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CIENCIA Y TECNOLOGIA

Curticion de piel de cabra empleando afrecho de
trigo en la etapa de purgado. Analisis
enzimatico, microscopico y fisico-mecanico

Martegani José, Mazzilli German, Nufiez Gabriela, Escola Marcos, Esterelles Gabriela, Scelsio Natalia, Bonfranceschi Barros Alfonsina,

Markan Alejandro y Lopez Laura M. |.
CITEC: Centro de Investigacion y Tecnologia del Cuero
Camino Centenario entre calles 505 y 508 C.C. 6 (1897) Manuel B. Gonnet, Provincia de Buenos Aires, Argentina
E-mail: Imiilopez@yahoo.com.ar

Abstract

"Tanning of Goatskin Using Wheat
Bran in the Process of Purging"

In the leather technology the use of enzymes with proteolytic
activity in the process of bating allows an appropriate structural
relaxation to make a leather pliable. This paper has tested the
wheat bran as enzymatic agent in the process of purging. The
results establish that should not be separated from the solid
material bran because it retains most of the enzymatic activity
and therefore the total bran suspension must be in contact with
the skin to be treated. This enzyme preparation was able to
degrade proteins and casein dust skin substrate but not to
elastin. Through microscopy techniques it was evidenced
opening (relaxation) and the division of the fibrous bundles in
the central part of "corium" in the skin samples subjected to
treatment with bran. The organoleptic characteristics of the
leathers were better than those who had no enzyme treatment
(white), while the physical-mechanical tests showed no
significant differences. The use of wheat bran may have
relevance for artisanal tanneries to replace imported
commercial enzyme preparations and use as a by-product of
wheat flour industry.

Resumen: En la tecnologia del cuero el uso de en-
zimas con actividades proteoliticas en la etapa de
“rendido o purgado”, permite un relajamiento estruc-
tural apropiado para obtener un cuero flexible. En
este trabajo se ha ensayado el afrecho de trigo como
agente enzimdatico en el proceso de purgado. Los re-
sultados obtenidos permiten establecer que no debe
separarse el material solido del afrecho porque éste
retiene la mayor parte de la actividad enzimatica y
por lo tanto la suspension de afrecho total debe estar
en contacto con la piel a tratar. Dicha preparacion
enzimatica fue capaz de degradar caseina y las pro-
teinas del sustrato polvo de piel pero no a la elastina.
A través de técnicas de microscopia se pudo eviden-
ciar en las muestras de piel sometidas al tratamiento
de purga con afrecho una apertura (relajamiento) y
la division de los haces fibrosos en la zona central del
“corium”. Las caracteristicas organolépticas de los
cueros tratados fueron mejores que las de los que no
tuvieron el tratamiento enzimatico (blancos), en tanto
que los ensayos fisico-mecdnicos de resistencia no
mostraron diferencias significativas. El empleo del
afrecho de trigo puede tiene relevancia para las cur-
tiembres artesanales en reemplazo de preparaciones
enzimaticas comerciales importadas y como aprove-
chamiento de un producto secundario de la industria
de harina de trigo.

Introduccion

Una actividad estrechamente relacionada a la tec-
nologia de proceso para elaborar cueros que satisfaga
a los distintos mercados nacionales, es la optimizacion
del proceso de rendido (o purgado). Antes de proceder
a la curticion de las picles es importante eliminar en-




zimaticamente proteinas interfibrilares para lograr una
apertura de la estructura fibrosa colagénica que per-
mita que el tejido alcance una movilidad adecuada
para conferir al cuero elaborado blandura, elasticidad
y resistencia frente a los esfuerzos mecanicos [1]. Ca-
racterizar la actividad de las enzimas proteoliticas po-
tencialmente utiles para dicho proceso es fundamental
para mejorar la biocatalisis [2]. Con el uso de enzimas
con actividades proteoliticas adecuadas, en el proceso
de ‘rendido o purgado’, se logra el apropiado relaja-
miento estructural en funcion de las propiedades que
debe poseer el cuero elaborado [3, 4]. En el procesa-
miento de pieles pequenas, (congjos, caprinas y ovi-
nas), con o sin pelo/lana, y especialmente en la
elaboracion artesanal y semiindustrializada, se suele
emplear un antiguo proceso que utiliza el ‘afrecho o
afrechillo’ procedente de la molienda de cereales cuya
cascara es desmenuzada en esta operacion. Habitual-
mente se utiliza el salvado obtenido en la molienda de
los granos del trigo.

