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RESUMEN

La industria del cuero se estd enfrentando a
nuevos retos y a la necesidad de mejorar y
optimizar los procesos de produccién para
conseguir la calidad requerida en sus articulos
finales, ademas de cumplir con la legislacion
ambiental. De cada tonelada de pieles en bruto,
se puede estimar que alrededor del 20% se
transforma en residuos de piel curtidos al
cromo. El tratamiento enzimatico de los
residuos de piel curtida al cromo es una
tecnologia prometedora. En este trabajo se
describe la extraccion de proteinas a partir de
residuos de piel curtida al cromo a través del
uso de extractos en bruto de enzimas de
cultivos de dos nuevas cepas de Bacillus
subtilis. Se utiliza el lodo aerdbico de una
empresa de curtidos como fuente de la
comunidad microbiana para el cribado y la
seleccién de microorganismos. Los residuos de
piel curtidos son tratados con alcali y luego
con el extracto enziméatico en bruto. Este
proceso permite obtener gelatina e hidrolizado
proteico, que pueden aplicarse en la
produccién de fertilizantes, agentes de
recurticion de la piel y en la industria
cosmética, y también se obtiene un lodo
concentrado de cromo, del cual puede
recuperarse el cromo vy reutilizarse en la
curticion de la piel. Por lo tanto, esta es una
alternativa segura para el tratamiento y
reutilizacion de los residuos de cuero curtidos
al cromo.

Keywords: enzimas, hidrolisis, reutilizacion,
residuos
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1. INTRODUCCION

La reduccion en la generacion de residuos y en
la gestion de éstos a través de los vertederos
son algunos de los desafios actuales de la
industria del cuero. La demanda de productos
de piel estd aumentando a nivel mundial con
un rapido crecimiento de la poblacion mundial
en el siglo pasado, por lo tanto, también han
aumentado los residuos generados de piel en
bruto y piel manufacturada. Segun el Centro de
la Industria de la Curticion en Brasil (Centro
de la Industria de la Curticién en Brasil, 2012),
en los inicios de 2012, Brasil exportd 36,9
toneladas de piel bovina y ovina en bruto al
mes.

El método de curticion de uso més frecuente es
el tratamiento con sales de cromo, del cual
puede estimarse que alrededor de 700 kg de
residuos (curtidos y sin curtir) son generados
por tonelada de piel en bruto procesada. Del
total de residuos generados, aproximadamente
210 kg son residuos curtidos y el producto
acabado constituye sélo alrededor del 26% del
peso de la piel en bruto inicial (Instituto de
Ingenieria y Tecnologia Industrial, 2000).

Entre los residuos sélidos de fabricacion de
piel curtida al cromo, los recortes y las
rebajaduras producidas durante el ajuste del
grosor de la piel son el principal problema
debido a la gran cantidad de residuos
generados y los altos niveles de cromo que
contienen, por lo que son clasificados como
residuos peligrosos de acuerdo con la ABNT
NBR 10004:2004 (Leyes Brasilefias). Por lo
tanto, estos residuos se deben almacenar en
vertederos construidos especialmente para los
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residuos industriales peligrosos; por lo que se
han estudiado muchas alternativas para su
tratamiento y reutilizacion (Dettmer et al
20104, b, c; Catalina et al., 2010; Piccin et al.,
2012; Ocak et al. 2011; Matyasovsky et al.,
2011) . Las rebajaduras generadas en el
proceso de ajuste del grosor de la piel wet-blue
representan el 90 % de los residuos sélidos
generados en el proceso de curticion al cromo.
El rebajado de la piel produce un promedio de
4,5 kg de virutas por cada piel en bruto (Daut
et al. 2007).

La hidrolisis de residuos en medio acuoso es
una alternativa para la reutilizacion de los
recortes y las rebajaduras, ya que no necesita
de alta tecnologia o de grandes inversiones
(Ribeiro, 2003). La hidrdlisis se puede definir
como una ruptura de las cadenas de
polipéptidos en  fragmentos  peptidicos
pequefios 0 aminoacidos que puede lograrse
mediante el calentamiento de la proteina en
soluciones &cidas o alcalinas. Segin IULTCS
(2012), el proceso de hidrolisis de los residuos
puede llevarse a cabo por: proceso quimico
(&cido o alcalino) y por el proceso enzimatico.

