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PROLOGO

En esta obra, el autor ha seleccionado cinco tépicos particulares dentro del drea de su
experiencia, que es la Quimica Orgédnica/ Bioquimica Farmacéutica y Técnica. El pri-
mer tépico retne informacién dispersa (pero abundante) sobre la actividad del peréxi-
do de hidrégeno sobre distintos polisacdridos en general y sobre heparina en particular;
se ha intentado poner en relieve que la actividad del peréxido de hidrégeno sobre he-
parina es una particularizacién de lo que sucede cuando dicho peréxido actda sobre dis-
tintos polisacdridos, de manera que el texto sigue un orden de lo general a lo particular.

El segundo tépico se refiere a la preparacién de expansores plasmiticos de base
proteica, tema que en la actualidad no ocupa investigaciones de primera linea. El autor
ha pretendido rescatar la historia de estas sustancias sumamente utilizadas durante las
catistrofes bélicas sucedidas durante el siglo XX, reunir informacién técnica y actuali-
zar el estado del arte. El autor comparte la creencia que un tema “viejo” no es necesaria-
mente un tema agotado, tal como en este caso lo demuestra la escasez de trabajos sobre
expansores basados en proteinas de origen vegetal.

El tercer tépico se ocupa de los métodos de produccién quimica de complejos y que-
latos de elementos-traza (microelementos, oligoelementos) utilizados en sanidad ani-
mal. La bibliografia sobre el tema es sumamente abundante en lo referido a la fisiologia,
toxicologia y biofarmacologia y clinica de estos minerales, pero no lo es tanto a la hora
de abordar los métodos técnicos de produccién de estos complejos: de hecho, la gran
mayoria de esta informacién sélo se encuentra detallada en la bibliografia de patentes.

El cuarto tépico trata sobre los minerales bentonitas y sus aplicaciones diversas en la
Industria Bioquimica, en tanto la inmensa gama de posibilidades que despliegan estas
arcillas, dadas sus propiedades tan particulares. Se revisan sus aplicaciones como adsor-
bentes, decolorantes, tamices moleculares, etc. dtiles en el aislamiento y purificacién de
diversos productos bioquimicos.

El quinto tépico presenta informacion actualizada respecto de los fosfopéptidos de-
rivados de las caseinas y su moderna aplicacién en dreas de la Medicina e industrias de
alimentos funcionales y nutracéuticos; se pone el foco en la obtencién de estos péptidos
a escala industrial.

Esta obra no estd dedicada a estudiantes de las carreras de Quimica o Bioquimica y
Farmacia (aunque, por supuesto, no se los excluye). Estd pensada como una colabora-
cién para el quimico técnico que, actuando en los laboratorios industriales de Desarro-
Lo, se enfrente a la tarea del estudio de obtencién y puesta en produccién de los produc-
tos comprendidos en los temas que aqui se exponen. El autor desea que este objetivo se
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cumpla minimamente, y agradece a la vida la experiencia acopiada durante 45 afios de

investigaciones industriales en el campo de la Quimica y Bioquimica Farmacéutica. Al

respecto, el autor declara que:
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* El presente texto fue redactado desde su actual situacién de retiro, sin lazos comer-

ciales o industriales de ningun tipo.

Cuando se citan patentes de invencién, no se hace con objeto de insinuar su copia
o violacién de cualquier derecho patentario; se revisa esta fuente bibliografica dada
la extensa informacién de cardcter cientifico-técnico de las que son depositarias: la
consulta habitual de la bibliografia de patentes es una prictica muy poco difundida
en paises en estado de desarrollo, en particular, Argentina.

En ningtn lugar del presente libro se comenta o difunde informacién propietaria
o de caricter reservado: todo lo expuesto se hace en base a bibliografia previamen-
te publicada, tal como se la encuentra referenciada al final de cada tépico.
Cuando se nombran marcas registradas o productos comerciales, se hacen con
objeto de divulgar informacién técnica; ello no significa una insinuacién a su uso
con respecto a otras marcas registradas no citadas.



TOPICO 1

Actividad del peréxido de hidrogeno
sobre los polisacaridos en general y sobre heparina
en particular; generacion de alteraciones estructurales
caracteristicas






1.1) Revision del arte previo: antecedentes
bibliograficos del tema

Este documento revisa la existencia de antecedentes bibliogréficos de estudios que ilus-
tran la accién del peréxido de hidrégeno sobre los polisaciridos en general, para luego
pasar al caso de la heparina en particular. Los trabajos e investigaciones sobre la acti-
vidad del peréxido de hidrégeno sobre los carbohidratos datan de la década de 1890,
y caracteristicamente y en forma organizada, con los trabajos de H.J.H.Fenton (1). A
partir de esa fecha, los desarrollos cientificos y técnicos de la reaccién del peréxido de
hidrégeno sobre los carbohidratos ha sido incesante, dando lugar a interesantes pro-
cesos en diversas ramas industriales, como agente blanqueante y oxidante. De hecho,
el peréxido de hidrégeno es un blanqueador caracteristico, tanto como el hipoclorito.
Esta accién del peréxido de hidrégeno sobre los carbohidratos ha sido revisada exce-
lentemente por Moody (2), con exhaustivo detalle. Para los fines de los cuales se ocupa
el presente trabajo, los puntos relevantes de la revisién bibliografica de Moody son:

* La reaccién sucede en formas distintas bajo muy extensas condiciones de presién
y temperatura, con o sin catalizadores (habitualmente iones metélicos), presencia
o ausencia de oxigeno, concentracién de sustrato, etc.

* Introduccién de microheterogeneidades estructurales en los polisacdridos sustrato,
en particular la formacién de grupos carboxilo y carbonilo (por ejemplo, caso del
almidén de papa).

* La generacién de grupos carboxilo y carbonilo se constituyen habitualmente en la
aparicién de alfa-cetodcidos.

* La depolimerizacién del polisacirido sustrato (en acuerdo con los puntos anterio-
res) puede ser seguida por el incremento de la acidez, aumento de la presencia de
grupos reductores, caida de la viscosidad, y en algunos casos, de la rotacién éptica.

* El reactivo de Fenton es fuente generadora de radicales libres oxigenados, tales
como OH+ y HO,*, y no es enteramente selectivo sobre los enlaces en los que
actta.

* El peréxido de hidrégeno en presencia de sulfato ferroso (Reactivo de Fenton)
estimula la depolimerizacién de la celulosa, en mayor extensién de lo que se depo-
limeriza con la accién del oxidante citado sin la presencia del catalizador.

Este dltimo punto resulta relevante para el tema que se estd tratando pues, aceptado
y comprobado que el H,O, actia sobre la celulosa en forma depolimerizante (y mds
aun en presencia de i6n ferroso), resulta notable que la citada accién sea inhibida o
retardada por la presencia de yoduro. El ioduro de potasio inhibe la depolimerizacién
de la celulosa por oxigeno y dlcali, con un periodo de induccién prolongado debido a
la presencia del citado haluro (3) (4). El presente autor ha comprobado que la accién
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inhibitoria del anién yoduro se extiende a gran cantidad de polisacdridos, incluyendo
heparina (observaciones no publicadas del autor). Acorde con O. Varela (5), el peréxido
de hidrégeno es un oxidante poco efectivo en solventes polares (por ejemplo, agua) a
pH neutro o 4cido, debido a que la formacién del anién hidroperéxido esté dificultada.
Frente a la elevacién del pH, el equilibrio existente a pH neutro resulta desplazado

hacia la derecha (5):
H,O, «— H'+ HOO
H,0, + HO  «— HOO + H,O

Y es por este motivo que el peréxido de hidrégeno se usa en solucién alcalina como
agente blanqueante, siendo la depolimerizacién su accién inicial sobre varios polisa-
caridos, entre ellos, celulosa y pectina (5).

La gran profusién de utilidades técnicas de la cldsica reaccién de Fenton en algunas
de sus aplicaciones particulares, ha sido tenida en cuenta en una publicacién reciente
del autor (6), lo que hace innecesario repetirlas en este punto. La degradacién oxidativa
del almidén y de otros polisacdridos a través de mecanismos de radicales libres, fue
estudiada por Yagi y sus colaboradores (7) (8), detallando la catalisis positiva que ejer-
cen el idn ferroso, los dcidos ascérbico y d-araboascérbico, la hidroxilamina, e incluso
la hidracina, confirmando la aparicién de cetodcidos (7); otros catalizadores ensayados
fueron el 4cido eritérbico y el ferrocianuro, no sélo sobre almidén , sino sobre amilo-
pectina, carboximetil almidén, CMC, pectina y dcido alginico (8).

También fue estudiado el “adelgazamiento” (pérdida de viscosidad) de suspensiones
de almidén a través de la accién del peréxido de hidrégeno, empleando no sélo ién
ferroso, sino sales de cromo, cobre y cobalto, en multiplicidad de condiciones experi-
mentales (9), sin excluir la accién de iones manganeso (10). Bessemer y colaboradores
(11) efectuaron un descubrimiento muy interesante que permite la oxidacién selectiva
de parte de los grupos aldehido de un carbohidrato polimérico (generado por ruptura
de dioles via accién del peryodato potisico) a través de la reaccién con un halégeno
generado “in-situ” por reaccién de un haluro con dcido peracético. Acorde con sus des-
cubridores, la oxidacién selectiva del grupo aldehido para formar édcidos carboxilicos
(en relacién 1:1) se efectda a través del halégeno naciente (reivindicaciones 9 y 10 de
la referencia (11)).

La degradacién no-enzimitica de glucanos provenientes del procesamiento de ave-
na en medio acuoso fue extensamente revisada (12), por aplicacién de distintos crite-
rios, que incluyen la degradacién oxidativa con oxigeno y con peréxido de hidrégeno
en presencia de iones metélicos, en particular hierro, a través de los conocidos procesos
Fenton (lo que incluye la interaccién del peréxido de hidrégeno con dcido ascérbico
para la produccién de radicales libres oxigenados fuertemente reactivos y oxidantes).
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Se pone el acento en la excelente revisién bibliogréfica (12), cuya lectura se propone al
profesional estudioso.