El proceso de ‘rendido’ tradicional empleando el
afrecho incluye como etapa previa la “maceracion’ del
mismo en medio salino, a temperatura moderada y du-
rante 24 horas. Luego se introducen las pieles en este
bario y tiene lugar el proceso de purgado propiamente
dicho. Resulta necesario optimizar las condiciones
operativas, tanto en la etapa de maceracion como en
la aplicacion del mismo en el rendido ya que los re-
sultados son variables y esto cual afecta negativa-
mente la calidad del cuero producido.

En el presente trabajo se estudia el proceso de ren-
dido con afrecho para distintas condiciones de tempe-
ratura y relacion afrecho/agua, evaluando la actividad
proteolitica sobre diferentes sustratos proteicos (case-
ina, azul de polvo de piel y rojo congo de elastina) y
analizando los efectos obtenidos a través de la aplica-
¢i6n de diversas técnicas microscopicas. Asimismo,
se estudiara el efecto del proceso sobre las propieda-
des organolépticas y fisico-mecanicas del cuero ¢la-
borado.

Materiales y métodos

Extractos enzimaticos obtenidos a partir del
afrecho de trigo

1. Suspensiones de afrecho al 3% (p/v) en agua con
NaCl 1% (p/v) fueron incubadas durante 24hs a 4°C
y 37°C, transcurrido el tiempo de incubacion las
muestras fueron centrifugadas a 5000 g durante 30 mi-
nutos y se separaron los sobrenadantes para ser ana-
lizados.

2. Suspensiones de afrecho al 3%p/v en agua con

NaCl 1%p/v incubadas durante 24hs a 4°C y 37°C.
3. Suspensiones de afrecho al 3% en agua con NaCl
1%p/v. Sin incubacion previa.
4. Suspensiones de afrecho al 6% en agua con NaCl
1%p/v. Sin incubacion previa.

Determinacion de actividad proteolitica

Empleando caseina como sustrato

Para la determinacion la actividad se uso caseina
como sustrato [6]. Se preparo una solucion de caseina
1%p/v en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0) con cisteina
10 mM. La reaccion se llevo a cabo en un baiio ter-
mostatizado a 370C con agitacion orbital, @ = 75rpm.
La mezcla de reaccion se prepard agregando 25ml de
solucion de caseina a Sml de muestra. Luego de incu-
bar durante 60min en bafio termostatico, la reaccion
se detuvo por el agregado de 45ml de 4cido tricloroa-
cético (TCA) al 5%p/v.

Los ensayos en blanco fueron realizados inacti-
vando la enzima con TCA previo al agregado del sus-
trato. Finalmente se centrifugd a 4000 g durante
20min, determinandose la absorbancia de los sobre-
nadantes a 280nm. Se define la “unidad de actividad
Ucas” como la cantidad de enzima que, en las condi-
ciones del ensayo, produce un cambio en 0,001 unidad
de Abs280 por hora.

Empleando azul de polvo de piel (HPA) como sus-
frato. Se pesan en un tubo de ensayo exactamente
25mg del sustrato azul de polvo de piel (SIGMA) a
los que se adicionan 10ml de buffer Tris (tris hidroxi-
metil aminometano) 100mM/ HCI ajustado a pH 8,5
y 500ul de muestra. Se coloca el tubo en un bafio ter-
mostatizado con agitacion continua a 37°C  durante
un tiempo de 30 minutos. Al cabo de este periodo se
filtra la dispersidon se centrifuga v se mide la absor-
bancia a 595nm. Se realiza también una determinacion
en blanco (sin afrecho). Cada determinacion se efectia
por triplicado. Se define la “unidad de actividad HPA
- UHPA” como la cantidad de enzima que, en las con-
diciones del ensayo, produce un cambio en 0,001 uni-
dad de Abs595 por hora [7].