En el proceso de hidrolisis quimica, los
procesos acidos y alcalinos tienen una cosa en
comun: las fases ricas en proteinas pueden
utilizarse en alimentacion animal o en
formulaciones de fertilizantes, debido a la
proteina de bajo peso molecular obtenida a
través de estos procesos (Taylor 1993). En el
proceso de hidrolisis alcalina se puede utilizar:
oxido de calcio, hidréxido de calcio, 6xido de
magnesio, hidréxido de sodio, hidréxido de
potasio. La temperatura es una variable
importante en el proceso, ya que a
temperaturas mas altas la cinética de reaccion
se ve favorecida, pero a temperaturas alrededor
de 80 a 90 °C, la precipitacion y filtracion del
cromo son mejores. La eleccion del reactivo
gue se usa depende del producto final a
obtener: gelatina, cola, proteinas, alimentos
para animales, ademas de otros auxiliares de
curticién,; como cemento, yeso, Yy
componentes de la ceramica (Gutterres 2008).
Varios autores dedican sus investigaciones a la
hidrélisis quimica y enzimética del cuero
curtido al cromo: Taylor et al., 1990; 1991,
1992; 19984, b; Amaral 2008 ; Gutterres et al.,
2010; Liu et al., 2012; Aslan et al., 2006) .

La digestion enzimatica de las rebajaduras
curtidas al cromo da como resultado un
hidrolizado de proteinas y gelatina de alta
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calidad , ademas de un lodo de cromo. El
hidrolizado puede utilizarse en formulaciones
de agentes de recurticion, como estabilizantes
de la espuma, en la industria de yeso y en los
aglomerados. El lodo de cromo puede ser
reutilizado en la produccién de sulfato de
cromo (IULTCS, 2012).

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
eficiencia de la extraccion de proteinas a través
de la hidro6lisis quimica y enzimética de los
residuos sélidos generados durante el ajuste
del espesor de la piel en el proceso de
rebajado. Ademas, se analiza la composicién
de los productos especificos y los
subproductos  obtenidos  después  del
tratamiento y su posible utilizacién en otras
industrias.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Metodologias Analiticas

Los residuos solidos de piel curtidos al cromo
utilizados en el estudio fueron proporcionados
por una curtiduria local. Esto se caracterizaron
mediante los siguientes pardmetros: pH,
humedad, cenizas, cromo total y el nitrégeno
total Kjeldhal (NTK). Los valores del pH de
las muestras se determinaron de acuerdo con la
norma ASTM D 2810-72:1996. Se pesaron por
triplicado unos 5 g de residuos solidos y se
afiadieron 100 ml de agua destilada, las
soluciones se sometieron a un proceso de
agitacion durante 24 horas, posteriormente se
filtr6 la solucion y se midié el pH de las
soluciones por potenciometria.

La humedad fue determinada de acuerdo con la
norma ABNT NBR 11029:2012; en la que se
pesaron 3 g de los residuos sélidos en crisoles
secos y tarados. Las muestras se calentaron a
102 £ 2 °C hasta peso constante, durante 12h
aproximadamente.

El contenido en cenizas se determind por
triplicado, pesando 3 g de residuos solidos en
crisoles de porcelana previamente tarados. Las
muestras se calentaron a 600 °C hasta peso
constante, segun la norma ASTM D2617:1969.
Para la determinacion del contenido en cromo
total de los residuos solidos y los productos de
hidrdlisis (torta y liquidos), las muestras fueron
analizadas por espectrometria de absorcion
atdmica segun Standard Methods (2012). En el
tratamiento de los residuos sélidos de cromo y
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la torta obtenida después del proceso de
hidrdlisis, era necesario aplicar una digestion
acida de acuerdo con la norma ASTM D6656:
2001. Para la determinacion del contenido en
cromo total del producto liquido de hidrolisis,
la digestidn &cida no fue necesaria.

Con el fin de determinar el contenido en
proteina de los productos de hidrolisis y
subproductos se realizaron los anélisis de
contenido de NTK, ejecutado de acuerdo con
la norma ASTM D2868-96.

2.2 Hidrélisis Quimica

Previo al tratamiento de hidrolisis enzimatica,
los residuos sOlidos cromados fueron
sometidos a un proceso de hidrolisis quimica
alcalina; en esta fase el objetivo consistia en
determinar el mejor agente quimico para la
extraccion de la proteina de forma previa a la
hidrélisis  enzimatica. Las metodologias
utilizadas se basaron en el trabajo realizado por
Brown et al. (1998).