La actividad del peréxido de hidrégeno sobre distintos polisacdridos constituye sis-
temas de reacciones complejos, y es un tema en permanente desarrollo por la multi-
plicidad de aplicaciones técnicas y posibilidades que presenta. Esto incluye la modu-
lacién de estas reacciones desarrollando nuevos reactivos que contienen peréxido de
hidrégeno: tal el caso del novedoso complejo de urea-peréxido de hidrégeno, utilizado
en la modificacién de polisaciridos como oxidante compatible con el medio ambiente
(13). El catalizador usado en la oxidacién del polisacirido (almidén) fué el tungstato
de sodio. La degradacién de polisaciridos provenientes de cereales a través de procesos
Fenton (peréxido de hidrégeno en presencia de idn ferroso, o utilizando la cupla redox
i6n ferroso- dcido ascérbico, o la catdlisis mediada por cobre (II), manganeso (II), etc.)
forma parte del cuerpo de excelentes Tesis (12) (14), en donde se demuestra una vez
mis, la intervencion directa de los radicales hidroxilo y superéxido. La Tesis de Faure
(14) pone en relieve varios puntos notables, a saber:

* La sola presencia de i6n ferroso o de dcido ascérbico en ausencia de peréxido de hi-
drégeno, de por si produce la ruptura molecular de la cadena del polimero, lo cual se
explica concluyendo que a temperatura elevada en presencia de i6n ferroso, el polisa-
cérido actiia como agente reductor, manteniendo la generacién de radicales hidroxilo.

* La degradacién sufrida por el beta-glucano modifica su estructura molecular in-
troduciendo nuevos grupos funcionales.

* Estos nuevos grupos funcionales pueden ser aldehidos o cetonas (esto es, carboni-
licos) (véase (2)) y carboxilo.

* Lavelocidad de reaccién se incrementa con el aumento de la concentracion de i6n
terroso y con la temperatura.

Se estimula a la lectura de este importante documento, asi como a las publicaciones
de la misma autora que forman parte de esta Tesis, en particular (15), sin dejar de des-
tacar que este tipo de reacciones reconoce antecedentes tempranos (16). Hobbs (17)
revisa los requisitos necesarios para la optimizacién del blanqueo industrial con peréxi-
do de hidrégeno de pastas mecdnicas de celulosa, en sus aspectos teéricos y practicos.
Las reacciones con ozono también han sido estudiadas para el blanqueo industrial y
con fines de depolimerizacién de polisaciridos. Kishimoto (18) proporciona un des-
tacado estudio sobre el blanqueo de pulpa Kraft con ozono y con reactivo de Fenton,
comprobando mecanismos de reaccién a la vez que demuestra la aparicién de cuerpos
carbonilicos y carboxilicos sobre la cadena de celulosa, y Wang et al. (19) describen
las reacciones indeseables que la depolimerizacién con ozono produce: generacién de
dcidos organicos de bajo peso molecular (dcidos férmico, acético, oxélico), observando
que la depolimerizacién se hace predominante sobre otras reacciones cuando el ozono
opera sobre el polisacdrido en presencia de buffers bésicos.
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Duan y Kasper (20) han aportado una notable revisién bibliogrifica sobre la de-

polimerizacién oxidativa de polisacdridos a través de especies reactivas oxigenadas y

nitrogenadas. De esta publicacién, se destacan los criterios sobresalientes a los fines de

la presente obra, conclusiones que volverdn a ser consideradas mds adelante, a saber:

Las especies oxigenadas reactivas pueden depolimerizar polisacdridos: las mismas
son radicales libres tales como el hidroxilo, superéxido, peroxilo, etc. y habitual-
mente son generados por especies oxigenadas no radicalarias, tal como el ozono,
perdxido de hidrégeno y dcido hipocloroso.

Estas especies reactivas también son generadas por irradiacién y y UV sobre las
soluciones acuosas del polisacérido.

El tratamiento con ozono puede conducir a depolimerizaciones més o menos se-
lectivas, dependiendo de las condiciones de reaccién, condiciones que incluyen la
conformacién de los enlaces glicosidicos. Esto habia sido comprobado con ante-
rioridad (19).

Las reacciones de polisacdridos glicosaminoglicanos sulfato (GAGS) con NaOCl/
HCIO generan residuos N-clorados (mono y dicloroaminas, clorosulfonamidas)
los que a su vez sufren una bien descripta cadena de transformaciones que condu-
cen a la fragmentacién del biopolimero por beta-escisién del enlace glicosidico.
La fragmentacién radicalaria del polisacirido via la produccién del radical hi-
droxilo (por ejemplo, reaccién de Fenton) se conduce por beta- escisién del enlace
glicosidico a través de bien conocidas y descriptas series de reacciones.

Los tratamientos con ozono conducen a apertura de anillo en uno de los extremos
terminales de la cadena, con generacién de un grupo carboxilo, lo cual no parece
suceder en la fragmentacién via HCIO.

Las reacciones fotoquimicas que sufren los carbohidratos fueron revisadas largo
tiempo atrds (21), cuyo aprovechamiento técnico ha permitido novedosos métodos
de depolimerizacién de polisaciridos (22). De la misma manera, la modificacién
estructural y depolimerizacién de carbohidratos poliméricos via irradiacién y de
sus soluciones, se encuentra ampliamente detallada (23) (24). La caracterizacién
microestructural de polisacdridos sometidos a la reaccién con radical hidroxilo, se
puede efectuar elegantemente a través de los métodos de marcado con derivados
de aminoacridona (25).

Dado que el autor ha trabajado durante mds de 30 afios en el campo de los glicosa-

minoglicanos sulfato, considera que puede resultar de utilidad completar el estado del

arte, haciendo una revisién bibliografica sobre la depolimerizacién radicalaria de estos

carbohidratos complejos, lo cual permite la obtencién de valiosos farmacos, tales como

las Heparinas de Bajo Peso Molecular (LMWH por sus siglas en inglés), condroitin

sulfato de variado peso molecular y/o sus fragmentos respectivos, reconocidos agentes

antitrombéticos en el primer caso, y antiartrésicos de variada naturaleza en el segundo.
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Varios de estos procesos estdn basados en la aplicacién de la reaccién de Fenton o Fen-
ton-relacionadas, y fueron estudiados, desarrollados y practicados a escala técnica, en
un meritorio esfuerzo llevado a cabo por la industria quimico-farmacéutica, esfuerzos
que comenzaron aprox. 40 afios atrds y que continuaron denodadamente.

La definicién y revisién bibliografica sobre heparina y polisacaridos relacionados, los
métodos generales de depolimerizacion, las propiedades presentadas por sus oligéme-
ros, etc. estdn fuera del alcance de esta contribucién, y han sido tratados extensamente
en forma mds que autorizada (26) (27) (28) (29) (30).

Fussi (31) presenta un método de depolimerizaciéon de heparina bajo la forma de
dcido heparinico, obtenido por tratamiento con una resina de intercambio catiénico en
fase dcida, por calefaccién en autoclave en presencia de peréxido de hidrégeno/ sulfato
terroso. Pero sucede, como ya se ha visto anteriormente, que el peréxido de hidrégeno
presenta actividad oxidante disminuida en medio dcido, y por lo demis, la acidez presen-
te en el medio producia N-desulfatacién parcial del polisacdrido, lo que obligaba a una
engorrosa posterior resulfatacién del grupo amino libre; este problema fue répidamente
solucionado (32). Bianchini (33) (34) (35) describe un proceso que utiliza concurrente-
mente peréxido de hidrégeno, dcido ascérbico y acetato ciprico, logrando la depolime-
rizacién de heparina de grado farmacéutico y obteniendo heparinas de bajo peso mo-
lecular (LMWH). Con todo, este proceso requiere prolongados tiempos de reaccién y
soluciones diluidas de heparina con el consecuente bajo rendimiento. Ademads, la mezcla
de oligosacaridos asi obtenidos resultan contaminados con productos de degradacién del
dcido ascérbico. El proceso resulta mejorado por el mismo investigador, a través de mé-
todos registrados en un relevante documento patentario (36), el cual reinvindica la de-
polimerizacién de polisacdridos dcidos (y en particular, heparina), utilizando la reaccién
de descomposicién radicalaria del peréxido de hidrégeno en solucién acuosa mediada
por la presencia de cantidades cataliticas de iones de metales de transicién, sean éstos
Cu*, Fer*, Cr** (extensién de la reaccién de Fenton). También han sido desarrollados
otros procesos para la depolimerizacién de heparina y obtencién de las correspondientes
LMWH], basados en la reaccién del polisacrido en presencia del par H,O,/ Fe* (37).

De la misma forma, la descomposicién termolitica del dcido hipocloroso (HCIO)
también ha sido utilizada para la produccién industrial de LMWH y de oligosacari-
dos de condroitin sulfato (LMWCS) (38): el HCIO se descompone termoliticamente
generando radicales libres oxigenados, sin necesidad del agregado de catalizadores de
ningun tipo, lo que evita la impurificacién del oligémero obtenido con trazas de meta-
les u otras sales (39).