Empleando rojo de elastina como sustrato. El pro-
tocolo de analisis para la utilizacion del sustrato rojo
de elastina (SIGMA) es similar al empleado para el
sustrato HPA, pero el tiempo de reaccion fue de 3
horas y la absorbancia se midid a 495nm. Se define la
“unidad de actividad elastina UE” como la cantidad
de enzima que, en las condiciones del ensayo, produce
un cambio en 0,001 unidad de Abs495 por hora [8].

Proceso de curtido
Remojo (M/V = 1/20). Las picles de cabra conser-




vadas por secado fueron sumergidas durante 24hs y a
250C en un bafio que contenia NaCl (10g/L), Na2CO3
(1,5 g/L), bactericida (1,5 g/L) y detergente (1,5 g/L);
°Be: 1,5y pH 9,0; con agitacion suave y periodica.
Luego se escurrio el bafio.

Depilado (M/V = 1/10). Se llevo a cabo empleando
una serie de tratamientos secuenciales: Na2S (6%) y
NaSH (2%) durante 60 minutos; Na2S (5,5 %) y
NaSH (1,5 %) durante 30 minutos; CaO (3%) durante
60 minutos y CaO (7 %) durante 60 minutos. Luego
se escurrio el bafio.

Calero (M/V = 1/10). En esta etapa se utilizo CaO
(2%) durante 60 minutos.

Descarnado. Se llevd a cabo empleando una en
maquina de rodillo.

Desencalado (M/V = 1/5): Na2S8205 1%,
(NH4)2S04, durante 60 minutos (pH 8,0). Una vez
finalizada la etapa de desencalado la piel fue fraccio-
nada en 4 partes equivalentes y el proceso se siguid
con cada una de ellas por separado.

Purga

Purga con afrecho (M/V = 1/10): se probaron con-
diciones diferentes:

1- afrecho de trigo 3 % y NaCl 1%p/v, se dejo actuar
durante 24hs y 96hs a 35°C.

2- afrecho de trigo 6 % y NaCl 1%, se dejo actuar
durante 96hs a 35°C.

Purga con la preparacion comercial M'/V =2/3).
Se utiliz6 una preparacion enzimatica comercial al 1%
en el bano de desencalado y se dejo actuar durante 40
minutos a 35 °C.

Piquelado (M'/V = 2/3). Se utiliz6 acido glicdlico
2% y NaCl 8% durante 24hs a 25 °C, pH final 3,5.

Curtido (M'/V = 2/3). En el mismo baiio de pique-
lado se realizé un primer tratamiento de 2hs con Que-
bracho ATO 5%, Tanigan BN 2%, seguido de un
segundo tratamiento de 2Zhs con la mis misma propor-
cion de agentes tanicos y el agregado de un 10% de
grasa. Luego se agregd NaHCO3 1% y biocida 0,5%
obteniendo un pH final de 4,2.

Finalmente se dejo escurrir en caballete por 24hs y
se seco en toggling a 40°C hasta 22% de humedad.

(M/V: masa de piel seca en Kg / volumen de bafio
en litros)

(M'/V: masa de piel en tripa en Kg / volumen de
bafio en litros )

Enzima comercial: Neozym 3P

Ensayos y evaluacion microscopica

Procesamiento de muestras para obtencion de pre-
parados para microscopia optica

@ Las muestras fijadas en formol buffer se enjua-

garon en agua corriente, se deshidrataron en alcohol
etilico 70° durante dos dias, seguido de tres cambios,
de una hora cada uno, en alcohol etilico 90° y tres
cambios, de media hora cada uno, en alcohol etilico
absoluto. Se aclararon en xilol (tres cambios de media
hora).Se impregnaron en parafina (tres cambios de 1
hora cada uno) y los cortes se realizaron con un espe-
sor de 5p (microtomo Leitz 1310).

Coloracion Hematoxilina-Eosina: Se desparafinaron
los cortes en xilol, se hidrataron el alcoholes decrecientes
hasta llevarlos a agua destilada, se colorearon durante
5" con una solucion de hematoxilina de Mayer (Hema-
toxilina 1g, yodato de sodio 0,2g, acido citrico 1g, hi-
drato de cloral 50g, alumbre de amonio 50g, agua
destilada 1000mL), viraje en agua corriente, se contras-
taron 2min en solucion diaria de eosina-floxina (solucion
patron de eosina 100mL, solucion patron de floxina
10mL, alcohol etilico 95°y acido acético glacial 4mL).
Se enjuagaron en agua destilada, se deshidrataron en al-
cohol 96°, alcohol etilico absoluto y por ultimo se acla-
raron en xilol. Se montaron con balsamo de Canada.

