sean faciles de

limpiar en seco o lavables.

La mayoria de las pieles no tienen una pigmentacion ni un granulado
uniformes, aunque se busca que el producto después del curtido lo sea, la

mayoria de |as veces no es asi.

Ya se menciond del color que presentan las pieles después del curtido
(azul-verdoso), cabe destacar que el color es palido y puede ser facilmente

decolorado.

Existen un sin nimero de colorantes que se utilizan para el tefiido,

estos colorantes pueden ser clasificados en -

a) Anignicos. Que son sales alcalinas de colorantes acidos.

b) Catidnicos o basicos. Sales acidas de colorantes basicos.

Los catidnicos poseen escasa afinidad por los cueros al cromo por lo
que requieren de una sustancia mordente para su accién. Los mas utilizados
son los anidnicos; estos colorantes se combinan con las pieles curtidas al

cromo por medio de fuerzas de valencia primarias y secundarias.
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A continuacion se muestra una clasificacion de los colorantes

anionicos.

« ACIDOS.

Derivan su afinidad de sus grupos acidos dentro de la molécula,
incluyen colorantes penetrantes y de superficie. Pueden ser utilizados en
todo tipo de pieles; algunos poseen efectos suavizantes sobre la piel al
cromo.

¢ METALICOS.

Normalmente son acidos con un elemento metalico (por lo general
cromo) unido por coordinacién a la molécula de colorante. Son de baja
astringencia y suelen emplearse para sombreados tipo pastel.

s MORDENTES.

Poseen grupos capaces de coordinar con el cromo, el cual puede
ligarse a la union azo (N=N) o a un grupo terminal salicilato. El cromo
proviene del dicromato de sodio y algin agente reductor como la glucosa.

e DIRECTOS.

Se aplican sobre las fibras de algodén sin necesidad de un mordente.
Tifien mas a nivel supetficial que los colorantes dacidos. Pueden ser
astringentes y producir aspereza al tacto en la superficie de la piel. Poseen

poca afinidad por los cueros curtidos al vegetal.
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« DESARROLLADOS.
Poseen grupos capaces de diazatizarse. Producen un color muy

negro y muy firme.

El mecanismo del tefiido de los cueros es dificil de establecer debido
a los multiples y complicados factores que intervienen, tales como accion de
los curtientes, estructura fibrosa, neutralizacion y tipo de colorante utilizado,
entre otros. Se cree que los colorantes penetran mas facilmente que los
taninos en la piel y que comprenden los mismos principios generales de
fijacion; esta se realiza por medio de enlaces de hidrégeno, por lo que a
valores bajos de pH, mayor sera la fijacion, sin embargo, también se cree
que los colorantes directos, (accién superficial) no son absorbidos sino

atraidos mas por fuerzas fisicas gue por enlaces quimicos.

La fijacion del colorante no depende solo del pH, también depende del
peso molecular del colorante, del grado de solubilidad y de sus

caracteristicas acido base.

Broitman Kutemplon (1972) menciona en su tesis que previo al tefido
se agregan agentes emulsificantes para eliminar residucs de grasa dque
podrian dificultar el trabajo de tefiido, posteriormente la solucion del
colorante se afiade a la pieles, mencicnando gue el tiempo de contacto con
la piel dependera del grado de penetraciéon deseado y de la calidad de la piel

a tefiir. La temperatura adecuada para tefiir fluctia entre 43y 60° C.
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1.2.11 Engrase.

Esta operacion tiene comeo finalidad ajustar la firmeza o textura del
cuero lubricando las fibras. El engrasado también puede servir para
incrementar la resistencia del cuero.

El engrase de los cueros es importante pues determina las
caracteristicas de la piel terminada, no-sole fisicas sino también estéticas,
afecta el quiebre, la resistencia a la tension y el confort entre otras
propiedades.

El engrase consiste en la incorporacion de aceite al cuero, a partir de
una emulsion, lo cual se efectla previo al secado. Un engrase adecuado del
cuero es resultado del balance habilidoso de los tipos de aceite utitizados y
de los métodos para aplicarlos.

Esta operacion suele realizarse normalmente en tambores; en la
practica, los tiempos de engrase varian entre 30 y 45 minutos y las
temperaturas utilizadas son de entre 45 y 60°C (haciendo una amplia
generalizacion); el porcentaje de aceite va de 3 a 8% con proporciones
variables de acuerdo al tipo de aceite que se utilice, tipo de piel a engrasar y
las propiedades requeridas.

Es importante aplicar el aceite en forma de emulsion, generalmente
los emuisificantes se usan en concentraciones de entre el 1 y el 5%. Es
importante la homogeneidad de la emulsion, pues esto confiere mayor

estabilidad al sistema. La solubilizacion de un aceite en agua (para formar la
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emulsién), puede hacerse mediante {a utilizacion de un jabon sobre el
sistema aceite-agua, el jabdon actla como emulsificante. También puede
utilizarse acido sulfdrico, para formar un aceite sulfonado (R - SO;Na) o
sulfatado (R - O- SO;Na). Estos aceites son los mas utilizados para el
engrase de las pieles, debido a que el grupo sulfonado posee mayor poder
dispersivo que el grupo -COOH de los jabones, lo cual permite una mayor
solubilizacién y penetracion en la piel. También suelen usarse aceites
aminados, parafinas cloradas, aceites-solventes y otros.

A continuacién se incluye la tabla 8 donde se ilustra las principales
propiedades de los aceite suifonados y sulfatados,

CARACTERISITICAS ACEITE ACEITE
SULFATADO SULFONADO

Penetracion Regular Excelente
Engrase Superficial Interno
Finura de flor Excelente Mediana
Llenado Excelente Mediano
Estabilidad de emulsién Regular Excelente
Dispersion de emulsién Gruesa Fina
Estabilidad electrolitica Regular Excelente
Estabiflidad al acido WMediana Excelente
Padiilfa J. 1977, Tabla 8

Las propiedades finales de lubricacién dependeran no solo de la
calidad del engrasante utilizado, sino también del caracter fisicogquimico de

la piel y del método de aplicacion.

Se han mencionado algunos aceites utilizados para engrasar, pero los

engrasante comerciales rara vez consfan de un solo componente, ia
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mayoria de los aceites son sistemas multiples; por esto los productos
clasicamente utilizados pueden ser, aceite de manitas, de esperma, de
bacalao, de ricino, de soya, de pescado, de coco, de mantecas. El acejte de
manitas mejora la resistencia al desgarre y el de esperma de ballena posee
gran capacidad de penetracién al cuero, aumentando con esto la resistencia
al desgarre. Es importante destacar el uso de aceites minerales, pero no se
debe olvidar que éstos aunque ayudan a la penetracidn y lubricacion no son
fijados y pueden migrar. Pueden usarse aceites crudos para buscar una
lubricacion superficial.

En orden creciente de suavidad impartida al cuero se encuentran: el
aceite de manitas sulfatado, mezcla de aceite de manitas y de pescado
sulfatado y aceites marinos sulfitados, principalmente. Como regia generat
se dice que un aumento en la cantidad de aceite producird una piel mas
suave, sin embargo, demasiado aceite podria dar como resultado una piel
muy floja y sin consistencia.

1.2.12 Secado.

El secado es una de las operaciones mas importantes en cuanto a la
calidad de las pieles. Con esta operacidon se busca que el contenido de
humedad sea el mismo en el intetior y en el exterior de las pieles.

Es costumbre secar las pieles hasta un contenido tan bajo de
humedad mediante el cual se logre la fijacion de los materiales dentra de la

misma.
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El secado implica la transferencia de liquido desde un sélido humedo
hasta’ una fase gaseosa. Se prefiere el secado mediante aire, siendo
conveniente la transferencia de calor mediante conveccion;, el aire
atmaosférico siempre contiene cierta cantidad de humedad y al aumentar la
temperatura del aire, aumenta también su capacidad portadora de humedad,

por este motivo, las pieles no suelen secarse al aire atmosférico.

En el secado de las pieles es importante la posicidn en que se
sequen, se recomienda colgarlas en posicion laminar vertical y pasar el aire
hacia abajo de las superficies de las laminas, en lugar de pasario
horizentalmente. El secado de las pieles cesa cuando se ha alcanzado un
equilibrio en cuanto al contenido de humedad, alrededor de 10-12%.

Los tiempos de secado pueden ir de 30 minutos a dos o tres horas y
las temperaturas manejadas dependen del tipo de cuero, del curtido y de la
firmeza deseada, aungue generalizando se puede decir que se utilizan
temperaturas de entre 38-64°C. (Padilla, 1977). Un ascenso en la
temperatura puede provocar una disminucion en la humedad relativa
provocando, que aumente la capacidad del aire para tomar humedad. Si lo
que se busca es reducir el tiempo de secado, pueden aumentarse las
velocidades utilizadas del aire.

Sin embargo no solo existe el secado por medio del aire, también

existe el secado al vaclo, este método también utiliza el calor por medio de

placas cromadas y las temperaturas manejadas son alrededor de 40°C.
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1.2.13 Acabado.

El acabado es una de las operaciones mas complicadas durante todo
el proceso, contribuye a la durabilidad, belleza de la piel y suavidad,
proporciona at cuero una cierta resistencia a la abrasion y a ta decoloracion,
incluso puede mejorar el color del cuero, entre otras propiedades.

El acabado consiste en ia aplicacion de ciertas sustancias de
revestimiento. E! equipo empleado en la aplicacidon de [a capa de acabado
depende del producto que se utilice. L.os acabados de las pieles varian
mucho dependiendo det uso final y del tipo de superficie deseada, existen
diversas sustancias que pueden utilizarse para realizar el acabado. En la
tabla 9 se mencionan algunos materiales usados para el acabado de ia piel.

MATERIALES PARA EL ACABADO

Polimeros de acrilato.
Alblimina de sangre
Albdmina d huavo.
Polimeros de butadieno.
Caseina.

Aceite de linaza.
Nitrocelulosa.
Poliuretano.
Copolimeros de uretanc-acrilato.
Polimeros de vinilo.

Ceras frutales.

Isinglas (cola e pescado).
Shellac (excrecion resinosa de un
insecto).

Hansen, Ockerman, 1994 Tabla 9
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Los métodos de aplicacién de acabados son muy diversos y van
desde la aplicacion a mano (con brochas, estopas), espreado (con aire, sin
él o con pistola), hasta mdaquinas sofisticadas. Uno de los modelos mas
comunes para realizar el acabado es la llamada “maqguina de sazonar”, la
cual bombea liquido de acabado sobre una linea de vertido sobre un rodillo,
para ser transferido a un cepillo rotatorio gue lo deposita en el cuero.

Cuando el acabado solo permanece en la superficie y ho penetra lo
suficiente, entonces tiende a levantarse ante la flexion de la piel, provocando
un aspecto poco agradable.

Después de gue han pasado por el proceso de acabado, los cueros
deben ser secados. Uno de los procedimientos mas utilizados consiste en
hacer pasar los cueros por un largo tinel con aire calentado por vapor o por
rayos infrarrojos. Para obtener resultados &ptimos se recomienda la
aplicacién de varias capas de acabado con desecacién intermitente entre
cada aplicacion. Finalmente el cuerc es sometido al “planchado”,
procedimiento que afina la superficie de las pieles; se realiza cominmente
sometiendo al cuero a planchas de cierto peso.
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1.3 QUIMICA DEL PROCESO XIPE.

1.3.1 Generalidades.

El proceso Xipe representa una alternativa revolucionaria en la
tradicional industria del curtido de pieles, esta innovadora alternativa
presenta diversas ventajas respecto al curtido tradicional {curtido al cromo).
En el desarrollo del proceso Xipe, no se deposita material contaminante en
los efluentes y el consumo de agua reguerida es minimo (Solis, 1978).

En el afio de 1959 los quimicos mexicanos Eusebio del Cueto y Pedro
Villa iniciaron un largo camino de investigaciones personales; al final, los
esfuerzos y la dedicacion fueron coronados por el éxito. El quimico Eusebio
de Cueto llegd al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia con las bases
del "Proceso Xipe™.

El 8 de febrero de 1975, el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia,
la Universidad de Guadalajara y distinguidos curtidores presentaron a las
autoridades del pais, a fa comunidad cientifica, a los industriales del ramo y
al mundo, una nueva tecnologia para la preparacion y curtido de pieles: “El
proceso Xipe". (CONACYT, 1975)

Es importante recordar que la idea primordial de este meétodo
alternativo es disminuir en la medida posible, el consumo irracional de agua

que existe actualmente en el curtido tradicional.
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La industria del cuero tiene la no envidiable reputacion de ser una de
las mas sucias y mal olientes de las industrias conocidas (Thortensen,1985)
y es bien sabido que la mayor parte de la carga contaminante (75-80 %) en
las aguas residuales de las tenerfas del cuero al cromo, es producida por los
trabajos de ribera (llamado asi porque se realizaba cerca del rio) y
principalmente por el remojo y el depilado (Van Ulimmeren,1975)

Con el fin de disminuir el consumo de agua corriente, este método
propone la utilizacion de una disolucion acuosa salina NaCl (a una
concentracion menor a la que poseen las propias pieles) y modificar el pH,
con una hase (NaOH por ejemplo).

La tabla 10 muestra en resumen los pasos mas importantes del
trabajo que se propone mediante el procesc Xipe y el diagrama 3 muestra
dicho proceso,

ETAPA REACTIVO

Primer remojo. Disolucion acuosa de NaCl (18 -22° Be.)

Descarne, recorte | Utilizacion de disolucién acuosa de NaCl.

y lavado.

Segundo remojo. | Igual que en el primer remojo.

Depilado NaQOH a 18 °Be. (18-22°Be., T. ambiente).

Lavados (3) Con solucion acuosa de NaCl 18 °Be.

|Apelambrado Disclucion acuosa de NaCl a (18-22°Be, T. ambiente).

Lavado final, Disolucion acuosa de NaCl 18-22°Be.

Curlido. Se realiza la adicidn de cromo 33% basicidad. Los pasos
restantes se realizan de igual forma que en proceso
tradicional

Tabla 10
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DIAGRAMA DE CURTIDO, PROCESQ XIPE. PARA 100g DE PIEL.

Piel fresca

Conservar en salmuera
concentrada

!