Las LMWH obtenidas por degradacién via peréxidos a través de procesos Fen-
ton o relacionados se encuentran definidas en documentos oficiales: Ardeparin (INN)
se obtiene por depolimerizaciéon de heparina con H,O, a elevada temperatura (40)
y Parnaparin (INN) se produce a través de los ya referenciados métodos de reaccion
con H,O, y acetato ciprico (41), y también con hipoclorito (42). Los procesos foto-
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quimicos también han sido utilizados para la degradacién de heparina y polisacari-
dos relacionados. La degradacién fotolitica de heparina utilizando como catalizador
diéxido de titanio, fué estudiada tempranamente por Blazkovi et al (43): la irradia-
cién de polisacdridos en solucién acuosa, de por si produce cadenas radicalarias que
permiten depolimerizar eficientemente glicosaminoglicano sulfatos (44) (45). Higashi
y colaboradores (46) obtienen LMWH a través de la fotolisis de heparina via UV/
TiO,, efectuando una excelente elucidacién estructural de los oligémeros obtenidos
en comparacién con LMWH comerciales, obtenidas por distintos métodos; dado que
la irradiacién UV de TiO, produce H,O, que répidamente se escinde con formacion
de O,y OH-* (hecho ya previamente confirmado y estudiado por Harbour et al. (47)),
la depolimerizacién de heparina en estas condiciones se demuestra como francamente
radicalaria. En principio, la reaccién parece ser mds suave y respetuosa de la estructura
molecular del polisacdrido si se lo compara con procesos Fenton “convencionales” atin
asi, pequefios fragmentos deben ser eliminados por diafiltracién (46). La depolimeri-
zacién fotoquimica también ha sido aplicada con provecho a la obtencién de oligosa-
céridos de dermatén sulfato (48). La depolimerizacion radicalaria del dcido hialurénico
(glicosaminoglicano no sulfatado) efectuada por via Fenton, fue estudiada en forma
notable por Uchiyama et al. (49) (por burbujeo de una corriente de O, en presencia de
iones ferrosos), y revisado por Stern et al. (50). De esta misma revisién, deberia poder
observarse que en el curso de las reacciones 6xido-reductivas (ORD, oxidative reductive
depolymerization)) (de las cuales la reaccién de Fenton es el ejemplo caracteristico), se
introducen en los oligosaciridos resultantes, alteraciones microestructurales, vale decir,
microheterogeneidades en la cadena del oligémero, que por cierto, han demostrado ser
caracteristicas del tipo de reaccién empleada y de las condiciones en las que se lleva a cabo
dicha reaccion depolimerizante.

En este punto, parece interesante efectuar una discreta revisién del arte previo que
abarque estos conceptos, en los oligosaciridos en general y en LMWH en particular.

1.2) LMWH vy oligosacaridos relacionados obtenidos
por métodos de fragmentacion radicalaria:
patrones estructurales caracteristicos

En sus tempranos estudios sobre la depolimerizacién del hialuronato catalizada por
iones ferrosos, Kennedy y Cho Tun (51) reportan la aparicién de dcido urénico 4-5
insaturado en los oligémeros obtenidos. Posteriormente se demuestra que los frag-
mentos ORD del hialuronato contienen 21% y 24% de hexosamina y de dcido urénico
respectivamente, respecto del polisicarido inicial, permaneciendo constante el tenor
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de acetilo (49). En un estudio posterior, Nagasawa y colaboradores (52) depolimerizan
heparina en solucién acuosa conteniendo iones ferrosos por burbujeo de una corriente
de oxigeno. Se obtienen interesantes conclusiones, a saber:

* La proporcién de restos de L-idurénico 2-O sulfato permanece sin cambio, lo que
hace suponer cierta indiferencia de estos grupos a la reaccién llevada a cabo en las
citadas condiciones.

* Se registra una marcada pérdida de dcidos urénicos no sulfatados (D-glucurénico),
por lo que, dada su susceptibilidad al ataque radicalario, parece ser un punto de
corte en la cadena del polisacdrido inicial.

* Lo registrado estd de acuerdo con Bianchini et al. (53), quien demuestra que el
sistema 4cido ascérbico-H,O,-Cu' oxida preferencialmente las regiones menos
sulfatadas (y también las de menor peso molecular, acorde a la experiencia del
presente autor).

* La existencia de dcido glucurénico en el extremo terminal reductor de la LMWH
obtenida, cuando estd vinculado a glucosamina 2-sulfato o glucosamina 2-6 di-
sulfato parece demostrar que esta agrupacion es resistente al ataque en estas con-
diciones, no asi cuando el glucurénico estd unido a la acetil glucosamina o acetil
glucosamina 6-sulfato.

* Aparicién de 4cido urénico 4-5 insaturado en el extremo no reductor del oligo-
sacdrido (aprox. en un tenor del 2,4%). Este grupo de investigacion es el primero
en demostrar la formacién de enlaces olefinicos sobre grupos urénico de LMWH
asi obtenida, lo que indica la existencia de un proceso (aunque minoritario) de
beta-eliminacién, con pérdida del H, de la unidad de 4cido urénico (52).

Por lo demis, en el curso de la depolimerizacién de heparina realizada por via fo-
tolitica- TiO,, se han registrado cambios en el espectro UV del polimero (43) (frag-
mentacién de tipo radicalario, por lo menos, en alguna de sus etapas). En el afio 1990,
Linhardt y colaboradores (54) comprobaron la existencia de una “regién marcadora”
en LMWH obtenidas por clivaje oxidativo, y presente por tanto, en LMWH produ-
cidas por fragmentacién radicalaria, estableciéndose la ruptura en el diol vecinal libre,
situado sobre los restos de dcido idurénico y glucurénico no sulfatados: Esta microhe-
terogeneidad, ausente en la heparina original, estaba formando parte hasta en el 18%
de las cadenas, cantidad algo menor que la previsible dada la estructura de la heparina
original. Aunque en (54) no se hace mencién a la aparicion de dobles enlaces, los me-
canismos intervinientes en este fenémeno ya habian sido reportados tempranamente
(55) (56) y adecuadamente referenciados en (52). En general, todos los métodos de
depolimerizacién radicalaria (incluso aquellos que utilizan radiacién vy) (57), reposan
en la generacién de radicales libres oxigenados que oxidan restos sacaridicos sensibles
dentro de la cadena del polisacérido, siendo los mds susceptibles aquellos que estdn no
sustituidos en posicién 2-3 del anillo sacaridico: los dcidos urénicos no sulfatados son
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los grupos oxidados “selectivamente”, tal como se describid; incluso se ha registrado la
generacion de dcidos organicos pequefios (19) y de fragmentos menores que resultan
dializables (46).

En lo relativo a la generaciéon de doble enlace en oligosaciridos resultantes de la
degradacién radicalaria de otros carbohidratos poliméricos distintos de los glicosami-
noglicanos, el presente autor no ha encontrado referencias relevantes al respecto, pero
desea hacer notar lo siguiente: formando parte de su notable Tesis Doctoral, Faure (14)
incluye un documento de estudio de la degradacién de beta-glucanos por vias alterna-
tivas (15). En tal documento, Faure adjunta fotografias del aspecto que presentan los
productos de degradacién radicalaria y térmica del beta-glucano original: se observa
que el producto de reaccién radicalaria estd fuertemente coloreado de un tono marrén
(tal es el aspecto de los productos “crudos” de reaccién via procesos Fenton). Sorpren-
dentemente, la autora no registra el espectrograma UV-Vis de esta sustancia, pero es
evidente que, en una estructura molecular organica, “/a presencia de color se debe atribuir
a la posibilidad de fenomenos de resonancia” (58). Mas aun, continuando con la cita de
Glasstone (58),cuando la absorcion tiene lugar vinicamente en el ultravioleta, la sustan-
cia serd incolora; pero si en la molécula se verifican cambios estructurales que provoguen un
desplazamiento hacia longitudes de onda mds largas, puede resultar la aparicion de un color
visible”. Esto sugiere que el producto fotografiado en (15) deberia presentar absorcién
UV, ya sea por efecto de condensaciones, dobles enlaces conjugados, etc. Si esto es asi,
el hallazgo es consistente con lo ya descripto en el campo de los glicosaminoglicanos,
formando parte de un mecanismo mds general.

Con respecto a los mecanismos de reaccién que producen la fragmentacién radicala-
ria de glicosaminoglicanos, se ha producido una abrumadora cantidad de informacién,
a partir del afio 1990 en adelante. El autor puntualizard los aspectos fundamentales de
la bibliografia que, a su criterio, resulta relevante y sumamente autorizada: por tanto, la
literatura referenciada es parcial y dista mucho de ser abarcativa del tema. El uso de téc-
nicas instrumentales, tales como las distintas clases de espectroscopia y sus modalidades
(IR, RMN, RSE, MS, etc.) han permitido notables contribuciones al conocimiento de
mecanismos de reaccién, deteccién de radicales libres durante el curso de la fragmen-
tacién y el esclarecimiento de patrones estructurales caracteristicos establecidos sobre
la molécula del oligosacirido resultante, lo que constituye una suerte de “huella digital”
marcadora del tipo de proceso de depolimerizacién, asi como de las distintas variantes
de las condiciones en las que se conduce dicho proceso. Esto es importante no sélo desde
el punto de vista cientifico, sino técnico, en tanto que permite la verificacién de des-
viaciones de las condiciones éptimas del proceso depolimerizante, con la seguridad de
obtencién del mismo producto, lote a lote. En este sentido, la caracterizacién espectros-
copica de grupos terminales en LMWH vy los diferentes artefactos producidos por tra-
tamientos quimicos indebidos (por ejemplo, dlcalis), se encuentran bien documentados:

* Esta caracterizacién incluye los patrones de sulfatacién, grupos terminales, gene-
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racién de iduronilepéxidos y derivados aziridinicos de la glucosamina N-sulfato
(59) (60)

Quiza con excepcién de las heparinas de muy bajo peso molecular (VLMWH),
estas modificaciones estructurales menores sobre la cadena del oligosacdrido, pue-
den ser mds importantes que los diferentes grupos terminales formados por dis-
tintos métodos de depolimerizacién (59).

Estd bien establecido que el nivel de fragmentacién es diferente acorde se cambien
las condiciones de reaccién, asi como el nivel de reproducibilidad estructural en las
respectivas LMWH obtenidas (61).

Se confirmd la desaparicién de dcido urénico no sulfatado (ya reportado en (52)),
cuando esta unidad se halla seguida de glucosamina NSO,60H, asi como tambien
el decremento en el tenor de dcido glucurénico cuando estd seguido de N-acetil-
glucosamina; también se ha confirmado la ruptura C,-C, en glucosamina y dcidos
urénicos, con formacion de nuevos grupos —CO-R. (62).