Procesamiento de muestras para obtencion de pre-
parados para microscopia electronica de barrido

@ Las muestras fijadas en formol buffer se deshi-
drataron segun el siguiente protocolo: Enjuague du-
rante 2hs en buffer fosfato pH 7 (dos cambios),
alcohol etilico 30°, dos cambios de 15min cada uno v
un tercer tratamiento de 96hs. Posteriormente, alcohol
etilico 700 durante 4hs, segundo cambio de 20hs y
tercer cambio de 4hs. Luego, alcohol etilico absoluto,
dos cambios de 15min y un Gltimo cambio de 30min.
Seguidamente las muestras se sometieron a secado por
punto critico (Balzers equipment, CP-30) para su ob-
servacion en alto vacio (microscopio Jeol 6360 LV).

Determinacion de pardametros fisico-mecdnicos

@ Las determinaciones de la resistencia a la traccion
y del alargamiento porcentual a la rotura se realizaron
de acuerdo al procedimiento CITEC PE-FM-02-09
(Norma IRAM 8511:2006-ISO 3376:2002).

® Las determinaciones de la carga y distension co-
rrespondientes a la rotura de flor y al reventado se de-
terminaron de acuerdo a la norma IRAM 8515
empleando un equipo Lastometer SATRA Modelo
STM463

RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de los ensayos de actividad enzima-

tica de las muestras de afrecho revelaron que la acti-
vidad es muy baja para la fraccidon soluble obtenida




por centrifugacion después de dejar en contacto el
afrecho con la solucion de NaCl al 1%p/v durante
24hs a 4°C 6 37°C. Sin embargo la actividad se incre-
mento notablemente cuando se trabajo con la suspen-
sion de afrecho total sin eliminar el material solido,
los resultados son mostrados en la Figura 1.

Estos ensayos permiten establecer que no debe se-
pararse el material solido del afrecho porque éste re-
tiene la mayor parte de la actividad enzimatica y por
lo tanto la suspension de afrecho total debe estar en
contacto con la piel a tratar.

Por otra parte las determinaciones de actividad enzi-
matica realizados a la suspension de afrecho despucés
de haber sido incubada por 24hs a 4°C 6 37°C no mos-
traron diferencias significativas (Figura 1). Cabe con-
signar que tampoco hubo diferencias entre la actividad
medida sin incubacion frente a la actividad medida des-
pués de 24hs de incubacion. Se concluye por lo tanto
que no es necesaria una incubacion previa del afrecho
en agua con NaCl 1%p/v y que la suspension puede
prepararse y aplicarse inmediatamente en la piel a tratar.

La suspension de afrecho al 3%p/v fue caracterizada
en cuanto a su actividad proteolitica empleando tres
sustratos diferentes (caseina, rojo congo de elastina y
azul de polvo de piel) y comparada con una purga co-
mercial, los resultados se presentan en la Tabla 1.
Puede notarse que la suspension de afrecho es capaz
de degradar caseina y las proteinas del sustrato polvo
de piel pero no a la elastina, en las condiciones de en-
sayo. En tanto que la purga comercial muestra mayor
actividad proteolitica en todos los casos y este com-
portamiento justifica que el tratamiento se lleve a cabo
en tan solo 40 minutos.