Acondicionamiento en
400 mi sol. Salina (18° Be.)
20 min. de agitacién

——" |Residuo neutro

¥

Tratamiento alcalino
28 ml NaQH {18° Be.)

agitar 1 hr. Reposar 24 hrs.

!

Lavado con 94 m| sol. salina

este paso

Agitar 15 min. Repertir tres veces Residuo alcalino

Apelambrado con 288 ml
sol. salina (18° Be.)
agifar 15 min. reposar 24 hrs.

—’l Residuo neu‘trﬂ

Y
r DescarnadoJ

!

[ Curtido al cromo |

Recurtido, engrase,
Secado y acabado

—
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1.3.2 Principales caracteristicas en el proceso Xipe.

Como se menciond al principio, la gran descarga de residuos y
utilizacion del agua se concentran en los procedimientos previos al curtido,
dentro de estos procedimientos se encuentran la conservacion de la piel, el

remojo y el depilado, por eso el proceso Xipe se centra en estas etapas.
1.3.3 Remojo (sclucion salina).

La idea fundamental en la propuesta de del Cueto es no usar agua
como tal en los remojos, en lugar de agua propone emplear una solucién

acuosa salina.

l.a salmuera consiste en la disolucidon de una sal en agua, para; los
fines de esta metodologia, no es necesario utilizar cloruro de sodio (NaCl),
ya que pueden emplearse ofras sales como sulfato de sodio, potasa
caustica, sulfato de potasio 0 mezclas y también para casos muy especiales,
sales organicas en disolucidn acuosa, a las concentraciones que se
requieran. Sin embargo la sal mas empleada es el cloruro de sodio. La
salmuera es muy importante debido a que durante todo el proceso se

seguira utilizando.
El remojo de las pieles con salmuera provoca histéresis (migracion de

las moléculas de agua hacia el interior de la piel), dando como resultado Ia

hidratacion de la piel.
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Una vez hidratadas, las piefes se someten a un descarne manual con
el proposito de eliminar materia no deseada como podrian ser grasa, o

restos de carne.

1.3.4 Depilado.

En el proceso tradicional se utiliza NaOH y Ca{OH), para la etapa del
depilado. En este caso solamenie se utiliza una solucion de NaOH (18-
22°Be) en ningln momento existe 1a adiciéon de Ca(OH),

La solucién de sosa destruye las proteinas del foliculo piloso sin
atacar a la cistina del pelo (CONACYT, 1975); la NaOHM también permite la
saponificacion de las grasas presentes en la piel, esto da como
consecuencia la formacion de jabones, los cuales se encargan de limpiar fa

fibra colagena para su tratamiento posterior.
Es importante destacar algunas de las reacciones quimicas mas

importantes que se llevan a cabo en este procedimiento de depilado:
Primero, el colageno se combina con una cantidad apreciable de NaOH.

CoOr COO'Na"
R + Na*OH——— R + HQ
NH", NH»

{.a reaccién anterior solo se da con los aminoacidos libres o con las
cadenas laterales del acido aspartico y glutdmico.
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En el proceso se menciona que hay produccién de amoniaco debido
al desprendimiento del amoniaco de las bases volatiles presentes, por la
accion det alcali.

En el proceso de depilado tradicional se utiliza la adicion de Ca(OH), y
sulfuro de sodio, este paso ha sido estudiado y se ha llegado a la conclusion
de que adicionar Ca(OH), y sulfuro de sodio equivale a adicionar NaOH en
aproximadamente la mitad.

De esta manera, el proceso Xipe permite un ahorro en cuanto a
materiales utilizados, ademés de que la toxicidad de la solucion empleada
disminuye al utitizar solo NaOH.

1.3.5 Apelambrado.

Una vez realizado el depilado mediante la accién del NaCH, se
realizan tres ‘avados con solucion salina (igual a la utilizada en la etapa de
remojo), de esta manera se logra eliminar el exceso de alcali que presenta ia

piel.

Los lavados permitiran obtener la parte mas importante de los
residuos, es decir aquellos donde el material presente es producto de la
accion del NaOH.

Después de los tres lavados se realiza el apelambrado que consiste

en reposar las pieles en solucion salina para de esta manera obtener una

49



Antecedentes

piel con un hinchamiento y un pH adecuados para su posterior tratamiento:
el curtido.

1.3.6 Curtido.

A diferencia de! proceso tradicional, en el proceso Xipe no es
necesario ef picle para llevar a cabo el curtido con cromo, el pH de ia piel
queda ajustado después del apelambrado, la piel pasa de un pH casi de 14
(adicion del NaOH) hasta un pH de 10, valor que permite la accién del cromo

para curtir.

De aqui que el proceso Xipe, en esta etapa promueve:
+ Una mayor difusion de la solucién de sulfatc basico de cromo dentro de la
piel. En el proceso tradicicnal la difusién es lenta e irreguiar.
* No provoca el depdsito interno en la piel de sales insolubles de cromo,
dado que la solucién gue entra junto con el sulfato basico de cromo posee
un pH de 2 logrando casi la completa neutralizacion del exceso de NaQH

instantaneamente.

La operacion de curtido en el método Xipe se realiza de {a misma
manera aparente que en el proceso tradicional, excepto que el cuero esta
totalmente traspasado en 30 minutos en comparacion con €l tiempo que se
lleva el proceso tradicional que es de 8 a 24 horas (CONACYT, 1975).

50



Antecedentes

1.3.7 Subproductos generados en el proceso Xipe.

Las diferencias que presenta el proceso tradicional frente al proceso

Xipe son muy marcadas, es importante notar que estas diferencias permiten

vislumbrar varios puntos importantes a favor del proceso Xipe, por ejemplo:

« El decremento en el consumo de agua es muy significativo.

* Asi mismo, la cantidad de reactivos utilizados en el proceso Xipe es
minimo en comparacion con el proceso de curtido tradicional.

s Los residuos generados mediante el proceso Xipe no implican riesgos al
medio ambiente, estamos hablando de residuos no peligrosos.

s Finaimente y como consecuencia es probable que el costo de
implementacién de un proceso Xipe sea menor al del proceso tradicional.

En la tabla 11 se presentan los pasos empleados en proceso de
curtido tradicional y el Xipe:

ETAPA | TRADICIONAL.|  XIPE.
Conservacion. v v
Remojo. v v
Depilado. v v
Desencalado. v *
Rendido. v X
Picle. v X
Curtido. v v
Neutralizacion. v X
Recurtido. v v
Tefiido v v
Engrase. v s
Secado. v v
Acabado. v v

< si serealza. Tabla 11

X o se realiza
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Con este tipo de curtido, al final se tienen efluentes (diagrama 3), que
pueden separarse en dos fases, una liquida y una sdlida y a diferencia del
fradicional no son {6xicos

Los principales componentes de dichos efluentes se presentan en la
tabla 12

FASE LIQUIDA FASE SOLIDA
Disolucion acuosa de NaCl. Algunas Proteinas.
Disolucion acuosa neutra, basica o Proteinas y Lipidos.
acida,
Tabla 12

La fase liquida se trata posteriormente con HCI o NaOH para
precipitar los componentes de la piel que pudieran estar presentes,
coagularlos o flocularlos. El resto de la fase liquida puede volverse a utilizar
en &l proceso, Una vez que haya sido ajustada al pH v salinidad deseados.

Los componentes de la fase sélida pueden recuperarse en forma de
lodos salados a un pH adecuado. Los subproductos valiosos pueden ser
recuperados en dptimas condiciones.

1.3.8 Canalizacion de los subproductos del proceso Xipe.

El Ingeniero Eusebic del Cueto menciona que afrededor de 80,000
toneladas de proteinas queratinicas son llevadas anualmente por las aguas

residuales de tenerias del mundo. Esta cifra puede darnos una idea de la
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importancia gue tiene la propuesta de un curtido con un consumo minimo de
agua y que genera residuos no téxicos.

El adecuado ftratamiento de los desechos, su caracterizacién y

cuantificacién puede dar como resultados diversas sustancias de alto valor

agregado, las cuales pueden canalizarse a diferentes industrias como se
muestra en la tabla 13.

MEDICINA INDUSTRIA INDUSTRIA AGRICULTURA. | INDUSTRIA | INDUSTRIA
HUMANA. | ALIMENTARIA. | FARMACEUTICA, QUIMICA. | DEL CUEROQ.
Prétesis. Gelatina Hidrolizados de Forrajes. Preparacién Cuero
colageno. de semisintético
tensoactivos {*"}
biolégicos {*}
Productos | Tripas artificiales. | Medics nutritivos Abonos
para (para produccitn hitrogenados.
suturas. de antibidticos)
Espumade | Concentrados de | Cdpsulas para
colageno. aminoacidos. medicamentos.
Disoluciones | Concentrados de
de péptidos
sustitucion
de plasma

* Con poder disociante constituidos esencialmente de proteinas.
** A base de no-tejidos, en fibras de colageno.

33

Del Cuefo, 1991

Tabla 13
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1.4 ESTRUCTURA Y COMPONENTES DE LA PIEL.

Los métodos de curtido usan como materia prima |a piel, es por ello,
gque para conocer los componentes que posiblemente presenten los
residuos del proceso de curtido, es necesario conocer un poco acerca de la
composicion de esta.

1.4.1 Piel y tejido conjuntivo.

La piel forma la envoltura exierna de los organismos. Esta compuesta de
dos capas:
« Epidermis

* Dermis

.a epidermis es la capa exterior mas delgada que actla como una
barrera contra infecciones y perdida de humedad, se extiende hacia abajo
en forma de invaginaciones tubulares formando la superficie de los foliculos
pilosos (Hansen, Ockerman, 1994), esta compuesta por distintas capas de
células, en ellas puede encontrarse queratinositos y un pequefic nimero de

melanositos los cuales son los responsables de la pigmentacion de la piel.

La dermis es |la capa interna de la piel cuyo desarrollo determina el
grosor de ésta, provee la fuerza y la resistencia mecanica. Se compone de
tejido conectivo fibroso y se divide en dos zonas, la dermis papilar y la
dermis reticular. Dentro de la dermis papilar seé encuentran delgadas fibras

de colageno y elastina, debajo de esta se encuenira la dermis reticular, y
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distribuido entre estas dos se encuentran materiales compuestos de
proteinas (predominantemente fibronectina) y glicosaminoglicanos (acido
hialurénico, sulfato de condroitina y dermatan sulfato) (Morgan,
Martin,1997).

El tejido conectivo recibe este nombre porque conecta diferentes

tejides, esta compuesto de sustancias intercelulares que se ciasifican en:

¢ [ibras intercelulares.

» Componente intercelufar amorfo.

Las fibras intercelulares son el colageno, ia elastina y las reticulares.

1.4.2 Colageno.

El colageno es la profeina mas abundante en los mamiferos,
constituye una cuarta parte de su peso total; el papel mas importante que
desemperia es el de sostén de todos los organismos multicelulares. Sin el
coladgeno los animales quedaria reducidos a un montdon de células

interconectadas por algunas neuronas. (Cutran, 1990).
El colageno, es el principal elemento fibroso de la piel, huesos,

tendones, cartilagos, dientes, vasos sanguineos y cornea. En mayor o

menor proporcién esta presente en casi todos los érganos.
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Pelo,

- T Epidermis.

Gldndulas sebdceas.
~-Clndulos suderfparas.

Misculo pilierector.

(/ }6 Venas y arterias.

CORIUM.

Celulos grasas.
Fibras de coldgeno.

~— (arne.

Esquema de las Capas de la Piel.

T R S ————
Figura 5
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Ademas de su funcion estructural en fos tejidos maduros, el colageno
desempefia un papel dirigente del desarrollo tisular.

La unidad basica estructural del colageno es el tropocoldgeno, un
largo filamento cuyo peso molecular es de 285,000 daltons (Cutran, 1990) y
que esta constituido por tres cadenas polipeptidicas del mismo tamafio y su
composicién depende del tipo de colagenc (tabla 15). Cada cadena
polipeptidica del tropocolageno tiene una conformacion individual, se enrolla
hacia la izquierda, mientras que al unirse las tres cadenas (arreglo del
tropocolageno) forman una friple hélice enrollandose una sobre otra hacia la
derecha. En este caso no existen enlaces disulfuro como los hay en las
helices alfa del colageno, en el tropocolageno, los enlaces de hidrégeno
unen a las tres cadenas entre sl, estabilizandose ademas con fuerzas de
Van der Walls. (Soto, 1988). Existen varios tipos de colageno, que se
muestran en las tablas 14 y 15, pero no todos estan bien caracterizados.

TIPO DE CADENAS DISTRUBUCION
COLAGENO

| [ai(]z, o2 Es el mas abundante y ampliamente
(intersticial o fibrilary distribuido, forma fibras grandes, se encuentra
en, piel, tendones, ligamentos, huesos
cornea.

1l [ect ()} Se encuentra en adulfos sdlo en la matnz del
{intersticiat o firtar) cartilago y algunas veces en la notocorda
embrionana, forma fibra delgadas

il [ec 15 Es simifar al tipo |, pero se encuentra mas
(iIntersticial ¢ fibrilar) glucosilado, forma redes de fibrillas delgadas
que rodean y apoyan tejidos blandos flexibles
se encuentra principalmente en piel fetal,
sistema cardiovascular y fibras reticulares.

Cutran, 1990 Tabla 14
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TIPO DE CADENAS DISTRUBUCION
COLAGENO
v [e1{\), | o2(tV) Es e principal tipe de colageno en ia 1dmina
(amorfo) membrana basal. No forma fibras o fibrillas.
[at(V)l,  a2(V) Se encuentra en las membranas basales y
(amorfo} vasos sanguineos placentarios. Su esfruciura
¥ funcidn estan poco caraclerizadas

vi {1 {(V])]2, a2(Vl) Funcién desconocida.

Vit [ec (VY Funeidn desconocida.

Vil [ec 1 (Vi1 Especifico del endotelio.

{probabiemente
amorfo)

IX [e1(X)]  a2(1X), a3({IX) |[Cartilago.