En LMWH obtenidas via procesos Fenton (Cu*, Fe*), el pentasacarido de afini-
dad a Antitrombina III se encuentra grandemente preservado. E1 Fe** actia como
catalizador, mientras que el Cu**actia como un reactivo. LMWH obtenidas via
Cu™ son inestables en medio bdsico, pero el proceso resulta mucho mds repro-
ducible que con el uso de Fe*; las caracteristicas estructurales de esta LMWH
son peculiares, y en lo referente al mecanismo de reaccién, se confirma como ruta
principal el clivaje del enlace glicosidico sobre el urénico no sulfatado unido a
glucosamina NSO,60H (63), ya reportado en (62): en el proceso de reaccién con
CuyH,0,, se detect6 la presencia de un radical nitréxido estable, probablemente
generado por el ataque de OH* sobre la glucosamina N-sulfato o sobre aminogru-
pos libres presentes en la heparina original (64).

Las correlaciones estructura- actividad bioldgica (SAR), en particular la depen-
dencia de la bioactividad en funcién de patrones estructurales particulares, se ha
constituido en un desafio mayor en el disefio de versiones genéricas de LMWH
propietarias (65).

LMWH obtenidas por irradiacién y parecen poseer una estructura molecular mds
homogénea y preservada con relacién a la heparina original (66).

La variabilidad de la estructura molecular de LMWH obtenida por el mismo
proceso es muy limitada, y la mayoria de esta variabilidad se deriva de la heparina
de partida. La vinculacién de la estructura molecular de la heparina inicial (en sus
distintos bloques constituyentes) con artefactos producidos en la LMWH obteni-
da, esto es: formacién de epéxidos y posterior epimerizacién del residuo idurénico
2 sulfato para rendir dcido galacturénico, asi como la generacién de aziridinas
sobre la glucosamina N-sulfato, se encuentran perfectamente detalladas; la im-
portancia de la deteccién de los anémalos grupos de dcido galacturénico unido a
glucosamina NSO ,6050,, generados por tratamientos alcalinos efectuados sobre
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el polisacirido “madre” conducidos en condiciones sub-6ptimas (67) ha resultado
en un sustancial incremento de la investigacién y mejora de los procesos de pro-
duccién de heparina de grado farmacéutico para usos de depolimerizacién , dando
lugar a métodos propietarios (68).

Los procesos Fenton se han utilizado también para la obtencién de oligosacridos
de condroitin sulfato (CS) y dermatin sulfato (DS). Aplicado un proceso Fenton
H,O,- Cu sobre DS permite la obtencién de LMWDS que conserva mayorita-
riamente la estructura del DS original, conteniendo N-acetilgalactosamina 4-sul-
fato como grupo terminal reductor. Sin embargo, como “huella digital” del proceso,
se detecta la presencia de dcido N-acetilgalactosaminico 4-sulfato en lugar del
grupo reductor antes citado, lo cual representa una estructura no presente en el
polisacarido inicial (69).

La depolimerizacién de CS fucosilado de origen marino via Fenton genera aper-
tura del anillo del resto de dcido glucurénico como microheterogeneidad caracte-
ristica del proceso (70).

Con referencia a la actividad que el dcido hipocloroso y hipoclorito presentan sobre

los polisacdridos, incluyendo su depolimerizacién, se puede establecer lo siguiente: en

el afio 1952, Lister (71) obtuvo que el dcido hipocloroso se descompone de acuerdo a:

2 HCIO— HCl + HCIO,
HCIO + CIO, »CI + HCIO,

Verificindose también que: HCIO + C1O™ — CIO,” + HCl
lo que contribuye, aunque poco, a la descomposicién final del HCIO.
Lister determiné que la reaccién generante de O, es de I orden y puede ser la cldsica:

HCIO — HCI + O admitiendo que “hay una segunda etapa que lleva del O atémico

a la generacion de una molécula de O, (71). Se debe poner en relieve que el HCIO no es

la Gnica especie oxidante presente, sino que en el seno de la reaccién existen clorito y

clorato (ClO, y CIO;") fuertemente oxidantes, como asi también otros radicales oxige-

nados. En efecto: con el concurso de la luz o del calor, en soluciones acuosas neutras (y

aun alcalinas), se ha comprobado que existen las siguientes reacciones (72):
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Lo que explica la aparicién y consecuente reaccién del muy reactivo y oxidante radi-
cal hidroxilo HO-*. Una reaccién de terminacién de la cadena radicalaria es:

HOe + CIO" — CIO + HO

Habiéndose generado O, Oy O
0+O0 -0,
yHCIO + O+~ CI' + O, + HO- (73)(74)

en todo similar a la reaccién de Haber- Weiss:

H,0, + O, > HO*+ HO + O,

Con lo cual la depolimerizacién de la heparina via HCIO parece (por lo menos en
parte) mediada por el oxidante y reactivo HO* tal como en los procesos que utilizan
H,0O,. Por tanto, es esperable la aparicién de alteraciones similares en la cadena del
oligémero obtenido, en particular como las ya detalladas, lo que explica algunos resul-
tados ya publicados (75). Como sucede con el ataque del HO* generado en la descom-
posicién Fenton del H,O,, parece que la reaccién (tal como fue determinada para el
dcido hialurénico y el CS) se localiza sobre el residuo N-acetilaminoazicar generando
la fragmentacién del polisacdrido (76). En particular, la reaccién del HCIO sobre los
glicosaminoglicanosulfatos (GAGS) rinden cloramidas derivadas del ataque sobre el
grupo N-acetilo, con generacién de radicales amidilo, los cuales, a su vez, sufren ripida
abstraccién intramolecular para dar radicales libres carbocentrados en C, de la glucosa-
mina y en C, del urénico vecino, lo cual conduce a la degradacién del polisacarido (77).

En el caso del CS, el ataque efectuado por radicales libres oxigenados parece ser mds
selectivo que para el HA: un radical generado sobre el C; del dcido glucurénico, que
es estable en altas concentraciones, sufre reordenamientos en medio dcido y también
alcalino, lo que resulta en la ruptura de la cadena polisacaridica generando los oligosa-
caridos correspondientes (78). Resulta interesante destacar que, una vez mads, se reporta
que los polisacdridos son mids resistentes a la fragmentacion radicalaria cuanto mds sul-
fatados son, de manera que el mas labil es el HA y el mas resistente, la heparina (79),
reconfirmando lo ya observado (52) (53). El CS expuesto, también sufre cierto grado de
desulfataciéon aunque marginal (79) (y lo mismo puede observarse en heparina frente al
ataque de radicales oxigenados). En el caso de la actividad que presenta el HCIO sobre
el heparin sulfato (HS, carbohidrato heparinosimilar, con un grado de sulfatacion inter-
medio entre el CS/DS y Heparina), se generan los ya citados N-cloroderivados (mono y
dicloroaminas, N-clorosulfonamidas y cloramidas), los cuales se descomponen a su vez
iniciando la fragmentacién del polisacirido: los mecanismos de reordenamiento, genera-
cién de radicales carbonados y lugares de ruptura se encuentran bien detallados (80) (81).
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Los estuerzos para lograr una caracterizacién cada vez mds exhaustiva de hepa-
rina destinada a usos farmacéuticos (y a ser utilizada como materia prima quimica
de depolimerizacién) se han multiplicado durante las dos ultimas décadas, logrando
aportar una coleccién sumamente abundante de informacién detallada al respecto, a
la cual se remite al lector interesado, ya que su discusién trasciende el objeto de esta
discreta obra (82) (83) (84); al respecto se debe destacar la notable solicitud de patente
generada por investigadores de la mas que prestigiosa Momenta Pharmaceutical Inc.
(EEUU) (85); se ha publicado recientemente una destacada revision bibliogréfica sobre
las aplicaciones de la espectrometria de masas a la elucidacién estructural de LMWH
obtenidas por distintos métodos (86). A lo largo de la presente revision bibliografica
histérica, debe haberse notado que en la caracterizacién estructural de un polisacdrido
(no necesariamente GAGS) se utiliza instrumental analitico cuyo montaje raramente
se encuentra en una instalacién quimico-farmacéutica ubicada en paises en vias de
desarrollo o directamente subdesarrollados. En ese caso, parece interesante disponer
de un test técnico que permita una aproximacién experimental para establecer si, efec-
tuada una depolimerizacién Fenton o Fenton-relacionada, el oligosacirido obtenido
se comporta idénticamente de lote a lote, en forma rdpida y como control de proceso,
antes de comenzar tareas de purificacién, que podrian hacer desaparecer artefactos es-
tructurales como los ya mencionados. Esto no debe entenderse como un menosprecio
de las relevantes técnicas instrumentales referenciadas, sino como un conocimiento
técnico, se dirfa fabril, obtenido rapidamente sobre el oligémero “crudo” de reaccién. El
autor hace notar que este criterio no debe ser interpretado como circunscripto al drea
de los GAGS de bajo peso molecular, sino a la fabricacién de cualquier oligosacarido.
El ensayo puede consistir en seleccionar dos propiedades quimicas y/o fisicas del oligo-
sacdrido en particular, que puedan relacionarse una con la otra, de manera que cualquier
variacién de una de ellas, serd advertida rdpidamente, denotando una anormalidad en el
curso del proceso (o en el polisacirido materia prima).