Figura 1
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002

ol [N

Actividad proteolitica

Muestras

1 y 2: Fraccion liquida de la suspension de afrecho
de trigo

3 y 4: Suspension de afrecho total

Gris: Muestras incubadas a 4°C

Rojo: Muestras incubadas a 35°C

Tabla 1
Muestra Actividad Actividad Actividad
sobre caseina | sobre elastina | sobre polvo de piel
UCAS UE UHPA

Suspensién de 78 No detectable 54
afrecho 3%p/v

Purga 325 15 289
comercial 1%

Las picles sometidas al proceso de curtido antes
descripto fueron evaluadas empleando técnicas de mi-
croscopia [9]. Los resultados obtenidos empleando la
coloracion Hematoxilina-Eosina y microscopia Optica
se muestran en la Figura 2. Puede apreciarse una aper-
tura (relajamiento) y division de los haces fibrosos en
la zona central del corium tanto en la muestras que
fueron sometidas a la accion de preparacion enzima-
tica comercial como en las que fueron tratadas con
la suspension de afrecho durante 24hs. Cabe destacar
que el tratamiento con la enzima comercial tuvo una
accion algo mas notoria, en tanto que las muestras co-
rrespondientes a los tratamientos con afrecho durante
96hs mostraron una sobreapertura y pérdida de sus-
tancia, por lo que ese tiempo de tratamiento no es re-
comendable.

Figura 2, coloracion Hematoxilina-Eosina (Corium, 400x)

Enzima comercial

Control

Afrecho 30gr/24 hs

Afrecho 30gr/ 96 hs Afrecho 60gr/ 96 hs

Figura 3, Lupa (Flor, 30x)

En la figura 3 pueden observarse las fotografias ob-
tenidas empleando una lupa binocular de la superficie

de los cueros obtenidos utilizando afrecho (30g/24hs),
la preparacion enzimatica comercial y afrecho




60g/96hs. En los dos primeros casos la textura pre-
senta relieves y se nota brillo, en tanto que cuando el
tratamiento con afrecho se prolonga por 96hs, se
pierde la textura caracteristica y el brillo.

Las muestras fueron también analizadas por micros-
copia electronica de barrido, a través de esta metodo-
logia pudo observarse con mayor resolucion la
microestructura de las fibras de colageno, los resulta-
dos obtenidos se muestran en la figura 4.

Enzima comercial Afrecho de trigo

Resorte Bajo Bajo Elevado
E stirmmiento Medio Medio Bajo
Quiebre 4,5 4 2

Las caracteristicas organolépticas de los cueros ob-
tenidos se muestran en la tabla 2, puede notarse una
disminucion del efecto resorte y mas estiramiento en
las muestras tratadas con afrecho. El quiebre se mide
con una escala que tiene valores que van desde el 1
(menos quiebre) a 8 (mas quiebre), un mayor quiebre
se asocia con un mayor efecto de purgado. No se ob-
servaron diferencias en cuanto a la temperatura del tra-
tamiento (4°C 6 37°C).

Los resultados de los ensayos fisico-mecanicos lle-
vados a cabo se muestran en la tabla 3. Los valores
son el promedio de tres determinaciones. No se apre-
cian diferencias significativas, por lo que podemos
concluir que los cucros obtenidos conservan la misma
resistencia mecanica que los cueros no sometidos a la
accion enzimatica del afrecho (blanco).

Resistencia a
la traccion
Orientacion
perpendicular
(N/mm2)

Muestra

Alargamiento
Porcentual
Orientacion
perpendicular

Tratamiento
con afrecho a
4°C
Tratamiento
con afrecho a
37°C

Blanco

Tabla 3

Por 0ltimo en la tabla 4 se indican los valores obte-
nidos para el parametro distension al estallido de flor
y es ¢l promedio de tres determinaciones. Puede no-
tarse una mayor distension en el cuero que fue some-
tido al tratamiento con una enzima comercial o con el
afrecho en la ctapa de purga en relacion al blanco (sin
tratamiento enzimatico).

Muestra Distensidn al estallido de flor
Afrecho 12,85
Enzima 13,15
comercial
Blanco 10,2
Tabla 4
CONCLUSIONES

La preparacion obtenida a partir del afrecho de trigo
muestra actividad proteolitica y puede ser utilizada en
reemplazo de la preparacion enzimatica comercial en
la etapa de purga si se aplica durante un tiempo pro-
longado (24hs). No debe separarse el solido ya que éste
contiene inmovilizada a la fraccion mayoritaria de la
enzima, no es necesaria una etapa previa de incubacion
y no se observaron diferencias significativas relacio-
nadas con la temperatura de trabajo. Su aplicacion tiene
relevancia como aprovechamiento de un producto se-
cundario de la industria de harina de trigo para las cur-
tiembres artesanales.
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