X e 1(X)]a Se encuentra en la matriz que rodea a los
condrocitos hipertréficos del cartilago de la
placa de crecimiento en degeneracion en fos
sitios de la futura formacién dsea

Cutran, 1990. Tabla 15

Respecto a los aminoacidos presentes en la molécula del coldgenc
encontramos gue cada cadena tiene una secuencia de aminoécidos triple,
repetitiva, siendo el tercer aminodacido la glicina una caracteristica extrafia,
ya que esta proporcion resulta anormalmente elevada para una proteina,
siendo casi de un tercio, también la prolina esta presente en mayor

proporcion en el colageno que en la mayoria de las proteinas.

La secuencia de aminoacidos del coladgeno es notablemente regular y
periddica, ademas la secuencia glicina-prolina-hidroxiprolina se repite con
frecuencia, La molécula de colageno posee dos aminoacidos poco
frecuentes en ias proteinas, hidroxiprolina e hidroxilisina (figura 6). Contiene
también pequefas cantidades de tirosina y no contiene triptofano ni cistina
(Soto, 1988). En la tabla 16 se muestra el perfil de aminoacidos del

colageno.
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i
...—C‘ 2
HO % :‘I?H NH,CH.I‘ZHCH,CH,CHCOOH
’Ci'{xN SH—COoH OH NH,
B 5.-Hidroxilisina
H
4-Hidroxiprolma
Figura 6

Muchas veces ia lisina contenida en el colageno suele oxidarse,
dando lugar a enfaces cruzados entre las cadenas polipeptidicas, factor que
confiere resistencia al tejido conjuntivo, es asi que los enlaces cruzados son
un importante contribuyente para la resistencia tensil del colageno.

El colageno es una molécula insoluble y en estado nativo resistente a
la digestion, factor que causd muchos problemas para llevar a cabo su
caracterizacion quimica, sin embargo se descubiio que el colageno extraido
de animales jovenes si es soluble, pues su entrecruzamiento es aun
limitado. Gracias a esta caracteristica fue posible extraer la estructura
basica del colageno (tropocolageno) en forma intacta (Soto, 1988). La
molécula de colageno es muy interesante, ademas de encontrarse en gran
proporcion en los mamiferos, es una proteina muy resistente, se necesita
una carga de al menos 10 kilogramos para romper una fibra de un milimetro
de diametro. (Strayer, 1990).

Como ya se menciond, el colageno es insoluble en soluciones neutras
y & menos que sea sometido al calor o a una degradacion quimica y/o
bacterial, el colageno no se separard en una solucidn acuosa (Ramirez,
1973).
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&l colageno puede ser obtenido de forma comercial a través de una
digestion térmica e hidrdlisis, y algunas de sus propiedades se presentan a
continuacidn.

Propiedades de los colagenos comerciales

Las preparaciones comerciales mas comunes de colagenc son:
coldgenos solubles, hidrolizados de colageno y complejos polipeptidicos a
base de colageno.

+ El colageno soluble es miscible en agua y mezclas de agua-aicohol. Es
insoluble en ceras y aceites.

« Elcolageno se encuentra como una solucién en forma coloidal.

- e El colédgeno es practicamente inodorc e incoloro por lo que no afecta los
productos a los que se quiera incorporar.

e El colageno contribuye a mejorar ta humectacion de la piel, pues retiene

el agua.
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Aplicaciones del Colageno.

o Se utiliza principalmente en la manufactura de cremas y emulsiones
liguidas.

« Puede utilizarse en productos para el cabello como shampoos.

« Los hidrolizados de coladgenc pueden utilizarse en mascarillas faciales,
lapices labiales, productos para el cuidado de las ufias y otros
cosméticos.

¢ Otro uso de los hidrolizados de colageno es recubriendo alimentos y

emulsiones.

o En medicina el colageno se utiliza (en inyecciones), como cicatrizante de
heridas.

Desde el punto de vista nutricional el colageno no es una buena
fuente de proteinas, es pobre en aminoacidos indispensables. En estado
natural resiste la digestion por la tripsina y 1a gquimotripsina, sin embargo se
hidroliza por la pepsina y la colagenasa (Cheftel, Lorient, 1989).
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1.4.3 Elastina,

La elastina es una proteina fibrilar insoluble que se encuentra en las
fibras elasticas amarillas que entrelazan las capas externas de la dermis,
difiere del colageno porque es muy poco estructurada y posee
ramificaciones.

Se encuentra en muchos fipos de tejido conectivo, junto con coldgeno
y polisacaridos. Es el componente principal de las fibras elasticas que
pueden estirarse hasta varias veces su longitud y volver rapidamente a su
forma y tamario original cuando cesa la tension {Strayer, 1990}.

Los ligamentos elasticos prominentes del cuello de algunos animales,
la aorta y tejidos cardiovasculares son una fuente especialmente rica en
elastina; las concentraciones de elastina son variables dependiendo del tipo
de tejido del que se trate; existe relativamente poca elastina en la piel,

tendones vy tejido conjuntivo .

La elastina y el colageno se encuentran intimamente ligados en la
dermis y son el principal soporte de los tejidos de la piel, el colageno provee
estructura y la elastina elasticidad y flexibilidad; bajo la epidermis la elastina

constituye alrededor de un 5% y el colageno un 70% (Bolafios, 1989).
L.a composicion de aminodcidos de la elastina es muy particular (tabla

16), un tercio de sus residuos son de glicina; es rica en prolina y alanina,

contiene muy poca hidroxiprolina y no contiene hidroxilisina ni histidina,
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CONTENIDO DE AMINOACIDOS DEL COLAGENO Y LA ELASTINA

"AMINO ACIDO %aa. %aa.
COLAGENO BOVING | ELASTINA BOVINA
Ac. Aspartico 5.50 0.35
Hidroxiprolina 12.1 1.70
Treonina 2.00 0.87
Serina 2.70 0.68
Ac. Glutamico 10.00 2.40
Prolina 12.70 13.40
Glicina 19.90 22.50
Alanina 7.60 15.10
u Cistina 0.00 0.28
Valina 2.90 12.5
Metionina 0.70 0.18
{soleucina —
Leucina 4.80 10.1
Tirosina 1.30 1.40
Fenilalanina 3.70 4.40
Histidina 0.70 0.04
Lisina 4.00 0.39
Arginina 7.90 0.88
Triptofano 0.00 0.00
Total 99.6 87.2
Anson et al. 1952. TABLA16
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ademas posee pocos aminodcidos polares {acido aspartico, acido glutamico,
lisina, arginina, triptofano y tirosina) y un poco mas de aminoécidos no
polares (glicina, prolina, alanina, valina, leucina). La elastina contiene dos
derivados de aminoacidos Unicos llamados desmosina e isodesmosina
(figura 7), los cuales entrelazan transversalmente las moléculas de

tropoelastina.
Hel NH
H. .
JECH—"(CH.). i = (CH,)‘—}:H—COOH
BN HOOC & H=(CH )~ CH—QOOH
A 7( M
HOOC ) H‘
Cl
boa” Seoon

Figura 7

La tropoelastina es una proteina con un peso molecular de 70,000
daltons, aparece para ser el intermediario soluble en la biosintesis de la
elastina (insoluble). Sin embargo también se tiene evidencia de otra proteina
intermediaria (120,000-130,000 daltons) llamada proelastina; Foster vy
colaboradores aislaron esta proteina, sugiriendo que se trataba del
precursor primario en la sintesis de la elastina. La elastina tiene un peso
molecular que se encuentra entre 68,000 y 84,000 daltons (Hans).
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Se considera gue la elastina posee una elasticidad parecida a la del
caucho y se cree que esto se debe en mucho a las uniones covalentes
transversales de las moléculas en la cadena principal, similar al caso del

caucho vulcanizado.

La elastina juega un papel muy importante dentro de los organismos,
la modificacion de ta estructura y la disminucion en la produccion de esta
proteina durante el proceso de envejecimiento son en gran parte,
responsables de ciertas enfermedades degenerativas, de la aparicion de
arrugas asi como de la pérdida de elasticidad y flexibilidad de la piel.

Aislamiento y purificacion.

ta elastina comenzd a aislarse como proteina pura en forma de
hidrolizado y en solucion entre los afios 1950 y 1975.

La elastina suele obtenerse como un residuo después de que se han
removido otros componentes del tejido conjuntivo, el componente mas dificil

de separar es el cotageno.
Los tratamientos de hidrdlisis acido-base no son especificos, es por
eso que se prefiere ta hidrélisis enzimatica, debido a fa accion especifica de

las enzimas lo cual puede incluso incrementar el rendimiento.

Existen varios métodos (Bolafios, 1989) para el aislamiento vy

purificacion de la elastina entre los que se encuentran:
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1. Con cloruro de guanidina y una mezcla de HCOOH y bromuro de
cianogeno.
. Con guanidina seguida por una digestion con colagenasa.
. Con piridina y cloruro de calcio.
. Con acido clorhidrico y reflujo

2

3

4

5. Por medio de alcali caliente.

6. Medianie el uso de enzimas proteoliticas
7

. Con acido oxalico.

Para [a exfraccion de la elastina en el caso del curtido, se coloca el
cuero {curado) en una solucion de acido clorhidrico 0.1N bajo reflujo, de
esta forma se destruye la estructura del cuero quedando una capa de
elastina intacta, a pesar de las condiciones que impone el acido fuerte, la
capa de elastina no tiene en su superficie la suficiente carga por unidad de
masa para ser solubiiizada (Ramirez, 1973).

Aplicaciones de la elastina.

« Generalmente se utiliza en forma de hidrolizados.

» Los hidrolizados de elastina tienen una influencia directa sobre el tejido
conjuntivo elastico, mejorando la elasticidad.

+ lLos cosméticos que contienen elastina, aceleran el alivio de heridas y
estimulan la sintesis de elastina.

o También se utiliza en shampoos, protege al pelo de las influencias del
medio ambiente y de los detergentes alcalinos.
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Propiedades de la elastina en cosmetologia,

¢ Posee upa capacidad de enlazamiento de moléculas de agua, por lo que
actita como agente hidratante.

« Estimulacion de células de la epidermis (Da un aspecto mas joven).

+ Mantenimiento de la flexibilidad caracteristica de la piel, atenuando
arrugas.

» Mejoramiento de la piel maliratada debido a los efectos y agresiones del

medio ambiente como sol, aire y agua.

1.4.4 Proteaglicanos.

Los proteoglicanos son entidades constituidas como su nombre lo dice
por polisacaridos (95%) y proteina (5% aproximadamente) (Strayer, 1990).
Forman la sustancia base de la matriz extracelular de los tejidos conjuntivos
y pueden constituir hasta un 30% del peso seco del tejido.

Son polianiones voluminosos de alto peso molecular que retienen
agua y cationes, se encuentran como sustancia base del tejido conjuntivo,
desartollan diversos papeles en la regulacion de la estructura vy
permeabilidad del tejido conjuntivo, condicionan las propiedades
viscoelasticas de las articulaciones y ofras estructuras sometidas a

deformaciones mecanicas.

En general, sus propiedades se asemejan mas a las de los

polisacaridos que a las de las proteinas, es por eso que también se

67



Antecedentes

nombran como glicosaminoglicanos, entre los cuales encontramos
principaimente:

Acido hialurdnico (Cadena principal de los proteoglicanos)
Condroitin sulfato (A y C).

Dermatan sulfato (Condroitin sulfato B)

Queretan sulfatos [y II.

Heparan sulfato (Heparina).

Estos glicosaminoglicanos se encuentran distribuidos en diversas
partes del cuerpo, como se muestra en la tabla 17.

GLICOSAMINOGLICANO. DISTRIBUCION.

Acido hialurdnico. Piel, cartilago, corddn umbilical, cuerpo
vitreo, valvulas cardiacas.

Condroitin sulfato A. Cartilago, hueso, cornea, cartilago
embrionario.

Condroitin sulfato B Piel, tenddn, ligamentos, corddn

{Dermatan suifato). umbilical, valvutas cardiacas.

Condroitin sulfato C. Cartilago, tenddn, cordon umbilical,
discos espinales.

Queretan sulfato | Cornea.

Queretan sulfato 11 Cartilago, tendén, cordén  umbilical,
valvulas cardiacas, discos espinales. o

Heparan sulfato (Heparina). Higado, pulmédn, pared arterial.

o

Tabla 17 \
.

"
g irg

Cada uno de los glicosaminoglicanos son polisacaridas no ramificados
formados de unidades de disacaridos repetfidas teniendo un amino azdcar

como componente que siempre se encuentra en forma de glucosamina o
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gafactosamina. Todos, excepto el acido hialurénico, contienen residuos de
monosacaridos con grupos sulfatos en oxigeno o en nitrégeno.

Los proteoglicanos son (en su tamafio molecular) substancialmente
mayores que las glucoproteinas. Los diferentes glicosaminoglicanos varian
en su tamafio con pesos moleculares gue van de 10* para la heparina, hasta
10° a 107 para el acido hialurénico, el cual posee un importante papel
estructural en la formacién de agregados de proteoglicanos (White, Smith,
1983).

De esta manera tenemos que un proteoglicano es una entidad
formada por cadenas de glicosaminoglicanos unidos a la larga cadena
individual de polisacaridos del &cido hialurénico, las cuales estan
constituidas por una unidad disacarida que se repite en forma continua,
como se indica en la tabla 18

GLICOSAMINOGLICANOS UNIDAD DE REPETICION DE
DISACARIDOS

Heparan sulfato. N-acetilglucosamina y &c. glucurénico o
ac. iduronico.

Condroitin-4-sulfato. N-acetilgalactosamina y ac. glucurdnico.

Condroitin-6-suifato.

Dermatan sulfato. N-acetilgalactosamina y ac. glucurénico o
iduronico.

Queratan sulfato N-acetilglucosamina y galactosa.

Cormack D. 1988 Tabla 18
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Acido hialurénico.

El acido hialurnico forma la columna vertebral de los proteoglicanos,
consiste en una cadena no ramificada de unidades de los disacaridos N-
acetil glucosamida y acido glucoronico (figura 8), repetidas; existe no solo en

algunas partes de los animales sino también en las bacterias.

HA

coO™ CH,OH
v} O
OH ©
OH
OH t;IH
C==|
]
[_ e fn Figura 8

Su contenido proteinico no ha sido especificado ain pero se habla de
preparados con un contenido de proteina del 1 al 2%. El acido hialurénico
juega un papel muy importante en la formacion de agregados de los
proteoglicanos debido a que las subunidades de glicosaminoglicanos
(queratan y condroitin sulfato) se encuentran unidos a una cadena de acido
hialurénico, de manera que [a columna o guia principal es el &cido
hialurénico y las ramificaciones (subunidades) son el queratan y condroitin
sulfato.