Un ejemplo puede clarificar el concepto: durante la depolimerizacién Fenton de
un polisacdrido se producen, sin lugar a dudas, grupos carbonilicos y carboxilicos en
el oligosacdrido final obtenido (2) (7) (12) (14) (18) (62); por lo demis, la formacién
de a- cetoicidos, también estd bien conocida y establecida (2) (7). Por otra parte, la
generacion de una cierta tasa de insaturacién sobre el oligémero resultante, también se
encuentra bien documentada (51) (52) (55) (56), e inductivamente por (14) (15), como
ya se ha discutido anteriormente. La aparicién de dobles enlaces desarrolla una absor-
bancia UV, ficilmente mensurable por un espectrofotémetro adecuado, al alcance de
casi cualquier laboratorio industrial, mientras que la presencia de grupos carbonilicos
en general, y de o- cetodcidos en particular, puede ser evaluada a través de colorime-
trias, o de reacciones a la gota ficilmente convertibles en un método colorimétrico.
Para el caso de - cetodcidos (87) pueden ser utiles ensayos de color ya reportados en
el afio 1949, acorde a referencias alli citadas; de manera que lo que aqui se plantea es
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conocido desde hace varias décadas. Sin embargo, puede ser de utilidad. Ahora bien,
si los valores obtenidos de la cuantificacién de grupos o~ cetodcidos y las medidas de
absorbancia UV se disponen sobre un sistema de coordenadas, provisto de dos ejes de
ordenadas (tal como se procede a resolver un sistema de dos ecuaciones lineales con
dos incégnitas a través del método grifico), su unién resultard en una linea recta. Este
tendido lineal variard dentro de ciertos limites permisibles fijados por el especialista en
base a exhaustivos trabajos de laboratorio, basados en la preparacién de oligosacdridos a
partir de un mismo lote y de distintos lotes del polisacirido materia prima de reaccién,
evaluando los oligémeros resultantes tal como se indicé: toda desviacién fuera de esos
rangos significard una anomalia en la produccién o en el polisacirido utilizado como
materia prima quimica. El experto formado en el arte percibird claramente las distintas
y variadas formas de aplicacién de este criterio, antes de pasar al examen instrumental
mds complejo, mds caro y menos accesible en los paises periféricos.
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TOPICO 2

Expansores plasmaticos de base proteica.
Produccion Quimica






2.1) Introduccion y revision de antecedentes
bibliograficos

El objeto del presente documento es la revisién histérico- bibliografica de las caracteris-
ticas y de los métodos de produccién de los expansores plasmdticos preparados a base de
proteinas (en general, de origen animal). Si bien los expansores de base carbohidratidica
estdn bien descriptos en la bibliografia cientifica y de patentes (ficilmente asequible por
doquier), los expansores preparados a base de proteinas no ocupan un volumen biblio-
grifico de tamafia magnitud. Independientemente de las ventajas biofarmacolégicas de
una y de otra clase de estos productos farmacéuticos (sobre los cuales el autor no entrard
en detalle pues escapa totalmente a su drea de competencia), parece cierto que no es
sencillo encontrar una revisién sobre la naturaleza de los expansores de base proteica asi
como una discusién de sus métodos de produccién; en este trabajo no se consideran los
hemoderivados, tales como la seroalbimina humana (profusamente usada como expan-
sor), pues no son producidos quimicamente, sino aislados y purificados a partir de sangre
o plasma de donantes humanos. De la misma manera, aunque sean nombrados, no serdn
discutidos los expansores plasmaticos obtenidos biotecnolégicamente por las mismas
razones, dejando su revision a los especialistas correspondientes. De manera que esta
monografia se centrard en la naturaleza y produccién de aquellos expansores que utilicen
como materia prima de partida, proteinas de origen animal. Habitualmente, tales protei-
nas son baratas, asequibles, producidas industrialmente y susceptibles de ser modificadas
por semisintesis en orden a lograr las caracteristicas biofarmacolégicas deseadas.

Ahora bien, los expansores de volumen plasmitico (soluciones que se inyectan por
via endovenosa con fines de reposicién de volumen sanguineo perdido por cualquier
causa patoldgica o traumdtica) se han clasificado en coloides y “cristaloides”. Entre los
asi denominados cristaloides (término no adecuado desde el punto de vista quimico,
pero universalmente aceptado por la prictica médica), se encuentran electrolitos o sus-
tancias orgdnicas de bajo peso molecular constituidas por un solo tipo de moléculas
idénticas entre si, por ejemplo, dextrosa (en solucién al 5%, 10%, 25% en agua destilada,
estéril y apirégena). Ejemplo de electrolitos son las soluciones parenterales de cloruros
de sodio, potasio, etc., las cuales pueden ser isoténicas (solucién fisiolégica o salina,
NaCl 0,85%) o hiperténicas (caso de las soluciones salinas al 7,5%) (1).
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Dentro de los coloides se encuentran fundamentalmente las soluciones parente-
rales de polisacdridos tal como los dextranes y los derivados de almidén, por ejem-
plo, hidroxietilalmidén (hydroxyethyl starch, HES), y soluciones coloidales de origen
proteico, las cuales, a su vez, pueden ser de naturaleza autéloga o heteréloga. Los de
naturaleza autéloga son plasma humano y seroalbimina humana, y entre los de na-
turaleza heteréloga, las soluciones parenterales de proteinas animales (no humanas),
habitualmente modificadas por semi-sintesis y adecuadamente purificadas, funda-
mentalmente, derivados de la gelatina (2). De lo expuesto resulta evidente que los
“cristaloides” son sustancias monodispersas y, naturalmente, los coloides son sustan-
cias mds o menos polidispersas, presentando diversidad de pesos moleculares, sean
éstos el Mw (peso molecular promedio pesado), Mx (peso molecular promedio en
numero), Mv (peso molecular viscosimétrico), Mp (peso molecular correspondiente
al méximo de la curva del grifico de distribucién molecular, también denominada
“perfil molecular”).

Aunque entre el uso de ambas categorias de expansores han existidos y existen fuertes
controversias en lo relativo a la inutilidad del empleo de coloides (3), es indudable que
la practica médica utiliza profusamente estos tipos de soluciones, en donde se incluyen
ademds, polimeros totalmente sintéticos, tales como la polivinil pirrolidona (PVP).

El Health Technology Inquire Service (Canad4) ha publicado lineamientos guia so-
bre el uso de albimina humana versus los expansores plasmdticos sintéticos, en donde
se revisa autorizadamente el costo-beneficio del empleo de ambas clases de productos
y se describen las diferentes clases, asi como la aparicién de nuevas generaciones de
expansores plasmadticos (4). Se remite al lector interesado, al estudio de este excelente
documento. Miranda y colaboradores (5) han actualizado los distintos aspectos del uso
y descripcién de las soluciones utilizadas como expansores plasmaticos, describiendo
la fisiologia del medio interno y las caracteristicas e indicaciones de las soluciones cris-
taloides y coloides (albimina humana, dextranos, almidones y gelatinas modificadas).
Investigadores indios e iranies (6) (7) han presentado recientes avances en el campo de
las investigaciones referentes a la obtencién de sangre artificial (reemplazo de la sangre
natural); de estos documentos pueden extraerse los siguientes criterios, sobre los que se
basa la constitucién de “sangre sintética”, a saber:

* Transportadores de oxigeno basados en la hemoglobina.

* Hemoglobina humana recombinante.

* Hemoglobina humana activada superficialmente con polietilenglicol-maleimida.

* Hemoglobina humana polimerizada con enzimas.

* Células madre hemoglobinicas.

* Hemoglobina humana polimerizada (glutaraldehido) o intramolecularmente en-

lazada entre las unidades a y f3.

¢ Perfluorocarbonos (hidrocarburos totalmente fluorosustituidos), los cuales faci-

litan la transferencia del oxigeno desde la hemoglobina a los tejidos; dada su in-
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solubilidad en el seno acuoso, se administran bajo la forma de emulsiones que
utilizan como emulsionantes lecitina o bien polimeros de cadena corta, tales como

el Pluronic F-68°.

Durante el afio 2011, ha sido publicado un muy interesante documento por la Agen-
cia Central de Inteligencia de los EEUU (CIA) describiendo en detalle los trabajos
que, en este campo, fueron llevados a cabo en la ex URSS y publicados en épocas de la
denominada Guerra Fria (8). La citada revision critica trata extensamente el proble-
ma histérico del desarrollo (con particular énfasis en la produccién industrial) de los
expansores plasmdticos, investigaciones fuertemente estimuladas por las necesidades
surgidas de la II Guerra Mundial, puntualizando los requerimientos que debe cumplir
un expansor plasmatico o sustituto sanguineo. Entre los 24 requisitos citados en (8), se
destacan los siguientes aspectos técnicos:

* Alta asequibilidad de la materia prima con bajos costos.

* Métodos de produccién sencillos que generen productos de calidad uniforme.

* Estabilidad elevada frente al almacenamiento, lo que proporciona seguridad frente
a la produccién industrial a escala completa.

* Adecuabilidad para el secado (ausencia de la necesidad de transportar agua).

* Soportar la posibilidad de re-esterilizaciones sucesivas sin alteracién de sus pro-
piedades quimicas y biofarmacolégicas.

Se puede observar que algunos de estos requerimientos técnicos, se refieren a nece-
sidades surgidas en estado de beligerancia; asimismo, plantea las fuentes de obtencién
de coloides de naturaleza proteica (gelatina, caseina, suero o plasma animal adecuada-
mente desespeciado con fines de evitar la respuesta anafilictica). Interesantemente, en
esas épocas tempranas se describen los expansores plasmaticos derivados de proteinas
vegetales (por ejemplo, Biorastin LIPK). También se menciona (8) la obtencién de
expansores a partir de sangre humana inutil (coagulada o procedente de los campos
de batalla), sometiendo estos residuos a hidrolisis dcida controlada. Por supuesto, la
revisién (8) también cita el desarrollo de expansores a base de polisacaridos modifica-
dos, asi como el uso de productos derivados de la sintesis orgénica, tal como el alcohol
polivinilico o la PVP. Moffitt (9) revisa autorizadamente la evolucién histérica de los
trabajos sobre expansores plasmdticos comenzando con los primeros experimentos lle-
vados a cabo por Czerny (10) sobre la infusién IV de goma arabiga o gelatina a anima-
les de laboratorio, destacando el uso de plasma humano congelado, fracciones proteicas
plasmiticas de origen humano, asi como derivados de proteinas animales heterélogas
(gelatina, oxipoligelatina). Fritsch (11) revisa cuidadosamente los derivados de gelatina
producidos de colidgeno animal, esto es:
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* Oxipoligelatinas de peso molecular medio 30.000 Da (5600- 100.000).
* Succinil gelatinas, de peso molecular medio 35.000 Da (10-100 kDa).
* Polimeros urea- gelatina, de peso molecular medio 35.000 Da (4,3-280 kDa)

Se proporciona ademds una interesante discusién de las respectivas actividades
biofarmacolégicas.