Los procesos de hidrdlisis quimica alcalina se
realizaron por duplicado y se utilizaron dos
bases; una solucion de hidréxido de sodio
(NaOH, 0,1 M) y otra de 6xido de magnesio.
Para llevar a cabo la hidrdlisis alcalina se
pesaron 50 g de residuos solidos curtidos al
cromo y se afadieron 250 ml de agua
destilada. Posteriormente, se afiadid la solucion
alcalina / reactivo hasta que las muestras
alcanzaron valores de pH alrededor de 9,0 +
0,5, donde se necesitaron aproximadamente
220 ml de solucion de NaOH y 2 g de 6xido de
magnesio aproximadamente. Las muestras se
mantuvieron bajo agitacion a 60 rpmy 70 °C
durante 15 horas. A continuacion, las muestras
se filtraron usando un embudo Buchner,
separando la fase solida y la liquida; y
analizando de cada una el contenido en cromo
y el NTK.

2.3 Hidrdlisis Quimica y Enzimatica

Los ensayos de hidrolisis enzimatica se
llevaron a cabo mediante dos extractos en
bruto de enzimas proteoliticas (A y B),
obtenidos a partir del cultivo de dos nuevas
cepas de Bacillus subtilis, previamente
caracterizados por Dettmer (2012a, b, c).

a) enzima A : obtenido por el cultivo de
Bacillus subtilis Blbc 11, de actividad
colagenolitica de 61,33 U/ml, valor de pH 9
para la maxima actividad, térmicamente
estable cuando se expone durante 2 horas a
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45°C, con actividad proteolitica de 130,5
U/ml;

b ) enzima B : obtenido por cultivo de Bacillus
subtilis Blbc 17 , de actividad colagenolitica de
135,70 U/ml, valor de pH 10 para la maxima
actividad, térmicamente estable cuando se
expone durante 2 horas a 45°C, con actividad
proteolitica de 133,6 U/ml .

El proceso de hidrélisis quimica y enzimética
consistio en dos etapas: una hidrélisis quimica
alcalina, con el objetivo de obtener gelatina
(colageno) y la etapa de hidrélisis enzimatica;
donde se obtuvieron los aminoécidos y la torta
de cromo.

En la primera etapa, Se pesaron por
cuadruplicado 50 g de residuos sdlidos
curtidos al cromo y se afiadieron 250 ml de
agua destilada; posteriormente se afiadié 6xido
de magnesio hasta que el pH de la solucién
alcanzo un valor de 9.0 £ 0.5. Las muestras se
mantuvieron bajo agitacion de 60 rpmy 70 °C
durante un periodo de 6 horas. Después de este
periodo, las muestras se filtraron al vacio,
separando las fases solida y liquida y se
analizé su contenido en cromo y NTK.

En la segunda etapa, se trabajé con la torta de
cromo obtenida en la primera etapa. Antes de
la hidrolisis enzimatica fue necesario ajustar el
pH del medio, para conseguir una mejor accién
enzimatica. Para la enzima A, el valor de pH se
ajust6 a 9,0 y para la enzima B, el valor de pH
se ajustd a 10,0. Siguiendo el trabajo de
Dettmer et al. (2012a, b, ¢) se utilizaron 300 U
de actividad enzimatica / g de residuos solidos.
Se afadieron alrededor de 115 ml de extracto
enzimatico en bruto de las enzimas A y B, las
muestras se mantuvieron a 45 °C y agitacion
de 60 rpm durante 15 h. Posteriormente, las
muestras se sometieron a un proceso de
filtracion; separando la fase solida de la liquida
y se evalu6 de ambas su contenido en cromo y
NTK.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los residuos soélidos
curtidos al cromo

Los resultados de la caracterizacién de los
residuos solidos curtidos al cromo se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1 — Caracterizacion de los residuos
sélidos curtidos al cromo.
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Parametro Resultados
Cr total 2,74 %
Humedad 53,58 + 0,2 %
pH 3,34
Cenizas (s.p.s)* | 7,38+0,5%
NTK (s.p.s)* | 14,47+3,3%

Notas: *s.p.s= sobre peso seco; los valores corresponden
a los valores medios + desviacion standard de tres
muestras.

De acuerdo con los resultados presentados en
la Tabla 1, se puede observar que los valores
de la humedad, el NTK y el cromo son
cercanos a los valores presentados por otros
autores. En el valor obtenido de contenido en
cenizas, que caracteriza la muestra en relacion
con su contenido en sales determinando la
cantidad de material inorganico no volatil;
existe una variacion con respecto a algunos de
los resultados de la literatura (Silva, 2008),
esto es debido a que el contenido en cenizas
varia segun la naturaleza de la muestra y el
proceso de curticién aplicado.