Condroitin sulfatos.

Constituyen dos de los glicosaminoglicanos mas ampliamente
distribuidos, el Condroitin 4-suifato y el Condroitin 6-sulfato, estos difieren en
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la posicion del éster sulfato, es decir en el 4- y B-hidroxilo de la N-

acetilgalactosamina (figura 9), respectivamente (White et. al., 1983).

Chas _ _ Ch s -
coo™ CH,OH
%4 -gago o] coo- CH,0505
OH o
OH
OH 'l‘JH
- OH K
c ¢=0
CH, ,, {
P — L. CH: n
Figura 9

Los pesos moleculares en preparaciones de condroitin sulfato
generalmente van de 1 x10" a 6 x10* siendo la mayoria polidispersos.
Frecuentemente suelen diferenciarse de un tejido a otro en el grado de
sulfatacién v ademas pueden encontrarse independientes.

lLos sulfatos de condroitina se unen de manera estrecha al acido

hialurénico mediante [a accion de “proteinas ligadoras” que se fijan por

medio de enfaces hidrofobos al acido hialuronico y a la proteina basal.

Dermatan Sulfato

Estos proteoglicanos se diferencian de los condroitin sulfato porque
contienen acido L-idurénico (figura 10). Se encuentran también en la unidad
repetitiva pequefias cantidades de acido glucurénico, reemplazando al acido
iduronico.
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Queratan Sulfato

Figura 10

Los queratan sulfatos | y il contienen la misma unidad repetitiva de

disacarido (figura 11), sin embargo se diferencian entre sf por su contenido

glucidico global y se encuentran en tejidos diferentes. El queratan sulfato |

es aislado de la cornea y el queratan sulfato 1l es aislado del cartilago y del

hueso.

Principales funciones y propiedades de los proteoglicanos

L

Figura 11

» Tienen la capacidad de unirse al sodio y al potasio, propiedad que atrae

agua por presidon osmotica, contribuyendo asi a la turgencia de la matriz

extracelular.

« Los glicosaminoglicancs se fransforman en gel a concentraciones

relativamente bajas, utilizandose como microfiltros.

+ Se cree gque las altas concentraciones de acido hiaturénico y sulfato de

condraitina presentes en el cartilago contribuyen a su compresibilidad.
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* [a heparina es un importante anticoagulante, posee accién sobre la
antitrombina Il plasmatica,

* El acido hialurénico permite que células tumorales emigren a través de la
matriz extracelular.

» Elsulfato de queratan I contribuye a la transparencia de la cérnea.

» La gran viscosidad del acido hialurénico sugiere que pude servir de
lubricante en las articulaciones para enfermedades reumaticas

* Los proteoglicanos impiden el paso del agua a una presion externa dando
al tejido elasticidad y resistencia a la compresion.

Obtencién de proteoglicanos.

Es posible la obtencién de una mezcla de proteoglicanos y colageno a
partir de cartilago de diversos tejidos. Los proteoglicanos pueden
posteriormente ser separados mediante ultracentrifugacion.

La fraccion del proteoglicano, llamada agregados de proteoglicano
puede ser disociada y posteriormente fraccionada por uitracentrifugacion en
un gradiente de densidad de CsCl, obteniéndose &cido hialurdnico,
proteogiicanos degradados denominados subunidades de proteoglicanos y

proteinas de bajo peso molecular,
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1.5 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE PROTEINAS.

1.5.1 Separacién de proteinas

Aprovechando las diversas caracteristicas de las proteinas en
disolucién, se ha conseguido separar mezclas de proteinas basandose en:
Tamafio molecular, solubilidad, carga elécliica, diferencia en sus

caracteristicas de adsorcion y afinidad biolégica por otras moléculas,

Dentro de estas técnicas, una de las mas sencillas es la separacién
de las proteinas por solubifidad. Esta técnica puede estar dada por medio
del pH o bien la fuerza idnica del medio. Las sales neutras ejercen efectos
pronunciados sobre la solubilidad de las proteinas. A baja concentracion, las
sales incrementan la solubilidad de muchas protefhas, fendmeno que recibe
el nombre de “salting in". Las sales de los iones divalentes tales como el
MgCly v el (NH,)>S50,, son mucho mds eficaces en la solubilizacion de las
proteinas que las sales de iones monovalentes tales como el NaCl, el NH,C!
y el KCL La capacidad de las sales neutras para influir en la solubilidad de
las proteinas esta en funcién de su fuerza idnica, gue constituye una medida
tanto de las concentraciones como del numero de las cargas eléctricas
existentes en los cationes y los aniones aportados por la sal. El efecto de
solubilidad por salado esta causado por cambios de la tendencia a la
ionizacion, de los grupos R disociables de la proteina.

Por ofra parte. a medida que la fuerza idnica aumenta, la solubilidad

de una proteina comienza a disminuir. A una fuerza idnica lo
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suficientemente elevada, una proteina puede ser casi completamente

precipitada de su disolucion, efecto lamado “salting out”.

Las proteinas precipitadas por salado retienen su conformacion nativa
y pueden disolverse de nuevo, normalmente sin experimentar
desnaturalizacion. El sulfato de amonio es la sal mas usada para precipitar
las proteinas por salado, esto, debido a su gran solubilidad en agua, lo que
permite alcanzar fuerzas idnicas muy elevadas, ademdas que previene el
crecimiento bacterial y protege a la mayoria de las proteinas de la

desnaturalizacion. (Murray, 1997).

Aungue la separacion de proteinas por saturacion es muy usada,
existen técnicas mas sofisticadas y que brindan mayor informacion, tal es el
caso de la cromatografia de exclusion molecular, conocida también como
filtracion sobre gel o cromatografia de tamiz molecular 1a cual es difiere de la
cromatografia de intercambio ibnico debido a que ésta separa ios solutos
basandose en la carga eléctrica y en las propiedades acido-base de las
biomoleculas, mientras la cromatografia de exclusion molecular separa

muestras con base en su peso molecular.

En la cromatografia de exclusién molecular, la mezcla de proteinas disueltas
en un tampon apropiado se deja fluir por gravedad a lo large de una
columna empaquetada con granulos, o perlas de un material polimerico
inerte, de elevado grado de hidratacion, que ha sido previamente lavado y
equilibrado con el tampén. Los materiales corrientes para el llenado de las
columnas son geles dextranos con enlaces cruzados (Sephadex), agarosa
(Sepharosa, Bio-Gel A, Sagavac), poliacrilamida (Bio-Gel P},
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poliacriloiimorfina (Enzocryl Gel) y poliestirenos (Bio-Beads S); los cuales
pueden estar preparados con diferentes grados de porosidad interna o

determinados intervaios de diametro,

En las columnas, las proteinas de diferentes tamafio molecular van
penetrando los poros del gel en grados diferentes de intensidad y
descendiendo a lo large de la columna a velocidades distintas. Las
moléculas de proteina con didmetro mayor que el de los poros de las
particulas dei gel, no pueden penetrar en estos, por [o cual se dice que son
excluidas totalmente por el gel y permanecen por ello en el volumen de
exclusion de la columna, definido como €l volumen de la fase acuosa en el
exterior de los granulos. Por ofra parte, las proteinas muy pequefias pueden
penetrar libremente en las particulas del gel. Las proteinas pequefias
encuentran obstaculizado su pasc a través de la columna, mientras que las
proteinas de gran tamario la atraviesan con rapidez, ya que no pueden
penetrar en las particulas polimeras hidratadas.

l.as proteinas de tamafios intermedios resultaran excluidas de las
particulas enh un grado gue dependera de sus dimensiones; de aqui que se

haya introducido el término de Cromatografia de Exclusion.

El método de filtracién en gel es el mas conveniente para estimar el
peso molecular de una profeina. No requiere una proteina pura vy
homogénea (Scopes, 1986), todo lo que se necesita es un método de

deteccion de la proteina al salir de la columna.

La cromatografia de exclusion molecular puede utilizarse también
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para separar mezclas de ofras clases de macromoléculas, asi como
bicestructuras muy grandes, por ejemplo, virus, ribososmas, nicleos
celulares o incluso bacterias, simplemente utilizando resinas o geles con
diferentes grados de porosidad interna.

El proceso de filtracion en gei se ilustra en la siguiente figura 12.

Q O .' O - O . .-.-OO .“‘-Pmtel?nul'lndu
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Proteing Protelns
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Figera 2.5. Filtracién con gel. (g} Dia-
grama de una particula de get mostran. |
do les “peros” de un determinado inter-
valo de tamaiios, (&) Separacién progre-
siva de tres clases de moléeulas de
dufererte tamaho, (6) Perfit de elucidn,

(Segel, 1982) Figura 12.

1.5.2 Caracterizacion de proteinas

Por otro lado la identificacion de protelnas puede realizarse mediante
la identificacidn y cuantificacion de los aminoacidos gue en ellas se

encuentran; para ello, existe entre otros un equipo llamado autoanalizador
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de aminoacidos.

El autoanalizador de aminoécidos se basa, entre otros métodos, en la
cromatografia de intercambio iénico. Antes de aplicar una muestra, es
necesario [levar a cabo una hidrdlisis.

Los enlaces peptidicos se hidrolizan con facilidad por calentamiento, y
accion de un acido o una base. El calentamiento de los polipéptidos con
exceso de acido clorhidrico 6N entre 100 y 120°C durante 10 a 24 horas
normaimente en un tubo cerrado a vacio, constituye el procedimiento mas
frecuente para efectuar la hidrélisis completa, En estas condiciones apenas
se produce fa racemizacion de los aminodacidos. Sin embargo, no todos los
aminoacidos pueden recuperarse cuantitativamente después de una
hidrolisis acida, el triptofano generalmente se destruye por este tratamiento,
el cual provoca también la pérdida parcial de serina y treonina (Lehninger,
1977), ademas, los grupos amida de la asparragina y de la glutamina
experimentan hidrélisis completa transformandose en acidos, aspartico y
glutamico respectivamente, ademas de fones amonio libres.

Los polipéptidos pueden hidrolizarse también por ebullicién con
disoluciones concentradas de hidroxido de sodio, (hidrolisis alcalina),
aunque provoca la destruccion de la cisteina, la serina, la treonina y la
racemizacion de fodos los aminoacidos. La hidrolisis alcalina se utiliza
normalmente, solo para la valoracién por separado del triptofano, que es

inestable frente a los acidos, pero estable en presencia de las bases.

Una vez hidrolizada ia muestra, se introduce mediante un sistema de
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inyeccion y de bombeo a una resina de intercambio cationico fuertemente
acidica. El sistema se realiza bombeando un tampén a través de la columna,
cuyo pH y fuerza idnica se aumentan gradua!ménte, permitiendo que
tampones de diferente fuerza iénica y pH se mezclen en una camara de
gradiente especial eluyendo primere los aminoacidos acidos seguidos de los
neutros y por Ultimo los basicos.

El eluyente de la columna se mezcla con e} reactivo ninhidrina,
introduciendo también nitrdégeno mediante un burbujeo regular para evitar un
excesivo mezclado de los compuestos eluidos. Posteriormente, se calienta
la mezcla en un bario de aceite para desarrollar el color, se hace pasar por
un serpentin de refrigeracion y después por un detector ajustado a 570 nm
para medir el color azul producido por la reaccion del grupo amino libre de
los aminoacidos con la ninhidrina. Los aminoacidos prolina e hidroxiprolina
no poseen un grupo amino libre por o cual dan un color amarillo al

reaccionar con la ninhidrina, que se detecta a 440 nm.

Muchos de los sistemas usan dos columnas, la segunda contiene una
resina de intercambio anidnico bdésica para separar a los aminocacidos

basicos y el amoniaco.

W;*S\% "
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se dividio en tres etapas:

En la primera etapa se realizaron pruebas en el proceso de curtido
Xipe, variando las concentraciones de hidroxido de sodio con el fin de
conocer la concentracion optima, que permitiera obtener el mayor contenido
de componentes de la piel, tales como colageno, elastina y proteoglicanos
principalmente. En esta etapa se realizé un analisis fisicoquimico de todos
los residuos obtenidos al curtir polle y cazon.

Una vez conociendo la concentracidén dptima de hidréxido de sodio a
utilizar para realizar el curtido, se procedio a Hevar a cabo la segunda etapa;
donde se realizé la purificacion de proteinas utilizando cromatografia de

exclusion molecular.,

Finalmente en la tercera etapa se llevd a cabo Ia identificacion de las
fracciones obtenidas en la etapa anterior, utilizando el analisis de

aminoacidos.
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Materiales y métodos

2.1 PRIMERA ETAPA.
2.1.1 Curtido de las pieles.

Se utilizaron pieles de cazon y de patas de pollo. Ambas pieles fueron
conseguidas en fa Central de Abasto.

Para obtener cueros de buena calidad, fue necesario emplear pieles
frescas, es decir que no hayan sido refrigeradas demasiado tiempo; esto con
el fin de evitar la degradacién proteolitica de la piel.

El curtido de las pieles se realizé utilizando el procesc Xipe,

manteniendo constantes todos los parametros a excepcidon de la
concentracion de hidroxido de sodio, como se muestra en el diagrama 4.

Las concentraciones utilizadas se muestran en la tabla 19

Piel de pollo 14° Be. 18 °Be. 20° Be.
Piel de cazén 18° Be. 20 °Be. 22 °Be.
Tabla 19
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Matenales y métodos

DIAGRAMA DE CURTIDO. PROCESQ XIPE.
PARA 100 g DE PIEL,

PIEL FRESCA. |

CONCENTRADA.

CONSERVAR EN SALMUERA ‘

EXPRIMIR.

| PIEL EXPRIMIDA.
100 g

TRATAMIENTO ACIDO
HCI/ SOL SALINA 1:1. ———— | R. Ac.
*Solo para cazon

ACONDICIONAMIENTO EN
400 ml SOL. SALINA (18 °Be.).
20 min. De agitacion.

EXPRIMIR PIEL. R. N

hd

PIEL NEUTRA. E

TRATAMIENTO ALCALINO
28 ml NaOH *
AGITAR 1 hr. REPOSAR 24 hr.

l
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Maleriales y métodos

LAVADO 1 CON 94 ml. SOL. SALINA 4
AGITACION 15 min,

R—

l

PIEL ALCALINA 1.