Farrugia (12) revisa los métodos para obtener albimina humana a partir de plasma
del mismo origen, describiendo también los distintos tipos de gelatinas (entrecruza-
das, succiniladas, etc) con su correspondiente concentracién de administracién, su peso
molecular promedio (30-35 kDa) y su vida media in vivo. Se remite al profesional
estudioso a la lectura de las referencias (8) (9) (11) (12).

2.2) Expansores plasmaticos obtenidos de proteinas
animales exceptuando hemoglobinas y gelatinas

Karl Baer (13), referencista de la Biblioteca Médica de las Fuerzas Armadas de los
EEUU, ha efectuado un eminente trabajo de coleccién de referencias bibliogrificas
sobre el tema de expansores plasmaticos en general, entre los afios 1940y 1951. En este
libro, Baer incluye las referencias de las investigaciones llevadas a cabo en la URSS y
en el Japén durante ese lapso. De este monumental acopio de datos, se puede extraer la
naturaleza de las proteinas animales ensayadas con tal finalidad:
* Suero bovino desespeciado (DBS por sus siglas en inglés) y plasma o suero de
origen fetal. La desespeciacién conducente a la falta de antigenicidad se lograba
a través de tratamientos alcalinos suaves, y en forma insegura, por tratamiento
térmico en presencia de formol.
* Seroalbimina bovina (bovine serum albumin, BSA) tratada en medio alcalino.
* Suero de oveja.
* Caseina adecuadamente hidrolizada con papaina (capaina).
* Lactoalbiumina bovina.
* Gelatina bovina de hueso (oseina) o de pescado (isinglass) hidrolizada por calefac-
cién en medio acuoso y depirogenado por tratamiento con H,O.,.
* Derivados de gelatina (oxipoligelatinas, ver 2.4).
* Ovoalbimina tratada con 4lcali.

Si bien la necesidad de sustitutos plasmaticos se hizo visible durante la I Guerra
Mundial, no fue sino hasta el comienzo de la II Guerra Mundial en que los sustitutos

del plasma humano fueron seriamente considerados.
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En el caso de los trabajos sobre caseina hidrolizada con proteasas, la preparacién se
logra digiriendo caseina técnica con papaina a 70°C y pH 5,8 (14). La proteina no dige-
rida y polipéptidos de alto peso molecular se precipitan por adicién de dcido tricloroa-
cético, con lo cual, finalmente, se logra una solucién acuosa conteniendo aminoacidos
libres y oligopéptidos de hasta 8 aminoacidos. El material, depirogenado y esterilizado,
puede ser almacenado largo tiempo sin aparicién de turbiedad (14). Tales hidrolizados
de caseina fueron muy utilizados en Alemania durante la II Guerra Mundial, bajo el
nombre de “capaina” (15). En estos procesos, la adicién de dcido tricloroacético y su
engorrosa eliminacién posterior, pueden reemplazarse sencillamente ultrafiltrando la
solucién de caseina digerida a través de una membrana de UF de cut-off 10kDa, cuyos
permeatos no precipitan por la adicién de édcido tricloroacético (observaciones perso-
nales del autor, no publicadas).

Damaskus (16) efectia interesantes descubrimientos trabajando con hidrolizados
de caseina, plasma y fibrina. El citado investigador resuelve el problema de formacién
de espuma durante la liofilizacién de estos hidrolizados proteicos, asocidndolos en pro-
porcién (2+8) o (2+9) con gelatina hidrolizada por calefaccién de su solucién acuosa
en reactor cerrado a una temp. de 121°C y presién de 1 atm. durante 3 hrs. Con este
procedimiento se logra también una efectiva y rapida disolucién del liofilizado, atn
cuando el mismo contenga dextrosa. En esta investigacion se hace foco en un problema
comun en este tipo de hidrolizados proteicos (y en especial, de los caseinicos), que es
la aparicién de turbiedad e incluso precipitacién con cortos tiempos de almacenaje: en
principio, este problema estaria resuelto con este método patentado. El presente autor
ha trabajado con soluciones de caseina hidrolizada con proteasas industriales (subtili-
sinas) o bien por calefaccién en medio alcalino, y efectivamente ha podido constatar la
aparicién de ligera turbiedad (detectable por observacién a la limpara) en estos pre-
parados a los pocos meses de almacenamiento en estante. V.B. Diaz ha logrado una
solucion satisfactoria a este problema, aplicando criterios relacionados con la solucién
del indeseable fenémeno de precipitacién de soluciones sobresaturadas de gluconato
de calcio inyectable, a través de la adicién de sales cdlcicas de dcidos isémeros del dcido
gluconico (manonato cdlcico) o de sus dcidos relacionados (lactobiénico, maltobiénico,
glucohepténico) (17); en efecto, cuando al hidrolizado proteolitico o alcalino de caseina
se le ajusta el pH a valores de compatibilidad fisiolégica con solucién concentrada de
acido glucénico, la solucién resultante (adecuadamente filtrada y esterilizada) resulta
perfectamente estable en el curso de varios afios de almacenamiento en estante a temp.
de laboratorio. El fenémeno quizd pueda explicarse por el complejamiento que efectda
el dcido glucénico sobre restos de calcio presente en la caseina original.

Con relacién al empleo de suero o plasma bovino para la confeccién de expansores,
el material proteico debe ser tratado adecuadamente en medio alcalino, con objeto de
minimizar indeseables efectos anafilcticos: el responsable de la respuesta inmune es
una glicoproteina (de naturaleza seromucoide) que es termoestable (18) la cual parece
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ser eliminada por calefaccién alcalina. Los trabajos sobre la adecuacién de seroalbimina
bovina (BSA) para la obtencién de expansores plasmaticos han permitido observar que
la PEGilacién de la proteina induce cambios conformacionales sobre la misma, lo que
permite que estas preparaciones incrementen su presién osmética y su viscosidad (19).

Enlo que respecta al uso de ovoalbiimina para la preparacién de sustitutos de plasma
sanguineo, los estudios tendientes a minimizar la respuesta antigénica fuerte que pre-
senta esta proteina han conducido a su modificacién por conjugacién con una polias-
partamida, permitiendo con ello, la obtencién de expansores plasmaticos atéxicos (20).

La queratina de lana y de cabellos humanos (procedentes de peluquerias y de salones
de belleza) ha sido empleada como sus derivados (keratosa) por oxidacién de la fibra
humana o animal con solucién de dcido peracético. La keratosa es posteriormente ais-
lada utilizando resinas de intercambio i6nico y adecuadamente purificada, rindiendo
expansores plasmaticos de respuesta fisiolégica sumamente aceptable (21).

Aunque no pertenezca al caso que se estd tratando, resulta muy inspiradora la ex-
celente Tesis presentada por Qi Wang (22), centrada en la polimerizacién de seroal-
bumina humana via glutaraldehido, lo cual soluciona el problema de la extravasacién
vascular de la albimina humana tal cual que se presenta en pacientes gravemente que-
mados o con choque séptico, lo cual incrementa el riesgo de mortalidad. Esto da lugar
a la preparacién de expansores plasmdticos mds seguros.

2.3) Expansores plasmaticos obtenidos a partir
de hemoglobina animal:

Este tipo de productos farmacéuticos no solo permite la restauracién del volumen san-
guineo faltante, sino que cumple la importante funcién de llevar el oxigeno (que se
encuentra deficitario por efecto de la hipovolemia) a los tejidos que lo necesitan, y
que un expansor plasmidtico “convencional” no es capaz de efectuar. De tal manera,
estos transportadores de oxigeno de naturaleza hemoglobinica desarrollan importantes
funciones terapéuticas. La introduccién de hemoglobina libre (sin detritos de glébulos
rojos) en el volumen plasmadtico, modifica en forma importante el movimiento de flui-
dos en los compartimentos intersticiales e intravasculares, y con tal fin se han ensayado
hemoglobinas sin modificaciones quimicas, como asi también entrecruzadas, polimeri-
zadas y superficialmente conjugadas, por ejemplo, con polietilenglicol (PEG) (23). El
descubrimiento de Bonsen et al. (24), de la compaiifa de investigacion ALZA Corp.
(Palo Alto, California) produce un hito fundamental en el tema: parte de hemoglobi-
na humana para los expansores-repositores de O, (y de hemoglobina animal, para las
correspondientes especies animales) y establece con propiedad la forma de polimerizar
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hemoglobina (libre de debris) a partir de bolsas de sangre vencidas o descartadas por
distintos motivos. La hemoglobina polimerizada acorde con este método produce po-
limeros de peso molecular mayormente comprendido entre 120-500 kDa. Una ventaja
evidente de estos preparados es que no presentan necesidad del uso de sueros hemo-
tipificadores, dado que no contiene estromas celulares de glébulos rojos. Este hecho
posibilita su infusién endovenosa a cualquier ser humano, independiente de su grupo
sanguineo. En el afio 1992 se publica la constitucién de expansores plasmdticos de
base hemoglobinica de origen animal (fundamentalmente bovina) para su uso en seres
humanos, sin evidencias clinicas de formacién de anticuerpos detectables por el test de
Ouchterlony (25). Puede ser conveniente poner en relieve los puntos sobresalientes de
este descubrimiento, a saber:

* La memoria de invencién presenta una muy interesante y completa revisién his-
térico-bibliografica de los hallazgos previos, acompafiando cada uno de ellos con
una discusién critica, lo que transforma a esta patente en una referencia bibliogra-
fica de la mayor importancia.

* Utiliza sangre bovina de animales destinados a consumo humano como material
de partida, lo que permite que la fabricacién pueda llevarse a cabo a gran escala.

* Con el fin de evitar el uso del glutaraldehido como agente enlazante (debido a sus
indeseables efectos téxicos), el método utiliza un dialdehido obtenido por oxida-
cién de adenosin trifosfato (ATP) con peryodato de sodio: esto origina la apertura
del anillo de ribosa y transforma el diol en el dialdehido correspondiente. De esta
manera se evita el dafio glomerular y provee una adecuada retencién intravascular.