3.2 Hidrdlisis Quimica

En esta fase del experimento se tratd de
obtener una comparacion entre la accioén de
dos alcalis en la extraccion de la proteina. Los
alcalis elegidos fueron el hidréxido de sodio y
el 6xido de magnesio. La Figura 1 presenta los
productos obtenidos en la hidrdlisis alcalina.

(© (d)
Figura 1 — Productos obtenidos en los procesos de
hidrolisis alcalinas (a) torta de cromo y (b) gelatina
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obtenida mediante el uso de NaOH 0.1M, (c) torta de
cromo y (d) gelatina obtenida mediante el uso del MgO.

Los productos obtenidos en la hidrdlisis basica
usando solucion de NaOH 0,1 M mostraron un
aspecto distinto respecto a los productos de
hidrolisis obtenidos utilizando O6xido de
magnesio. En la hidrdlisis mediante 6xido de
magnesio, se observd la formacion de un
liquido gelatinoso, ligeramente amarillento,
donde la coloracion amarilla del mismo es
caracteristica del colageno, pero también
puede ser causada por la oxidacion del Cr 3 +a
Cr 6 +, de acuerdo con Dexheimer (2006) esta
oxidacion puede producirse debido a los altos
valores de pH. En las condiciones utilizadas en
este trabajo la posibilidad de oxidacién es
remota, debido a que el pH utilizado no es
extremadamente alto y las temperaturas
utilizadas fueron moderadas. EIl liquido
obtenido por hidrolisis con NaOH 0,1M no
mostré ningln aspecto gelatinoso, hecho que
indica que no se produjo la solubilizacion de
las proteinas. Los resultados obtenidos en la
hidrolisis alcalina se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 - Resultados de los anélisis del cromo
y NTK después de la hidrélisis alcalina (valor
medio de duplicado).

Parametro NaOH 0,1M MgO
Sélido Liquido Sélido Liquido
Cromo 2,76 0,396 2,99 0,133
total % mg/l % mg/l
TKN 15,46 0% 1227 0,35%
% %

A través de los resultados indicados en la
Tabla 2 es posible observar que la extraccion
con solucion de NaOH no fue eficaz porque no
hay NTK en el material liquido. El método de
hidrolisis con 6xido de magnesio es mas
eficiente, ya que se produce la solubilizacion
de la proteina, y los valores de NTK
determinados sobre el producto liquido fueron
satisfactorios si se compara con los resultados
obtenidos en el estudio de Brown et al. (2012),
el cual presenta un valor de 11 mg de NTK/I 6
0,00011%.

Los valores medios de contenido en cromo del
liquido, usando 6xido de magnesio para la
extraccion, fueron relativamente bajos. Sin
embargo, dado que el producto presentaba una
cierta cantidad de cromo, éste no se puede
utilizar como suplemento en alimentacién
animal, de acuerdo con la ordenanza n°
55.871 de 26 de marzo 1965 ( Ley de Brasil ),
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en relacién con las normas que rigen el uso de
los aditivos alimentarios, que regula el valor
maximo permisible de cromo en 0,10 mg/I.
Los productos obtenidos pueden utilizarse
como fertilizante en el suelo. La torta que
contiene cromo puede someterse a un proceso
de recuperacion de cromo y por lo tanto, el
cromo puede utilizarse de nuevo en la curticion
de pieles.

La Tabla 3 presenta los resultados de la
concentracién de cromo y el valor de NTK en
el proceso de hidrolisis quimica con MgO
(primera fase) e hidrolisis enzimética (segunda
fase).

Tabla 3 - Resultados del analisis del cromo y el
NTK en las hidrolisis quimica y enzimatica
(valor medio de duplicado)

El proceso de hidrolisis alcalina utilizando Parametro "(gd[é|_i3i5 Hidrélisis Enzimatica

A H 4 e uimica

Oxido de magnesio es mas eficiente, por lo que MgO Era A Eima B

este reactivo es el elegido para llevar a cabo el SGlido Liquido SGiido  Liquido  S6lido  Liquido

proceso de hidrolisis enzimatica. Cromo 278 0% 3,66 0,171 382 0359
total % % mg/L % mg/L

3.3 Hidrdlisis Quimica y Enzimatica NTK 13;}07 0,26 % 6;;38 0,85 % 5;;5 0,86 %

0 0 0

Para aumentar el grado de extraccién de
proteinas, se utilizan las enzimas proteoliticas
A y B. Los productos obtenidos por ambos
procesos de hidrolisis enzimatica mostraron
apariencia similar. Los liquidos obtenidos en la
primera etapa (de reaccién con el 6xido de
magnesio) mostraron aspecto gelatinoso; los
liquidos obtenidos en la segunda etapa (de
reaccién con las enzimas proteoliticas) no
mostraron aspecto de gelatina formada por
aminoécidos formados por cadenas mas
pequefias. La Figura 2 presenta los productos
obtenidos en la hidrolisis enzimatica.