}

LAVADO 1 CON 94 ml. SOL. SALINA,

AGITAR 15 min

RA; |—

RA; >

RA

PIEL ALCALINA 2.

L

L

LAVADO 3 CON 94

mi. SOL. SALINA |

AGITAR 15 min.

l PIEL ALCALINA 3, [

SOL. SALINA

APELAMBRADO CON 288 mi,

REPOSAR 24 hr,

AGITAR 15 min

RA;

» R.N.F

DESCARNADOQ.

|

CURTIDO AL CROMO1

* Concentracion de NaOH 14 °Be., 18 °Be., 20 °Be., 22 °Be.

R. Ac. (Residuo Acido)

R.N (Residuo Neutro).

R.A (Residuos Alcalinos).
R.N.F. (Residuo Neutro Final),

8

4

R Sdlido.

Diagrama 4




Materiales y metodos

Al variar la concentracion de hidroxido de sodio se pretende tener

diferentes condiciones en las cuales se extraen ios componentes de la piel.

De esta manera, mediante el curtido de las pieles y utilizando el
proceso Xipe, se lograron obtener residuos neutros y alcalinos con los que

se continué el trabajo. Los residuos obtenidos se presentan en |a tabla 20:

PIEL DE PATAS DE POLLO PIEL DE CAZON
Residuo Acido.
Residuo Neutro. Residuo Neutro.

Residuos Alcalinos (1,2,3). Residuos Alcalinos (1,2,3).

Residuos Neutro Final. Residuo Neutro Final.

Tabla 20

2.1.2 Analisis fisicoquimico de los residuos.

Una vez obtenidos los residuos, se procedié a realizar un analisis
fisicoguimico a los mismos, Estas determinaciones se hicieron con el fin de
conocer la cantidad de cenizas, proteina, carbohidratos, soélidos y grasa
presentes en los residuos, de esta manera se logrd saber bajo que
concentracion de hidréxido de sodio (en el curtido) se obtiene fa mayor
cantidad de proteina y carbohidralos para poder seleccionarlos vy

posteriormente trabajar con ellos.
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Materiales y méfodos

Previo al andlisis de los residuos fue necesario realizar una didlisis,
esto con el fin de eliminar la alta cantidad de cloruro de sodio presente. Una
vez dializados, se realizaron las siguientes determinaciones:

1. Determinacion de solidos totales (Mondragén, 1989. Secado en
estufa).

2. Determinacion de Proteina Total (A.O.A.C., 1990. Método 954.01).

3. Determinaciéon de Proteina Soluble (Mondragon, 1989. Método de
Lowry).

4. Determinacion de Cenizas (A.0.A.C., 1990. Método 930.04).

5. Determinacion de Carbohidratos Totales (Por diferencia).

6. Determinacion de Carbohidratos Solubles (Southgate, 1990. Método
Fenol-Sulfirico).

7. Determinacion de Grasa (Mondragdn, 1989. Extraccién en frio con

eter etilico).

2.2 SEGUNDA ETAPA.
2.2.1 Seleccidon de los residuos.

Se decidid trabajar con los residuos alcalinos curtidos a la
concentracién de NaOH de 20° Be.y adicionalmente con los residuos acidos,
ya que bajo estas condiciones se encuentran solubilizados la mayor
cantidad de los componentes de la piel, lo cual no sucede con las otras

concentraciones de alcali utilizadas.
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Materiales y métodos

2.2.2 Cromatografia de exclusién molecular.

Con el fin de purificar las proteinas presentes en los residuos
(alcalinos y acido), se utilizé la cromatografia de exclusién molecutar, para
separar las proteinas presentes y de intéres como por ejemplo colageno y

elastina.

Para poder realizar la cromatografia de exclusién molecular, fue
necesario establecer ciertas condiciones bajo las cuales finalmente se

trabajo.

Se utilizé una columna conteniendo un gel semirigido (FRACTOGEL
TSK HW-55(F) ) que consiste en polimeros de vinil hidrofilicos y cuyas
caracteristicas se indican en la tabla 21.

FRACTOGEL TSK | TAMANO DE PARTICULA PARA PROTEINAS
{mm) {(g/mol}
HW-55(F) 0.32-0.063 1,000 - 1.100,000
Biochromatography. MERCK Tabla 21

Las proteinas mas importantes para el estudio son el colageno vy fa
elastina, de esta manera puede justificarse el rango de peso molecular que

se maneja para la columna (tabla 22).
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Maleriales y méfados

PROTEINA PESO MOLECULAR (Da.)
Colageno 340,000
Elastina 68,000 - 84,000
Tabla 22

Las concentraciones de sulfato de amonio que se utilizaron para
precipitar las muestras se indican en la tabla 23.

CONCENTRACION DE (NH,),S0; PARA PRECIPITAR.
RESIDUOS DE POLLO RESIDUOS DE CAZON
30 % 30 %
40 % 40 %
50 %
60 %
Tabla 23

El diagrama 5 muestra el tratamientc que se dio a los residuos
seleccionados (Alcalinos y acido curtidos con NaOH a 20° Be.), con el fin de
separar las proteinas ahi presentes.
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Materiales y méfodos

CROMATOGARAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

RESIDUO ALCALINO Y
ACIDO 20 °Be.

!

| DIALIZAR |

v

LIOFILIZAR

| DISOLVER EN pH 12|

l

[ CENTRIFUGAR |

}

FILTRAR

|

CENTRIFUGAR ]

}

PRECIPITAR CON
(NH,);S04

|

|

CENTRIFUGAR}

| arucar}e—

.

}

RESUSPENDER
PRECIPITADO

a

COLECTAR
3

FRACCIONES
mi.

|

LEER A UNA LONGITUD DE 280nm,

39

Diagrama 5



Materales y métodos

Las condiciones de trabajo que se utilizaron en la purificacién de las
proteinas por el método de cromatografia de exclusion molecular se
presentan a continuacion en la tabla 24.

CONDICIONES
Fase estacionaria. Gel TSK HW-55(F) (MERCK)
Dimensiones de la columna. | 30 x 2.6 cm
Flujo. 1 mb/min.
Buffer. Boratos pH 12.
Concentracion de la muestra. | 0.2 %
Inyeccion. 0.5 mi,
Recoleccion. 3 mi.
Deteccion. Absorcién 280 nm. Espectrofotometro
Perkin Elmer Lambda 3B.

Tabla 24

Para la calibracion de la columna se emplearon algunos estandares

gue se presentan en [a tabla 25.

CALIBRACION DE LA COLUMNA.
Azul de dextrana (Volumen muerto).SIGMA
Estandar (P.M. 1,350 - 670,000). BIO RAD*

Estandar de Grenetina. KNOX

Tabla 25

* El estandar de intevalo de Peso molecular 1,350 - 670,000 se encuantra

compuesto de las proteinasindicadas en la tabla 26.

90



Materiales y méfodos

PROTEINA PESO MOLECULAR (Da.)
Vit. B12 1,350
Mioglobina 17,000
Ovoalbumina 44 000
Albumina 68,000
Globulina 158,000
Tiroglobulina 670,000
Tabla 26
T -5 ] e—— Buffer

- Embolo ajustable

B Ty

Columna de vidrio ———{."- \
Disco de nylon

Relieno de la columna

Embolo ajustable

Tubo capilar que conduce
al colector de fracciones

Equipo para Cromatografia de exclusion molecular
Figura 13



Materfales y métodos

2.3 TERCERA ETAPA.
2.3.1 Anélisis de proteinas.

En esta ultima etapa se trabajd con las fracciones gue presentaron
mayor absorbancia a 280 nm, (indicativo de la presencia de proteina). Estas
fracciones se analizaron de Ia siguiente manera:

Una vez purificada la muestra mediante cromatografia de exclusion
molecular, se dializd con el fin de eliminar las sales presentes debido a que

las proteinas se encuentran disueltas en un amortiguador de boratos,

A continuacién en las tablas 27 y 28 se mencionan las
especificaciones para esta etapa en particular.

ESPECIFICACIONES
DIALISIS
Material. Membranas de celulosa. SIGMA.
Retencion. Proteinas de PM mayor a 12,000 Da.
Dimensiones de la membrana. |21 mm de diametro.
Tiempo de dialisis. 24 horas.
LIOFILIZACION
Equipo. Liofilizadora LABCONCO Freeze dry-3.
Tiempo de liofilizacion. 24 horas.

Tabla 27
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Maleriales y métodos

ESPECIFICACIONES

HIDROLISIS

Equipo. Pico Tag Work Station. WATERS.
Reactivos. HCl 6M, N,

Temperatura. 120 °C.

Tiempo de hidrdlisis. 24 horas.

ANALISIS DE AMINOACIDOS

Equipo.

Autoanalizador de aminodacidos

Beckman 6300.

Reactivos. Ninhidrina Nin - RX Beckman.
Buffer Na-D, Na-E, Na-F, Na-S.
Columna, De sodio de alta resolucion (intercambio

idnico) Beckman.

Dimensiones de la columna.

12 cm targo x 4 mm D.|

Tamafio de particula.

7.5 um.

Flujo.

21 ml.fhr.

Estandar de aminocacidos.

100 nmol/m!l Beckman.

Estandar prolina - hidroxiprolina

1.25 pg/ml SIGMA.

Estandar de grenetina.

Spg/100 KNOX.

Inyeccion.

50 pl.

Detector.

Absorcion 570 v 440 nm.

Tiempo de analisis.

80 minutos por muestra.

Tabla 28
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RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 PRIMERA ETAPA.

Como se mencioné en ia metodologia, la primera etapa consistio en
variar las condiciones alcalinas durante el proceso de curtido. Para Ia piel de
patas de pollo se emplearon concentraciones de 14, 18 y 20° Be para
establecer concentracion de alcali dptima para obtener el mayor rendimiento
de proteina. Se realizaron analisis fisicoquimicos de los residuos neutros,
alcalinos y neutros finales, En la tabla 29 se muestran los resultados para el

residuo neutro, que son obtenidos antes del tratamiento con aicali.

ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUO NEUTRO DEL CURTIDO
DE PATAS DE POLLO.

ANALISIS RESIDUO NEUTRO
g/100 g de sdlidos totales

Cenizas. 78.43
Proteina Soluble. 0042
Proteina Insoluble. 1.05

Proteina Total. 1.10

Grasa. 540

Carbohidratos Solubles. 0.016
Carbohidratos insolubles. 1507
Carbohidratos Totales. (diferencia) 15.086

Porciento en base seca

Sdlidos totales 28.22 % Tabla 29
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Resultados y Analisis

Las condiciones que establece el proceso Xipe son de hidroxido de
sodio y solucidn salina a 18° Be. Estas condiciones se sabe de antemano,
son las mas adecuadas para la obtencién de un cuero de buena calidad,
aungue es importante mencionar que las concentraciones pueden variarse
dependiendo del tipo de piel que se desee curtir, o bien de los recursos con
los cuales se cuenta. Para los fines de este frabajo, las condiciones
alcalinas fueron modificadas con el fin de obtener ia mayor proporcion de
proteina en los residuos sin dafiar los cueros a obtener . En la composicion
de los residuos neutros destaca la elevada proporcion de cenizas (78.43%),
debido al empleo de soluciones salinas por lo que la proporcidn de los ofros

componentes se ve disminuida.

A continuacién, en la tabla 30 se muestran los resultados del analisis
fisicoquimico realizado a los residuos alcalinos obtenidos para el curtido de

pollo variando las concentraciones de alcali (14,18 y 20° Be.).

ANALISIS COMPOSICIONAL DE LOS RESIDUOS ALCALINOS DEL CURTIDO
DE PATAS DE POLLO.

ANALISIS RESIDUOS ALCALINOS
___9/100 g de sélidos totales

14° Be. 18° Be. 20° Be.
Cenizas. 54 20 53.41 4557
Proteina Soluble. 2.81 293 356
Proteina Insoluble, 4 54 5.83 583
Proteina Total. - 7.35 876 239
Grasa. 15.56 31.04 27 31
Carbohidratos Solubles. 0.01 0.04 0.03
Carbohidratos Insolubles. 2085 820 18 36
Carbohidratos Totales. 20.86 824 18 39

Porciento en base seca.
Sélidos totales 26.09 % (14 ° Be), 24.90 % (18 ® Be), 29.95 % (20 ° Be) Tabla 30
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Resultados y Anélisis

Mediante el analisis de los residuos alcalinos, se observa que al
modificar la concentracion de NaOH se manifiesta una diferencia en la
composicion de los residuos, estos resultados son consecuencia de Ila
accién del NaQOH. El dlcali actiia solubilizando las proteinas de a piel, de tal
manera que a mayor concentracion de NaOH se obtuvo una mayor cantidad
de proteina total. Asi se tiene que a 14° Be. la cantidad de proteina es de

7.35%, a 18° Be es de 8.76% y a 20° Be. es de 9.38%.

Finalmente para el caso del curtido de patas de polio se tienen los
residuos neutros finales (tabla 31), los cuales se obtuvieron al realizar el
apelambrado en el proceso de curtido (Diagrama 4). La composicion de los

residuos neutros finales se presenta a continuacion,

ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUC NEUTRO FINAL DEL CURTIDO
DE PATAS DE POLLO

ANALISIS RESIDUC NEUTRO FINAL
911 00 g de solidos totales
14° Be. 18° Be. 20° Be.

Cenizas. 85.47 89 81 85.19
Proteina Soluble. 104 100 1.13
Proteina Insoluble, 0.53 0.93 0.44
Proteina Total. 1.57 1.93 1.57
Grasa. 3.98 425 5.00
Carbohidratos Solubles. 6.01 0.02 0.015
Carbohidratos Insolubles. 8.98 4.01 8.24

899 403 8.255

Carbohidratos Totales.

Porciento base seca
Solidos totales 26 09 % (14 2 Be), 25.91 % (18 ° Be), 26 41 % (20 ° Be). Tabla 31
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Resultados y Andlisis

En los residuos neutros finales la cantidad de proteina total es menor
comparada con la de los residuos alcalinos, ya que estos Gltimos presentan
las condiciones adecuadas de solubilidad de las proteinas de la piel y es ahi
donde se lleva a cabo la mayor extraccién de proteina. Por otro lado los
residuos neutros finales estan conformados por el remanente de los
alcalinos y solucién salina donde la extraccion de proteinas de la piel no se
lleva acabo y se observa una cantidad de proteina aproximadamente
constante para las diferentes variaciones de NaOH.