* Se presentan claros ejemplos que comienzan con el tratamiento de la sangre bo-
vina y concluyen con el producto farmacéutico final. Se incluye la obtencién de
intermedios, incluso a gran escala, asi como un detallado esquema de la reaccién
de polimerizacién.

Kai et al. (26) describen un proceso de encapsulamiento de hemoglobina (recom-
binante o humana) en liposomas, acompafiado o no de conjugados formados entre un
complejo metdlico de naturaleza protoporfirinica con seroalbimina humana. Komatsu
et al. (27) presentan la preparacién sintética de un complejo hemoglobina-seroalbimi-
na (ambas proteinas de origen humano, bovino o recombinante). La hemoglobina pue-
de estar intramolecularmente entrecruzada, pudiendo ser utilizadas solas o en sus mez-
clas correspondientes. Estdn disponibles en el mercado farmacéutico, productos a base
de hemoglobina bovina polimerizada con glutaraldehido y adecuadamente purificada
(Hemopure”; Biopure Corp.) denominados genéricamente como hemoglobina-gluta-
meros, existentes también para usos veterinarios (Oxiglobin®, Biopure Corp.) (28) Se
remite al lector interesado al autorizado libro editado por Kim, H.W. y Greenburg,
A.G. (29), el cual trata extensamente el disefio y usos terapéuticos de transportadores
de oxigeno basados en el uso de hemoglobina.
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2.4) Expansores plasmaticos obtenidos
a base de gelatina

El autor ha publicado recientemente una descripcién del uso de gelatina para la consti-
tucién de expansores plasmiticos (30), con lo cual lo alli revisado no serd contemplado
en la presente obra. El fascinante libro publicado por Schrieber y Gareis (31) abarca
todos los aspectos teéricos y tecnolégicos (incluida la preparacion de gelatinas modifi-
cadas); su ficil accesibilidad exime al autor de todo comentario, excepto la estimulacién
a su lectura. Los riesgos y beneficios del uso de expansores a base de gelatina estdn bien
descriptos por Saw et al. (32). Acorde con Tomiello (33), las gelatinas que son materia
prima base para expansores plasmadticos, son de tres tipos:

* Succinil gelatinas o gelatinas fluidas modificadas.

* Poligelinas: modificadas por la accién del hexametil diisocianato.

* Oxipoligelatinas: quimicamente modificadas por condensacién con glioxal y pos-

terior tratamiento con peréxido de hidrégeno.

Las succinilgelatinas son ampliamente utilizadas en el sector farmacéutico como ex-
pansores plasmiticos, producidas por degradacién de la gelatina original por tratamiento
alcalino suave (hasta lograr un peso molecular medio de entre 20-25 kDa) y posterior
succinilacién con anhidrido succinico). La etapa de succinilacién se logra exitosamente,
trabajando con la gelatina degradada por alcali en solucién acuosa (aprox. 5%) y adi-
cionando anhidrido succinico en pequefias porciones bajo constante agitacién; el pH
deberia mantenerse constante entre los valores 7,5-8,0 (34),y completada la operacién de
succinilacién (reaccién de Schotten- Baumann), el exceso de subproductos de reaccién
de bajo peso molecular se eliminan via ultrafiltracién a través de una membrana de UF
de cut-oft 8-10 kDa, hasta reaccién negativa de succinato en los permeatos. Para ello es
interesante la reaccién coloreada que dan las sales férricas con los succinatos (35). Ejem-
plo de excelentes productos presentes en el mercado son Gelofusine * (Mw= 30.000 Da;
Mn = 23.200 Da) (36); Gelafusal® (Mw= 30.000 da; M= 22.600 Da) (37); Gelafundin”.

Las poligelinas son obtenidas por hidrélisis intensiva de la gelatina lograda con bases
fuertes hasta un peso molecular promedio de 12-15 kDa y posterior entrecruzamiento
(intercatenario) con hexametil diisocianato, lo que genera puentes de urea entre las
moléculas (33) (Haemaccel®) (38).

Las oxipoligelatinas se preparan por condensacién de las moléculas de gelatina
con glioxal y posterior degradacién oxidativa con peréxido de hidrégeno. Gelifundol-
Amarey” (39) es un ejemplo de producto comercial a base de oxipoligelatina. Si bien en
el curso del tiempo se ha ensayado el desarrollo de otros productos (40), las tres clases
de gelatinas modificadas permanecen bien establecidas como firmacos destinados a la
manufactura de este tipo de expansores plasmaticos.
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2.5) Expansores plasmaticos obtenidos
a base de proteinas vegetales

Las proteinas de origen vegetal parecen ofrecer una extensa gama de posibilidades
para el desarrollo técnico de expansores de volumen plasmitico, una vez eliminados los
componentes que limiten su uso debido a fenémenos de anafilaxia e inmunotoxicidad.
Si embargo, tanto como obra en el buen saber y entender del autor, y a la fecha del 31
de mayo de 2019, no parece haber referencias relevantes al respecto. Es cierto que se
han desarrollado composiciones farmacéuticas a base de proteinas de soja y caseina
para el tratamiento del acné cutdneo y de problemas artriticos (41), pero la busqueda
efectuada por el autor ha revelado la existencia de sélo un documento patentario que
documenta la invencién de expansores plasmaticos a base de proteinas vegetales (42).
En el primer caso, Gordon (41) desarrolla medicamentos de uso tépico con la utilidad
ya citada: la proteina de soja y la caseina lictea son solubilizadas en agua a través de
un tratamiento alcalino y luego sometidas a digestién enzimitica a través del uso de
proteasas industriales tales como la papaina. El sistema es posteriormente estabilizado
via el uso de PVP, el cual se disuelve en la solucién proteica. La segunda referencia
bibliografica citada (42) es sumamente interesante y merece ser comentada destacando
sus puntos fundamentales.

* El proceso estd basado en la utilizacién de edestina, una globulina vegetal cuya es-
tructura primaria es muy similar a la inmunoglobulina humana, con un peso mo-
lecular de 300 kDa y una estructura hexamérica, estable en solucién a pH 5,8-7,8.

* La edestina es obtenida de las semillas de cafiamo, las cuales quedan como residuo
indeseable luego de la extraccién del aceite por métodos que utilizan diéxido de
carbono liquido.

* La proteina se aisla posteriormente de las semillas con soluciones salinas y purifi-
cada posteriormente por precipitaciones sucesivas con sulfato de amonio, refinin-
dola a continuacién por cromatografia en columna (resulta obvio las mejoras al
método que podria introducir el uso de tecnologias de ultrafiltracién/ diafiltracién
a través de membranas de diferentes pesos moleculares de corte).

* La edestina purisima asi preparada y refinada, se disuelve en agua en concentra-
ciones adecuadas para rendir, junto con el agregado de otros aditivos, un expansor
de volumen plasmadtico que no parece presentar, en principio, problema alguno de
inmunotoxicidad frente a su administracién endovenosa.
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TOPICO 3

Complejos Organicos y Quelatos de Microelementos
utiles en Sanidad Animal. Produccion Quimica






3.1) Introduccién

La presente monografia pretende efectuar una revisién histérico-bibliografica de las
caracteristicas de los métodos de produccién quimica de complejos metélicos general-
mente utilizados en la prevencién de enfermedades de carencia y/o preservacién de la
sanidad animal; estos complejos pueden ser utilizados segin distintos criterios, ya sea
como aditivos y suplementos en la dieta de los animales, o bien formando parte de me-
dicamentos administrados segin los métodos indicados por la Medicina Veterinaria.
En particular, este documento estd enfocado en el tratamiento de complejos y quelatos
de los denominados “micronutrientes metélicos” o “microelementos”, dejando de lado
aquellos elementos considerados macronutrientes, los cuales son necesitados en mayor
cantidad por el organismo animal.

Tanto como ha comprobado el autor, la informacién sobre este tipo de complejos es
muy abundante en lo relativo a la fisiologia de estos microelementos, sus enfermedades
de carencia y su facilitacién del manejo zootécnico; sin embargo, los métodos de prepa-
racién sintética de tales sustancias aparecen dispersos y poco publicados en la literatura
cientifica, estando la mayoria de dicha informacién contenida en la bibliografia de
patentes. El autor cree que una revisién de esta informacién bibliografica fragmentada
puede ser util para el profesional estudioso o para el técnico que se enfrente con la tarea
de preparacién de los citados complejos de estos microelementos; al respecto, el selenio
y el yodo son microelementos no metilicos, sin embargo, también serdn revisados en
cuanto sean administrados bajo la forma de complejos.

Aligual que sucede con las plantas y también con los seres humanos, los micromine-
rales (también denominados microelementos, elementos-traza u oligoelementos) son
nutrientes que no aportan energia y sin embargo realizan importantes funciones en el
organismo animal (1). De acuerdo con Fernindez Oller (1), hay siete macroelementos
fundamentales, que son calcio, f6sforo, sodio, cloro, potasio, magnesio y azufre, y ocho
microelementos esenciales, necesarios en cantidades traza, a saber: hierro, cobre, zinc,
cobalto, manganeso, molibdeno, selenio y yodo. Como ya se ha dicho, esta revisién
bibliografica no incluye a los citados macroelementos.

Si bien los microelementos deben ser administrados en las concentraciones ade-
cuadas, éstas cambian en las distintas etapas del desarrollo y crecimiento del animal, y
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aun con los distintos géneros y especies (1). Por tal motivo, el nivel de concentracién
6ptima administrada es dificil de establecer “y la mayoria de las estimaciones se basan
en el nivel minimo requerido para superar la deficiencia de un sintoma y no necesaria-
mente para promover la productividad” (1). En su documentada obra, Urroz Madrigal
(2) establece un nimero inferior de microelementos (Fe, Cu, Co, Zn y I), necesarios
en valores inferiores a las 50 ppm. Sin embargo, debe insistirse en que el tipo de mi-
croelementos y su concentracion expresada en mg/kg de dieta seca (o sea, ppm) cambia
conforme género y especie del animal. En un trabajo sobre la nutricién de salménidos,
Larain (3) establece que los microelementos fundamentales para los mismos son el
Fe, Cu, Mn, Zn, Se y I, necesarios en dosis inferiores a las 100 ppm sobre dieta seca.
En el caso de bovinos, los microelementos necesarios son el Co, Cu, Fe, Mn, Zn y Se,
requiriendo el yodo en concentraciones de hasta 0,5 ppm (4) (5). El zinc, cobre, hie-
rro y selenio (ademds del cromo) intervienen activamente en varios componentes de
la inmunidad innata, interviniendo en procesos en los que participan radicales libres
(6). Sin embargo, se debe hacer notar que el cromo ha sido citado como uno de los
microelementos que producen efectos adversos en los animales (4). En resumen, la
importancia fisiolégica de los microelementos estd documentada abundantemente y en
forma facilmente disponible para el lector interesado (7) (8).