(©) (d)
Figura 2 — Productos de la hidrdlisis enzimatica (a) torta
de cromo y (b) aminoacidos obtenidos mediante el uso de
la enzima A, (c) torta de cromo y (d) aminoacidos
obtenidos mediante el uso de la enzima B

Como se puede observar en la Tabla 3, en la
primera fase se obtuvo un liguido sin cromo
(hidrélisis quimica), que muestra que no se ha
producido solubilizacion del cromo en el
liquido. El proceso de hidr6lisis mediante un
tiempo de extraccion de 6 horas fue mas
eficiente si se compara con los valores
determinados en el proceso de hidrélisis con
un tiempo de extraccion de 15 horas. La
aplicacion de un mayor tiempo de extraccion
dio como resultado un aumento de la
solubilizacion del cromo, tal y como se
muestra en la Tabla 2 .

Debido al contenido en NTK y la ausencia de
cromo, el producto liquido obtenido en la
primera fase puede ser utilizado para la
fabricacion de suplementos de alimentacion
animal y también como gelatina, siendo los
resultados obtenidos en este trabajo similares a
los valores determinados por Amaral (2008)
que mostré unos valores de 0,31% de NTK y
ausencia de cromo.

Los resultados obtenidos en la segunda etapa
(hidrolisis enzimética) demuestran la eficacia
de la acciéon enzimatica, ya que se observa la
solubilizacion en el liquido de la proteina
contenida en la torta de cromo.

Los resultados de este estudio son similares a
los resultados presentados por Brown et al.
(1996), donde los autores sugieren que la torta
de cromo obtenida en el proceso de hidrolisis
puede tratarse quimicamente para producir
productos de recurticion de cuero al cromo,
otra posibilidad seria utilizar el cromo
recuperado en la industria del cemento. El
liguido obtenido en el proceso de hidrolisis
puede ser utilizado como un ingrediente en
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fertilizantes. Se puede observar que el liquido
extraido en la hidrélisis realizada mediante la
enzima A tiene un contenido inferior en
cromo.

El aumento en el contenido de cromo de la
torta es debido a la solubilizacion de la
proteina de los residuos sélidos hacia el liquido
y la consiguiente disminucion de la masa. En
la concentracién de NTK ambos productos de
hidrolisis presentaron niveles similares. Por lo
tanto, el proceso de hidrdlisis utilizando la
enzima A fue mas eficiente porque habia una
mejor separacion de la proteina y el cromo.

4. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en las hidrdlisis
guimica y enzimatica, se puede concluir que la
hidrolisis alcalina con 6xido de magnesio es
mas eficiente y solubiliza méas proteinas. Los
valores de NTK que se determinan en el
producto liquido fueron satisfactorios en el
proceso de hidrolisis con 6xido de magnesio,
pero mostraron una cantidad de cromo por
encima del maximo permitido para ser
utilizado como aditivo alimentario; por lo que
dichos productos no pueden usarse como
suplemento en la alimentacion animal, pero
pueden usarse como fertilizantes del suelo.

6. REFERENCIAS

En la primera fase de la hidrdlisis quimica y
enzimética, el producto liquido obtenido no
muestra presencia de cromo debido a un
tiempo més corto de extraccion; por lo que
dicho producto puede utilizarse en la
produccién de suplementos de alimentacién
animal y también como gelatina. Mediante el
uso de la Enzima B se obtuvieron mejores
resultados en la solubilizacion de las proteinas,
pero también hubo una mayor solubilizacion
de cromo en el liquido. La torta de cromo
obtenida en el proceso de hidrdlisis se puede
utilizar como producto de recurticion al cromo,
y también en la industria del cemento; y el
liquido obtenido se puede utilizar como un
ingrediente para fertilizantes.

La mejor opcién es la hidrdlisis quimica vy
enzimatica, utilizando MgO seguido de un
proceso de hidroélisis enzimatica, ya que asi se
puede transformar un residuo peligroso en
productos de valor afadido y reducir la
cantidad de residuos depositados en los
vertederos.
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