También destaca el hecho, de que la cantidad de grasa presente en
los residuos neutros finales es menor comparada con la cantidad de grasa
contenida en los residuos alcalinos, ya que el caracter hidrofilico de las

soluciones salinas no permite la extraccion de grasa.

Para el curtido de la p—iel de ¢azdn se utilizaron concentraciones de 18,
20 y 22° Be. Es importante mencionar que la piet obtenida a 22° Be resulto
dafnada por lo que ésta concentracion fue descartada. De manera adicional
para esta piel se incluyé como primer pase un tratamiento acido (Diagrama
4) con la finalidad de eliminar la dentina presente en la superficie de la pie!
de cazén. El andlisis fisicoquimico se realizd para los residuos &cidos,
neutros, alcalinos y neutros finales obtenidos al curtir solo a 18 y 20° Be. de
NaOH (tablas 32, 33, 34 y 35).

98



Resultados y Andlisis

ANALISIS COMPOSICIONAL DEL. RESIDUO ACIDO
DEL CURTIDO DE CAZON.

ANALISIS RESIDUO ACIDO
g/100 g de sdlidos totales

Cenizas. 52.49
Proteina Soluble. 3.60
Proteina Insoluble. 7.44
Proteina Total. 11.14
Grasa. 2.7
Carbohidratos Solubles. 0.18
Carbohidratos Insolubles. 3347
Carbohidratos Totales. 3365
Porciento base seca \
Sdlidos totales 10.20 % (18, 20 ° Be). Tabla 32

En la tabla 32 se observa que la composicion entre dichos residuos no
presentd variaciones pues este residuo se obtiene previo al tratamiento
alcaline y al igual que en los residuos neutros de polio, dichas
concentraciones no afectan la composicion de los mismos, es por ello que
en esta tabla se presenta un solo resultado para los dos tratamientos
utilizados. La proporcién de cenizas es elevada debido al empleo de una
mezcla acido clorhidrico - solucion salina. Bajo estas condiciones (4cidas)
se lleva a cabo la solubilizacién de las proteinas de la piel {como colageno),

por lo que este residuos resulta de interés para su andlisis posterior.

Una vez realizado el tratamiento acido, los pasos posteriores se llevan

acabo de igual forma que en el curtido de ias patas de pollo (Diagrama 4),
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Resultados y Andlisis

por lo que siguiendo el mismo esquema, la tabla 33 presenta los resultados

del analisis realizado a los residuos neutros obtenidos del curtido de la piel
de cazon.

ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUQO NEUTRO

DEL CURTIDO DE CAZON,
ANALISIS RESIDUO NEUTRO
/100 g de sdlidos totales
Cenizas, 66.49
Proteina Soluble. 0.74
Proteina Insoluble. 0.85
Proteina Total. 1.59
Grasa. 1.238
Carbohidratos Solubles. 0.031
Carbohidratos Insolubles. 30.49
Carbohidratos Totales. 30.52
Por ciento base seca.
Sdldos totales 16 44 % (18, 20 ° Be). Tabila 33

En este caso se observa una porcentaje mas elevado de cenizas que
en los residuos acidos ocasionado por el uso exclusive de soluciones
salinas. Asi mismo, el porcentaje de proteina disminuye para este residuo

porque al utilizar solo {a solucion salina, la solubilizacion de proteinas se
limita a las de tipo globular.

Siguiendo con el esquermna de curtido, para este caso también se
obtuvieron tres fracciones de residuos alcalinos que se manejaron como uno
solo la tabla 34 muestra los resultados del analisis fisicoquimico realizado,
variando la concentracion de alcali (18 y 20° Be.)
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ANALISIS COMPOSICIONAL DE LOS RESIDUOS ALCALINOS

DEL CURTIDO DE CAZON

ANALISIS RESIDUOS ALCALINOS
9/100 g de sdélidos totales
18° Be. 20° Be.
Cenizas. 6520 66.65
Proteina Soluble. 0.78 346
Proteina Insoluble. 3.78 822
Proteina Total. 476 8.93
Grasa. 3.30 342
Carbohidratos Solubles. 0.005 0.103
Carbchidratos Insolubfes. 26.72 2088
Carbohidratos Totales. 26.72 20 98
Sélidos Totales. 19.27 20.58
Por ciento base seca,
Solidos totales 19.27% (18° Be.), 20.56% (20° Be.) Tabla 34

Los resultados de ios residuos alcalinos presentan un comportamiento

semejante frente a la accion del NaOH, que los residuos alcalinos obtenidos

del curtido de patas de pollo; es decir, un aumento en la concentracion de

NaOH provoca un aumento en el porcentaje de proteina total, asi se tiene
que a 18° Be. la cantidad de proteina es de 4.76% y a 20° Be es de 8.93%.

Por dltimo en la tabla 35 se presentan los resultados de la

caracterizacién realizada a los residuos neutros finales con cada

concentracion de NaOH.
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Resulfados y Andlisis

ANALISIS COMPOSICIONAL DEL RESIDUC NEUTRO FINAL

DEL CURTIDO DE CAZON
ANALISIS RESIDUQ NEUTRO FINAL

ag/100 g de sélidos

totales
18° Be. 20° Be.

Cenizas. 59.00 51.92
Proteina Soluble, 0.017 1.21
Proteina Insoluble. 3.018 3.37
Proteina Total. 3.03 4.58
Grasa. 1.21 1.24
Carbohidratos Solubles. 0.032 0.172
Carbohidratos Insolubles, 36.71 42.07
Carbohidratos Totales. 36.74 4224
Por ciento base seca.
Solidos totales 14.41% (18° Be), 13.35% (20° Be). Tabla 35

Al igual que para el curtido de patas de pollo, estos residuos estan
constituidos por remanente de los residuos alcalinos y solucion salina, es
por eso que a simple vista la composicién entre los tratamientos no presenta
variaciones, observando que la mayor cantidad de proteina total se presenta

en & residuo obtenido al curtir a 20° Be.

Con el fin de simplificar los resultados anteriores, a continuacién se
presenta Ia grafica 1 donde se muestran solo las variaciones de proteina
total en los residuos del curtido para la piel de patas de pollo y para la piel
de cazdn, debido a que uno de los fines de la presente investigacion

consiste en el analisis de la fraccion proteinica.
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Resulfados y Andlisis

PROTEINA TOTAL DE LOS RESIDUOS ALCALINOS Y
ACIDOS DEL CURTIDO (NaOH 20° Be.) DE POLLO Y CAZON

11.14

12 //._ 55 — 939
] A
g rd
. 81 I ] O
5 P
w
IS - - .
o5 -
8 44 P — - .
& 2 v .
0 - 4
R Ac.cazén R Al.cazoén R Al.polle

Concentracion de NaOH = 20° Be.

Grafica 1

De los resultados que se muestran en la gréfica 1 se desprende que,
tos residuos que presentan la mayor cantidad de proteina son ios residuos

alcalinos para las tres concentraciones de alcali utilizadas.

El aumento en la cantidad de proteina de los residuos alcalinos,
comparado con los residuos neutros y los residuos neutros finales, es
consecuencia de la accion solubilizante que ejerce el NaOH sobre la
proteinas de la piel, de tal manera que se espera estos residuos se
encuentren constituidos en su mayoria por proteinas fibrilares

{probablemente colageno, elastina, etc.).
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Por otro lado, la fraccion proteinica de los residuos neutros se
considera que estd constituida principalmente por proteinas globulares
solubilizadas por las soluciones salinas utilizadas, de tal manera que este
residuo no resulta de interés para la presente investigacion.

Por ultimo, los residuos neutros finales presentan una fraccion
proteinica probablemente constituida por proteinas de tipo fibrilar, ya que
contienen el remanente de los residuos alcalinos; sin embargo la fraccion
proteinica en este residuos se encuentra diluida por lo que no resuita de

interés.

Asi mismo se observa que al curtir la piel de cazén a 20° Be., los
residuos que presentan la mayor cantidad de proteina son los residuos
acidos y alcalinos con 11.14% y 8.93% respectivamente de tal manera que
para la presente investigacion estos son los residuos de interés. Esta
proporcion en la cantidad de proteina de los residuos acidos y alcalinos es
consecuencia de las condiciones que se utilizan, las cuales permiten
solubilizar las proteinas fibrilares de la piel, mientras que en los residuos
neutros, el uso exclusivo de soluciones salinas solo permite la solubilizacion
de proteinas globulares, en los residuos neutros finales también se observa
una menor cantidad de proteina, que probablernente son proteinas fibrilares

remanentes de los residuos alcalinos, diluidas en solucidn salina.
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Resuitados y Analisis

Resumiendo, se observa la presencia de proteina en todos los
residuos, sin embargo los residuos Utiles para llevar a cabo este trabajo son
los residuos alcalinos para las patas de pollo y los residuos &cidos y
alcalinos para la piel de cazén, obtenidos todos del curtido a 20° Be., ya que
las proteinas de interés son de tipo fibrilar como el colageno y la elastina,
proteinas solubles U(nicamente en estas condiciones. Siendo la
concentracion de NaOH de 20° Be. en la que se presentan en mayor
cantidad, ademas de que las pieles obtenidas no presentan dario alguno. A
concentraciones mayores de NaOH parte del tefido de la piel se rompe
solubilizandose en los residuos, con lo que aumenta ia cantidad de proteina;
sin embargo la piel resulta dafiada y por lo tanto no comercializable, no

cumpliéndose con los objetivos planteados en el curtido.

En cuanto a los carbohidratos solubles, como los proteoglicanos, en
todos los residuos se presentan en cantidades minimas, 0.01-0.04% para
los residuos obtenidos del curtido de patas de polio y 0.05-0.17% para los
obtenidos del curtido de la piel de cazdn, por lo que no se abundo6 sobre su
investigacion. Por Ultimo en relacion a la cantidad de grasa presente en los
residuos, se observa una mayor cantidad en los residuos de! curtido de
patas de pollo (31.04%) que en los de cazén (3.42%), ésta diferencia se
debe a que en el polio la mayor cantidad de grasa se encuentra entre la piel
y los musculos (Balarezo, 1998), mientras que en el cazon, que es un pez
magro con una proporcion de grasa de 4% o menos se encuentra distribuida
en el higado u otros érganos interos (Donoso, 1996); de tal manera que
para la presente investigacion estos resultados no afectan a la separacion

de proteinas.
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Resultados y Andlisis

3.2 SEGUNDA ETAPA

Una vez seleccionados los residuos se llevé a cabo {a segunda etapa;
donde las proteinas presentes se precipitaron con (NH4).SO. para
posteriormente analizar las fracciones obtenidas por medic de
cromatografia de exclusion molecular. Previo al analisis de los residuos se
realizo la calibracién de la columna cromatografica utilizando azu!l de
dextrana que tiene un peso molecular de 2,000,000 daltons (anexo,
cromatograma 1). La gréfica 1 muestra la curva de calibracion en las

condiciones establecidas.

El volumen muerto permite saber si la separacion cromatografica se
efectiia de manera eficiente, ya que si una proteina eluye con el volumen

muerto, indica que no se esta lievando a cabo la separacion de la muestra.

Después de conocer el volumen muerto se calibré la columna
utilizando un estandar (BIO-RAD) con proteinas de diferentes pesos
moleculares (Cromatograma 2), encontrando los siguientes resultados (tabla
36).
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Resuttados y Anélisis

PROTEINAS UTILIZADAS PARA LA CALIBRACION DE LA COLUMNA

(CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR).

PROTEINA PESO MOLECULAR JVOL. ELUCION (ml)
Tiroglobulina 670,000 60
Globulina 158,000 75
*Albdmina 68,000 80
Ovoalbimina 44,000 94.4
Miogliobina 17,000 112.4
Vitamina Bs2 1,350 1394

* La albGmina no se encuentra en el estandar (BIO-RAD), ésta se aplicé de

manera independiente y fue adicionado a la curva de calibracion.

Tabla 36

£n base a los datos obtenidos de la calibracién de la columna se

realizd 1a curva de calibracion de la misma.

. [} =]
2 &'

log. Peso Molecular.
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107



Resuifados y Andlisis

Las proteinas utilizadas para la calibracion de la columna son de tipo
globular, mientras que las de interés (colageno y elastina) son de tipo fibrilar
y su comportamiento en la cromatografia de exclusion molecular es
diferente, por lo tanto se aplicd un estdndar de grenetina (colégeno
hidrolizado)} para este estandar se obtuvo un volumen de elucién de 51.2
mililitros (Cromatograma 3). Al interpolar este valor en la curva de
calibracion se tiene un peso molecular de 954,892 daltons, mientras que el
peso esperado es de aproximadamente 300,000 daltons por fo que las

proteinas presentaran pesos moleculares mayores a los esperados.

CURVA DE CALIBRACION GRENETINA

FRACTOGEL TSK HW.55 |
a1~ .
0,08

E

5 008

[==]

N

;004 ¢

o

&

& ooz]

2

g 1 AN N TR S S BS I RS A

Tow R 882 HGBBELESE ST B
002 L

Vol. de elucién (ml).

CROMATOGRAMA 3

108



Resultados y Anahsis

Una vez aplicados los estandares correspondientes, se realizd la

aplicacién de las muestras problema.
SEPARACION CON SULFATO DE AMONIO

Antes de aplicar las muestras se precipitaron con sulfato de amonio
para purificarlas mas, ya que esta precipitacion permite que se tengan
conglomerados de proteinas con cierto intervalo de peso molecular; asi al
aplicar las muestras en la columna de cromatografia de exclusién molecutar,

sera mas facil aun su purificacién por este método.

En la tabla 37 se presenta la cantidad de proteina en las fracciones

obtenidas en la precipitacién con sulfato de amonio.

PROTEINA OBTENIDA DESPUES DE PRECIPITAR LAS MUESTRAS
(CON (NH,).S0. ) DEL CURTIDO DE PATAS DE POLLO

% (NH4)2S04 PROTEINA {mg/ml} PROTEINA %
30 1064 77.68
40 2.86 21.20
Proteina tofal 13 70mg/ml Tabla 37

En la tabla 38 se presentan las cantidades de proteina obtenidas al

precipitar las fracciones (cazén) con sulfato de amonio.
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PROTEINA OBTENIDA DESPUES DE PRECGIPITAR LAS MUESTRAS
(CON (NH,),SO, )} DEL CURTIDO DE CAZON.

% (NH4)2S04 PROTEINA {(mg/ml) PROTEINA %
30 1.11 6.40
40 7.14 40.93
50 5.51 31.58
60 273 15.64
Proteina total 17.45 mg/mi TABLA 38

ANALISIS CROMATOGRAFICO

En la tabla 39 se presentan los resultados de las determinaciones
cromatograficas realizadas a {as fracciones obtenidas de las muestras

problema (curtido de las patas de pollo) precipitadas con sulfato de amonio.

PESOS MOLECULARES OBTENIDOS POR CEM DE LAS FRACCIONES
PRECIPITADAS CON (NH,).SQ, DEL RESIDUQ ALCALINO POLLO.

Concentracion PESOS MOLECULARES (Da)
{NH,).S0;4
% PICO 1 PICO 2
30 933,254 173,780
40 141,253 -

TABLA 38
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Resultados y Andélisis

Los resultados de las fracciones analizadas del curtido de patas de
pollo, por medio de la cromatografia de exclusion molecular muestran que la
fraccion precipitada a 30% (sulfato de amonio) con una cantidad de proteina
de 10.64 mg/ml, fue separada en dos picos, mientras que la fraccion
precipitada a 40% solo registro un pico con un volumen de elucién menor a
los picos registrados a 30% lo cual puede interpretarse como la separacion
de tres proteinas de diferente peso molecular, siendo necesario el empleo
de otras técnicas para corroborar que dichas proteinas sean distintas o que

se trafa de una misma fraccionada.

En la fraccion precipitada a 30% el pico 1 presenta un volumen de
elucion (51.6 ml) igual al volumen de elucion obtenido para el estandar de
grenetina (51.2 ml), esta similitud en fos resultados muestra que ambas
proteinas tienen el mismo peso molecular, sin tratarse necesariamente de la

misma proieina

En las tablas 40 y 41 se presentan los resullados de las
determinaciones cromatograficas realizadas a las fracciones obtenidas de
las muestras problema (curtido de piel de cazdn) precipitadas con sulfato de

amonio.
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Resultados y Andlisis

PESOS MOLECULARES OBTENIDOS POR CEM DE LAS FRACCIONES
PRECIPITADAS CON {NH,),S0, DEL RESIDUO ALCALINO CAZON.

Concentracion PESOS MOLECULARES (Da)
(NH,),S04
% PICO 1 PICO 2 PICO 3
30 575,440 31,622 15,135
40 295,121 17,782 =
50 165,958 = =
60 - 56,234 - .

TABLA 40

Las fracciones analizadas del curtido de piel de cazbn (tabla 40),
muestran que la fraccién precipitada a 30% (sulfato de amonio) con una
cantidad de proteina de 1.11 mg/mi, fue separada en tres picos, que van de
un volumen de elucién de 58.2 hasta 108.1ml correspondiendo a pesos
moleculares de 575,440 a 15,135 Da. respectivamente mientras que la
dltima fraccion (60% sulfato de amonio) corresponde a un peso molecular de

56,234 Da. con un volumen de elucién de 90 ml (cromatogramas 6 y7).
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Resultados y Andlisis

PESOS MOLECULARES OBTENIDOS POR CEM DE LLAS FRACCIONES
PRECIPITADAS CON (NH,),S0, DEL RES!IDUO ACIDO CAZON.

Concentracién PESOS MOLECULARES (Da)
(NH,},S0,4
% PICO1 PICO2 PICO 3
30 575.440 208,929 114,815
40 251,188 23,442 -
50 112,201 - -
60 8,128 - -

TABLA 41

En las fracciones obtenidas de 1os residuos alcalinos y acidos (tablas
40 y 41), se observa la presencia de proteinas que presentan pesos
moleculares semejantes y precipitan a diferente concentracion de sulfato de
amonio, estos resultados parecen incorrectos, debido a que a menor
concentracion de sulfato de amonio precipitan las proteinas con mayor peso
molecular y conforme la concentracién de sulfato de amonio aumenta, las
proteinas  precipitadas son de menor tamafo, sin embarge el
comportamiento en este caso puede sugerir que la presencia del sulfato de
amonio provoca la agregacién entre proteinas formandose aglomerados de
estas con pesos moleculares elevados que precipitan con concentraciones
bajas de sulfato de amonio, es importante destacar que posterior a la
precipitacion, las fracciones fueron sometidas a una dialisis con el fin de
eliminar sales, provocando el fraccionamiento de dichos aglomerados

obteniendo proteinas con pesos moleculares variados.
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3.3 TERCERA ETAPA

Una vez separadas las proteinas por medio de |la cromatografia de
exclusion molecular, se llevd a cabo su identificacidn con ayuda del
analisis de aminoacidos para discerir si estas proteinas corresponden a
alguna de las proteinas de la piel; adicionalmente se buscé complementar
las determinaciones cromatograficas ya que, el andlisis de aminoacidos
permite conocer si las proteinas separadas son diferentes, o bien se trata
de una misma proteina fraccionada.

Para el andlisis de aminodcidos se empiearon varios
estandares de referencia. a) una mezcla de 18 aminoacidos (anexo tabla
42), que no incluye prolina e hidroxiprolina, b) estandar con prolina e
hidroxiprolina (anexo tabla 43), estos dos aminoacidos son importantes
para la investigacion, ya que aunados a la glicina, permiten identificar at
colageno presente en la piel; estos son los tres aminoacidos gue se
encuentran en mayor proporcion en esta proteina, encontrandose 33% de
glicina, 12% de prolina y 10% de hidroxiprolina (Badui, 1993}, lo cual no
ocurre en otras proteinas, como las globulares, ¢) estandar de grenetina
hidrolizada (anexo tabla 44) con las mismas especificaciones que el
aplicado en la columna de cromatografia de exclusidon molecular, dicho
estandar se empled como referencia para las muestras problema ya que al
no contar con un estandar de coldgeno puro se decidié utilizar colageno

hidrolizado (grenetina).
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Resuitados y Andlisis

Se incluyd la referencia de la composicion de aminoacidos del
colageno bovino con el fin de mostrar las semejanzas que existen entre
colageno y grenetina; en los datos correspondientes al estandar de
grenetina se observa que los aminoacidos mayoritarios son la glicina con
21.53%, ta hidroxiprolina con 21.34%, la prolina con 11.72% y el acido
glutdémico con 10.11%, los cuales, como se observa en la grafica 2,
corresponden a los aminoacidos mayoritarios reportados para ta proteina
colageno (aunque no muestra las mismas proporciones); con esto se
justifica la utilizacién del estandar de grenetina en ausencia de uno de
colageno.

Antes de realizar la hidrolisis de los estandares de grenetina, se
contaba con una cantidad de proteina de 150upg/mi para el estandar y
174ug/mi para su duplicado, una vez concluido el anlisis de aminoacidos
se encontrd que la cantidad de proteina fue de 85.20 pg/ml para el
estandar y 110.20 pg/m! para su duplicado; las pérdidas de proteina fueron
de 43.20% y 36.6% respectivamente; esta variacion en las cantidades de
proteina es consecuencia de la pérdida que normalmente se presenta
durante [a hidrélisis de las muestras, de aqui que en las muestras problema
es probable encontrar pérdidas.

En las graficas 3 y 4 se presentan los resultados de fas muestras

problema para el pollo y en base al estandar de grenetina utilizado se

refiere su analisis.
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Resultades y Andlisis

Respecto a los valores obtenidos para el contenido de los
aminoacidos de las distintas muestras se observa que las fracciones de
pollo (30 y 40% de sulfato de amonic), presentan diferencias al ser
comparados con el estandar de grenetina. Dichas diferencias pueden
atribuirse a factores como ligera contaminacion de las fracciones. Aunque
no se conserva en su totalidad la proporcion de los aminoacidos de las
muestras problema) con relacién al estandar, se observa en las gréficas 3
y 4 la misma tendencia, los aminoacidos mayoritarios son los mismos para
las muestras y el estandar, dichos aminoacidos son glicina, prolina,
hidroxiprotina y acido giutamico.

La cantidad elevada de glicina es.un factor poco comun en la
mayoria de las proteinas, sin embargo es caracteristico de la proteina
colageno, asi mismo los aminoacidos prolina & hidroxiprolina se
encuentran en mucha mayor proporcidn en el colageno que en ofras
proteinas (Stryer, 1990), por lo tanto las fracciones obtenidas del curtido de
patas de polio probablemente contienen colageno

A pesar de gue la proteina elastina también presenta proporciones
similares al colageno, 33% de glicina y de 10 a 13% de prolina
{Domodaran, Paraf, 1992), no contiene hidroxiprolina ademas presenta una
proporcion elevada de aminoacidos hidrofobicos (40%), tomando en cuenta
estas referencias, observando la presencia de hidroxiprolina y encontrando
que la proporcién de aminoacidos hidrofébicos es menor del 25%; en todas

las fracciones obtenidas (poilo), se descarta la presencia de elastina.
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Resultados y Andlisis

En las graficas 5 a la 12 se muestran los analisis de aminoacidos
- realizados a las fracciones obtenidas del curtido de la piel de cazon.

Es importante destacar que en las siguientes gréficas ios datos se
encuentran agrupados por pesos moleculares similares ya que éstos
presentaron un perfil de aminoacidos semejante, sin tomar en cuenta el tipo
de residuo del que provienen (4cido o alcalino), ni el porcentaje de sulfato
de amonio al cual precipitaron (30, 40, 50 o 60%); esto se hizo con el fin de
lo que facilitar su analisis, es por eso que en algunas graficas se obhservan
fracciones provenientes de diferentes residuos y precipitados a diferente
concentracién de sulfato de amonio.

Como se observa en la grafica 5 se presenta el perfil de aminoacidos
para el pico 1 tanto de la fraccion &cida como alcalina precipitada a 30% y
cuyo peso molecular es de 575,440 Daltons para ambos casos; esta
similitud también se presenta en el perfil de aminoacidos ya que ambos
muestran a la glicina, prolina, hidroxiprolina y acido glutdmico como
aminoacidos mayoritarios  caracteristicos; ademas de presentar
proporciones simitares respecto a los demas aminoacidos, por lo que la
probabilidad de que estos picos contengan a la proteina grenetina

(coladgenao) es elevada.

En la grafica 6 se muestra el perfil de aminoacidos del pico 2 residuo
acido precipitado a 30% cuyo peso molecular es de 208,929 Da. ademas el
pico 1 residuo 4cido precipitado a 40% con un peso molecular de 251,188

daltons. y el pico 1 residug alcalino precipitade a 40% de peso molecular
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Resultados y Andlisis

295,121 Da. Estos tres picos presentan pesos moleculares semejantes y al
igual que el perfil de amino4cidos para el estandar de grenetina tienen como
aminoacidos mayoritarios a la glicina, prolina, hidroxiprolina y 4cido
glutamico y en general sus perfiles son similares lo cual sugiere la presencia
de grenetina (colageno) en estas fracciones, sin embargo se debe recordar
que el peso molecular de los picos presentados en las graficas 5 y 6 difieren
del peso molecular obtenido para el estandar de grenetina (954,992 Da.) lo
que indica una posible fraccionamiento de la proteina, probable accidn del
proceso de curtido,

En la grafica 7 se muestra el perfil de aminoacidos del pico 3 residuo
acido precipitado a 30% cuyo peso molecular es de 114,815 Da. ademas e}
pico 1 residuo acido precipitado a 50% con un peso molecular de 112,201
Da. y el pico 1 residuo alcalino precipitado a 50% de peso molecular
165,958 Da. Estos tres picos presentan un comportamiento semejante al
observado en los picos que se muestran en las graficas 11y 12 por lo que

se sugiere la presencia de grenetina (colageno) fraccionada.

En la grafica 8 se muestra el pico 2 residuo acido precipitado a 40%
de peso molecular 23,442 Da. y el pico 2 alcalino precipitado a 30% de peso
molecular 31,622 Da. que presentan un perfil de aminodcidos similar
destacando la elevada proporcion de tirosina y la baja proporcién de glicina,
prolina e hidroxiprolina por o tanto se descarta la posibilidad de que exista
grenetina (colageno) en estas fracciones, asi mismo la proporcion de
aminoacidos hidrofobicos es 6.98% y 8.27% respectivamente lo cual elimina
la posibilidad de que exista elastina en estas fracciones, porque la elastina

contiene un 40% de aminoacidos hidrofdbicos.
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En la grafica 9 muestra ef perfil de aminoacidos del pico 3 residuo
alcalino precipitado al 30% con un peso molecular de 15,135 Da. En este
pico el perfil de aminoacidos es completamente diferente al perfii del
estandar de grenetina y la proporcién de aminoacidos hidrofébicos es de
24.91% por lo que se descarta la posibilidad de que sea grenetina
(colageno) o elastina, entonces en este pico se encuentra otra proteina o
una mezcla de proteinas.

En ta grafica 10 se presenta e! pico 2 residuo alcalino 40% de peso
mofecular 17,782 Da.; se observa una relacion de aminoacidos diferente al
estandar de grenetina, encontrando como aminoacido mayoritario a Ia
tirosina y acido glutamico y una proporcién de aminoacidos hidrofébicos de
7.04% descartando entonces la posibilidad de que sea elastina; sin embargo
existe una semejanza con los resultados que se observan en la grafica 14 a
pesar de la diferencia en pesos moleculares, destacando la posibilidad de
que se trate de un cligomero de la proteina obtenida para ei pico 2 residuo
alcalino 30% ya que ambos picos pertenecen al residuo alcalino fraccionado

por la precipitacién con sulfato de amonio a diferentes concentraciones.

En la grafica 11 se muestra el pico 1 de la fraccion acida a 60% con
un peso molecular de 8,128 Da. En este pico se observa una composicion
particular de aminoacidos con porciones de prolina e hidroxiprolina muy
parecidas al estandar de grenetina sin embargo el aminoacido glicina, que
es el mayoritario para la proteina en estudio, se encuentra en menor
proporcion, a pesar de esta caracteristica se puede proponer que la fraccion

contiene grenetina (colageno), ya que es importante recordar que existen
126



Resultados y Andlisis

mltiples variaciones en la composicién de aminoacidos del colageno las
cuales dependen no solo de la especie animal, tipo de tejido y en este caso
las condiciones bajo las que se obtuvieron Ias fracciones. Adicionaimente se
debe recordar que los aminodcidos profina e hidroxiprolina son poco
frecuentes en otras proteinas.

La grafica 12 corresponde al pico 1 fraccion alcalina precipitada al
B0% con un peso molecular de 56,234 Da., se observa una relacion de
aminoacidos diferente al estandar de grenetina (colageno) encontrando
como aminoéacidos mayoritarios al acido aspartico, el acido glutéamico vy
valina, teniendo una proporcién de aminoacidos hidrofébicos de 35.64%,
proporcion semejante a la reportada para la elastina (40%), sin embargo no
es posible afirmar que se trate de esta proteina ya que debe considerarse la
presencia de hidroxiprolina en la muestra, aminoacido que no esta presente

en la elastina, posiblemente se trate de una mezcla de colageno y elastina.
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CONCLUSIONES

La concentracion optima de hidréxido de sodio para obtener la mayor
cantidad de proteina en los residuos del curtido de las pieles de patas de
pollo y cazdn en el proceso Xipe es de 20° Be.

El curtido (proceso Xipe) realizado a una concentracion de hidréxido de
sodio de 20° Be, para las pieles de patas de pollo y cazdn permite obtener
pieles de aspecto aceptable.

El curtido (proceso Xipe) realizado para la piel de cazon a una
concentracion de hidroxido de sodio de 22° Be, genera pieles dafiadas y

por lo tanto no comercializables.

Las proteinas presentes en el residuc alcalino de la piel de patas de pollo,

solo precipitan a concentraciones de 30% y 40% de sulfato de amonio.

Las proteinas presentes en el los residuos &cido y alcalino de |a piel de
cazon precipitan a concentraciones de 30%, 40%, 50% y 60% de sulfato

de amonio
El peso molecular obtenido por medio de cromatografia de exclusion
molecular para el estandar de grenetina utilizado es de 954 992.58

daltons.
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Conclusiones

De las fracciones precipitadas (residuo alcalinoc, pollo) se separaron por
medio de cromatografia de exclusion molecuiar tres proteinas cuyos
pesos moleculares son 933,254.3, 173,780.1, 141,253.7 daltons.

De las fracciones precipitadas (residuo acido, cazdén) se separaron por
medio de cromatografia de exclusién molecular siete proteinas cuyos
pescs moleculares son 575,440, 251,188.6, 208,929.6, 114,815.4,
112,201.8, 23,442.3, y 8,128.3 daltons.

De las fracciones precipitadas (residuo alcalino, cazon) se separaron por
medio de cromatografia de exclusion molecular siete proteinas cuyos
pesos moleculares son 575,440, 295,121 165,958.7, 56,234.1, 31,6228,
17,782 y 15,135.6, daltons.

En los residuos acido y alcalino para la piel de cazdén se observa la

presencia de compuestos oligoméricos.

La composicion de aminoacidos en el estandar de grenetina empleado es
similar a la composicion de aminoacidos reportada para el colageno
bovino (Anson et al., 1952)

La fraccion proteinica de los residuos alcalinos obtenidos del curtido de
las pieles de las patas de pollo y cazon, se encuentra compuesta en su
mayoria por la proteina grenetina o bien colageno, este resultado

concuerda con los datos establecidos en la bibliografia donde se muestra
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que la principal proteina de la piel en los vertebrados es el colageno (1.5%
de coladgeno y 0.1% de elastina (Badui, 1993)).
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Anexo

A coniinuacion se presentan |as tablas de los estandares utilizados.

ESTANDAR DE AMINOACIDOS

AMINOACIDO PESO MOLECULAR
Acido aspartico 133
Treonina 119
Serina 105
Acido giutamico 147
Glicina o 75
Alanina o i
S S P TS —
V2 e T I —
Metionina T T T T a4 T T
lsoleucna B
L.eucina o TRy T T
Tiosna ST
Fenilalanina T T T NERT T T
Histidina T TR
Lisina 146
Arginina 174
Concentracién de aminoacides; 100nmolfml. Cistina: 50nmolfmi
Tabla 42

ESTANDAR DE PROLINA - HIDROXIPROLINA

AMINOACIDO PESO MOLECULAR
Hidroxiprolina 131
Prolina 115
Concentractdn prolina, hidroxiprolina: 1250nmol/m Tabla 43
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ESTANDAR DE GRENETINA
Aminodcido % aa. % aa
Grenetina. Colageno bovino. *

Ac. Aspartico. 576 + 0.70 5.50
Hidroxiprolina 2134 + 1056 12.10
Trecnina 1.85 + 0.66 2.00
Serina 2.61 + 1.55 2.70
Ac Glutamico 10.12 + 0.71 10.00
Prolina 11 71 + (.81 12,70
Glicina 21 53 + 319 19 90
Alanina 619 + 0.09 7.60
Cistina 0.00 0.00
Valina 1.48 + 0.46 2.90
Meticnina 0.00 0.70
Isaleucing 0G0 -—-
Leucina 3.58 + 0.07 4.80
Tirosina 0.00 130
Fenilalanina 120 + 0.36 370
Histidina 2.79 + 1.22
Lisina 336 + 010 400
Arginina 0.32 + 015 7.90
Total 100,17 99.60
* Anson et al 1952 Tabla 44
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POR CIENTO DE AMINOACIDOS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS {(POLLO)

% aminoacido % aminoacido % aminodcido
AMINOACIDO promedio promedio promedio
{30% pico 1) (30% pico 2) {40% pico 1)

Ac. Aspartico. 7.35 + 0.03]| 517 + 068|655 + 0.64
Hidroxiprolina 17.46 + 0.76| 20.53 + 037 17.96 + 183
Treonina g.60 + 010} 1.45 + 094|275 + 0.35
Serina 3.21 + 0.11] 320 + 0.891 460 + 1.87
Ac, Glutamico 10.47 + 0.18| 6.79 + 042 10.91 + 1.02
Prolina 1147 + 067] 11.24 t 166|853 + 0.43
Glicina 18.12 + 246} 19.42 £ 1.29| 17,76 t 030
Alanina 5.95 + 0.50( 558 + 0.65] 8.87 + 024
Cistina 0.00 6.00 0.6c

Valina 137 t 0.08( 1.93 + 067! 323 + 043
Metionina 0.00 0.00 000

{soleucina 0.00 0.00 0.00

Loucina 335 + 018} 302 026 529 + 010
Tirosina 0.00 000 00

Fenilalanina 1.91 + 037127 £ Q08| 087 + 009
Histidina 2.48 + 033 117 + 007} 1.96 + 082
Lisina 297 + 0.28| 333 t 280! 4.40 + 069
NH4 10.99 + 1.70| 1472 + 9611738 + 045
Arginina 0.50 + 0.12( 0.68 + 015|128 + 029
Total 98.20 99.50 100 02
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CONCENTRACION DE AMINOACIDOS DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS (30% (NH,);SO, CAZON)

AA FRACCION ACIDA, FRACCION ALCALINA,
% aa Yeaa % aa % aa % aa % aa
30% pico 1 | 30% pico2 | 30% pico 3 30% pico 1 | 30% pico 2 | 30% pico 3

Asp |564 +028]598 +049(7.78 +078(656 076|806 +050)817 =0.64
Hypro [16.63 +034(15.08 +073[18.86 +0.18 (1738 # 166(8.02 008|913 =012
Thr 143 1035|201 £0041{138 +020(1.89 =+022{267 =0483|262 1054
Ser 1337 +106:264 +025|345 +005{276 +046]398 2023|115 +040
Glu 966 +0.14|11.82 +047|1063 +0.42|11.18 +1 72(14.58 £0.43(1213 080
Pro 1084 +056|10.08 £009]724 +0.3411038 +469(34% £040(3.24 £1.01
Gly 1840 +048[16.87 +0.55/1858 £0.18{17.80 =+ 1.01(6.76 £2.75|8.86 +£0.33
Ala 594 +010|580 040|544 =0B86(467 =+ 136(478 +03417.04 +£0.52
Cys 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Val 138 1017|172 =029[1.91 =x013{220 +001|527 1038|699 +0.03
Met 0.00 0.00 0.00 000 0.00 000
lle 000 0.00 0G0 0.00 0.00 0.00
Leu 3.34 +040[361 +006]469 1096|426 = 0.05 0.00 678 +024
Tyr 0.00 G 0G 0.00 000 21.28 +0.50 0.00
Phe |2.88 +0.39|189 x0080 0.00 144 +0.02 0.00 785 +0.26
His 130 055|233 +0050{1.07 +076|259 +0.891152 035|175 +065
Lys 425 +058|448 +£0.15(3.08 +03814.25 £0221230 £031(411 =078
Arg 104 +008(035 +0.10|1.18 094|062 +0.11(1.05 005|021 006
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CONCENTRACION DE AMINOACIDOS DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS (40% (NH,),SO, CAZON)

AMINOAC. FRACCION ACIDA FRACCION ALCALINA

% aa % aa % aa % aa

40% pico 1 40% pico 2 40% pico 1 40% pico 2

Asp 5.82 +0.58 | 8.87 +0.25|8.47 +1.12 | 8.63 +0.11
Hypro 16.98 +0.17 [4.00 +0.37 (1513 .90 (10.81 +0.25
Thr 200 +001]2.09 +0.84}1227 +032(2.76 +0 36
Ser 2.50 +0.37 |13.92 +0.69)2.70 +010 205 +0.78
Giu 10.42 +0.26 | 11.69 + 0066|1015 +0.97 113.83 + 067
Pro 9.05 +060(308 +0.35(12.71 +0.74 | 1.95 +Q77
Gly 17.89 +0.34)6.96 +0.25(1812 +0.47 [8.67 +0.06
Ala 712 +0.69 {3.90 +£0.84:578 +0.2115.09 +0 11
Cys 0.00 0.00 6.00 0.00
Val 208 +0.11)|498 +0.27]2.14 +001|6.77 +0 16
Met 0 00 0.06 0 00 0.00
lle 0.00 0.00 0.00 G oo
Leu 7.24 +2.68 o.00 2.7 +0.26 0.00
Tyr 0.00 2213 +118 0.00 2427 +0,99
Phe 138 +0.29 000 3.82 +0.49 0.00
His 2,35 +0.20 [ 1.51 +£004;2.09 +001[0.80 +0.04
Lys 3.52 +034:3 91 + 066 |4.67 +0.32 139 r0.21
Arg 048 +0.03 [5.78 +0.39 {1.12 +030|0.80 +0.09
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Resuitados y Andiists

CONCENTRACION DE AMINOACIDOS DE 1.AS FRACCIONES
OBTENIDAS (50 y 60 % (NH.},SO, CAZON)

AMINOQAC, FRACCION ACIDA FRACCION ALCALINA

% aa % aa % aa % aa

50% pico 1 60% pico 1 50% pico 1 60% pico 1
Asp 6.56 +0.04 |6.82 +0239i7.51 +£1.06 [11.16 +0.89
Hypro 17.79 +0.18 | 18.21 +17111524 +£0.31 [4.61 +1.12
Thr 1.57 +0.08 | 2.86 +G30|1.63 +0.68 |2.64 +G0 16
Ser 3.31 +0.354.80 +0.14(2.52 +0.31(353 +0.08
Glu 9.60 +0.80116.09 +1.84(12.10 +1.79117.54 +0.05
Pro 10.63 +0.73 1046 +1.5437.71 +124|1558 +4.31
Gly 18.44 +£0.94 (873 +008|15.50 +0.84 (10.27 +0.54
Ala 5,94 +0.38 464 +0.16 | 5.03 +069 |554 +0.29
Cys 0.00 0.00 0.00 0.00
Val 1.99 +0.18 |2 87 +0.07 12.00 +0.07 [7.38 +0.01
Met 000 0.00 0.00 0.00
lle 0.00 0.00 000 0.00
Leu 6.12 +2.90|532 +07214.06 +071 |4.52 +1.48
Tyr 0.00 0.00 000 000
Phe G 00 0.00 150 +0.18 0.00
His 0.96 +018(1.83 +0.27 |0 46 +0.08
1.22 +1.02

Lys 4.02 +0.18 (205 +0521243 +0.121579 £0.14
Arg 0.83 +013]0.60 +007 [1.11 +033|[2.18 40 26
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La cantidad de proteina inyectada para las fracciones de cazén fue de

8ug/100pl (80 pg/mi) y de 12ugf100ui (120pg/ml) de esta manera en la
siguiente tabla se observa que las pérdidas de material proteinico fueron:

PCR CIENTO DE PERDIDA DE PROTEINA

(CAZON).
FRACCION ACIDA FRACCION ALCALINA
30% (NH,),S0, % PROT.| %DE 30% (NH,),S0, % PROT.{ %DE
FINAL |PERDIDA FINAL §PERDIDA

PICO 1= (575,440.0y | 75.00 3750 |PICO 1= (575,440.0) | 45.00 43.75
PICO 2= (208,929.6) | 68.00 43.33 | PICO 2% (31,622.8) 81.00 32 50
PICO 3« (114,815.4) | 44.00 45.00 [PICO 3+ (15,135.6) 57 Q0 28.75
40% (NH4).504 40% (NH4).S0,
PICO 1s (251,188.6) 48.00 40.00 |PICO 1« (295,121.0) 54.00 32.50
PICO 2+ (23,442.3) 90.00 25.00 {PICO 2+ (17,782.0) 73.00 3917
50% (NH4)2:S04 50% (NH,).S0,
PICO 1s (112,201.8) 50.00 37.50 {PICO 1« (165,858.7) | 37.00 53.75
60% (NH4).S04 60% (NH,),S0,
PICO 1e (8,128.3) 53.00 33.75 |PICO 1« (56,234.1) 53.00 33.7%

Los pesos moleculares de cada pico se encuentran entre paréntesis.

*Concentracidén 120ug/ml,
sConcentracion 80 pg/mi.

% Proteina final obtenida después del analisis de aminoacidos.
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