Aunque en principio parece ser que el hierro, cobre y zinc son los microelemen-
tos mds importantes para el buen funcionamiento de la fisiologia animal, el estudio
profundo de la cuestién indica que en realidad los 8 microelementos citados son fun-
damentales, presentando diferentes efectos en la fisiologia animal. En estos estudios,
efectuados a campo, intervienen multiplicidad de factores ademds de los ya citados,
tales como el contenido de dichos elementos en suelo y forrajes, la dindmica del me-
tabolismo animal, etc. La valoracién de estos elementos en el tejido animal también
ofrece una dificultad, dado que la medida de los mismos en sangre no siempre es la
opcién indicada: el higado es mejor marcador que el tejido sanguineo a la hora de valo-
rar los tenores de Cu, Mn, Se y Zn. Por lo demis, la sangre es un material de eleccién
para la valoracion de hierro y yodo (9). Todos estos aspectos ofrecen grandes desafios
a la labor diagnéstica del médico veterinario o del zootecnista, y este aspecto no es
menor, sobre todo en el tratamiento de animales susceptibles de manejo zootécnico, ta-
les como aquellos destinados a consumo humano. Diversos microelementos presentan
diversa actividad frente a diferentes requisitos de la fisiologia animal: zinc y cobre son
importantes en la respuesta inmune y en la generacién y reposicién de queratina en el
pezén de la vaca lechera asi como en la salubridad de la ubre en general; manganeso y
cobalto también parecen intervenir en estos efectos (9). La suplementacién con zinc
disminuye la incidencia de patologias de las pezufias, asi como parece estar fuera de
dudas la importancia de la suplementacién con yodo (9). Habitualmente la proporcién
Zn:Cu presente en los complejos suministrados es de 5:1 p/p, y si bien el cromo ha sido
citado como téxico (4), se debe hacer notar que parece ser un microelemento necesario
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y de actividad bien reconocida (6) (9). De hecho, existen preparados comerciales que
incluyen cromo en su composicién (Microquel® Layer 6 in 1 PX). Los elementos-traza
habitualmente son suministrados en las siguientes formas (10):

* Bolos de liberacién sostenida, de uso oral.

* Inyectables depot o de liberacién prolongada, los cuales permiten una liberacién
lenta y controlada a partir de un carrier (que puede ser un aceite vegetal) adminis-
trados en forma subcutinea o intramuscular

* Formando parte de premezclas a administrar junto con el alimento, o contenidas
en el mismo alimento.

Entre las formas orgdnicas mds comunes de suplementar microelementos, se en-
cuentran complejos y quelatos del elemento con aminodcidos puros, tales como el
Zn-metionina o el Mn-metionina, Cu-lisina, etc. El criterio fundamental, en el caso
de la administracién oral del complejo, es que su constante de estabilidad es tal que
permite que el complejo sea indiferente a la accién complejante de las glicoproteinas
del tracto digestivo. Sin embargo, es interesante sefialar que “las evidencias de un au-
mento en la absorcién son débiles. Los informes citados establecen que la biodisponi-
bilidad de cobre desde Cu-lisina administrada a ovejas y vacunos fue similar a la del
sulfato de cobre...”. “Se requiere la evidencia de pasaje a través del rumen, derivado de
mediciones directas para confirmar estas afirmaciones de los fabricantes de suplemen-
tos” (citando a Alvarez (10)). En todo caso, la complejidad de factores ya descriptos
que afectan la absorcién de los citados microelementos (en donde se debe incluir la
estructura molecular del complejo) parece posible que en algunos casos no presenten
ventajas frente al comportamiento de la correspondiente sal inorgdnica u orgdnica, y
en otros se logre una diferencia sustantiva. El autor deja esta discusién en manos de los
especialistas competentes, y dado que la produccién de estos complejos a escala técnica
es una realidad industrial, el presente texto pasard a ocuparse de sus aspectos quimi-
co-técnicos. En este sentido debe tenerse presente que todo quelato es un complejo,
pero la inversa no se cumple. Un complejo (o i6n complejo) estd formado por la unién
entre un i6n sencillo con otros iones de carga opuesta o con moléculas neutras (11).
El ién sencillo puede estar en solucién o formando parte de un precipitado altamente
insoluble: la adicién de la sustancia complejante genera un aumento de la solubilidad
de esta sustancia insoluble: La solucién de nitrato de plata, por ejemplo, reacciona al
agregado de solucién de cianuro de potasio precipitando cianuro de plata insoluble, el
cual se redisuelve en exceso de la solucién de KCN por formacién del complejo argen-
tocianuro [Ag (CN),]-, en rigor, K[Ag(CN)_], sal compleja soluble (11).; el cloruro o el
éxido de plata se disuelven por adicién de solucién amoniacal debido a la formacién del
complejo argentodiamino [Ag(NH,),]* (12),y lo mismo sucede con una gran variedad
de sales inorgdnicas insolubles. Por otra parte, el empleo como complejante del dcido

etilendiamino tetraacético (sal sédica; EDTA o mejor EDTANa,) (G. Schwarzenbach,
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1946) en la determinacién de la dureza del agua, es un ejemplo de un tipo particular
de complejos denominados “quelatos”, formando tales complejos con los iones Ca**
y Mg™ (13). El EDTA disédico también es denominado versenato sédico, Trilon B
o Didiette (13). En general, existe un quelato cuando en el complejo tiene lugar la
formacién de anillos, operacién denominada con el término “quelacién” (pinza de un
cangrejo), y no necesariamente implica que el anillo rodee a un dtomo metalico: el dci-
do salicilico, por ejemplo, forma moléculas dobles con los solventes correspondientes, y
tales moléculas dobles no contienen grupos OH que no participen de uniones hidrége-
no; sin embargo, tal asociacién también se conoce como “quelacién” (14). Sin embargo,
en lo que sigue de este texto, se utilizard la acepcién mds conocida, esto es, que tales
complejos son productos formados por reaccién entre un dtomo metalico con otro i6n
o molécula neutra que presenta un Unico par de electrones (complejo monodentado):
dos o0 m4s 4tomos donadores de electrones al 4tomo metilico (coordinacién) forman
complejos anelados bi, tri o tetradentados, generando uno o mds anillos heterociclicos
que rodean al metal (15). Esta referencia bibliografica presenta un claro detalle de los
requisitos que debe cumplir un complejo para ser considerado quelato, para lo cual se
citard especificamente a Martins y Rutz (15):
* El ligante debe contener dos dtomos capaces de formar ligazones con un ién
metilico.
* Elligante debe formar un anillo heterociclico con un metal cerrando el anillo.
* Debe ser estéricamente (relativo al arreglo espacial de los dtomos) posible de que-
latar al metal.
* Larelacién entre el ligante y el mineral debe atender requerimientos minimos de
estabilidad.
* Estos quelatos deben presentar en la estructura, la forma de anillo siempre forma-
do por una unién covalente coordinada entre el grupo amino y el grupo carboxili-
co,y el ién metilico.

Esta excelente referencia bibliogréfica (15) es sumamente clara y documentada res-
pecto de la quimica y bioactividad de los complejos quelato, y a ella se remite al técnico
interesado. También resulta util puntualizar los requerimientos que para la formacién
del complejo quelato debe cumplir el metal, esto es, tamafio y carga, valor de la ener-
gia de estabilizacién por campo cristalino y su electropositividad o electronegatividad
(16). En general, debe tenerse en cuenta que tri, tetra y polidentados pueden formar
complejos més estables que los mono o bidentados: el EDTA es un complejante de
cardcter hexadentado que forma complejos (quelatos) muy estables con diversidad de
dtomos metalicos, y por esta razén, sus aplicaciones en la Quimica Analitica Cuantita-
tiva ya han sido detalladas (16). Extenderse més en este tipo de consideraciones excede
el propésito de esta contribucién, y para este caso se remite al lector a la bibliografia

especializada (11) (12) (13) (14) (15) (16).
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3.2) Hierro

3.2.1) Importancia del Hierro en la sanidad animal

Parece obvio resaltar que el hierro es un metal indispensable, no sélo para la sanidad
animal, sino también para los vegetales y los seres humanos. El hierro se encuentra
formando parte esencial del grupo hemo presente en la hemoglobina y mioglobina
(responsables del transporte y almacenamiento de oxigeno), y aproximadamente el 90%
del hierro presente en el animal estd contenido en las citadas proteinas: la proteina de
almacenamiento del hierro es la ferritina (aproximadamente con una concentracién
del metal de 20% p/p), fundamentalmente presente en el bazo. De hecho, el bazo de
bovinos y equinos ha sido tradicionalmente el érgano de eleccién para la produccién a
escala industrial de ferritina, utilizada como importante antianémico de origen natural.
La hemosiderina (producto insoluble de la polimerizacién de ferritina) puede contener
hasta el 35% en peso de hierro. El metal forma parte de los citocromos, y de las enzi-
mas catalasa y peroxidasas. Respecto de la proporcién de hierro contenido en ferritina
y hemosiderina, se ha establecido que constituye aprox. el 26% de su masa total en el
animal. En general, la absorcién de este metal es dificultosa, ya sea en animales como
en el ser humano (5-10%), absorcién que se realiza a nivel duodenal, pero su escasa
absorcién se ve compensada, al menos en parte, por la tasa de reciclo en la sintesis de
hemoglobina (17) (18). Ciertas sustancias, tales como los aminodcidos lisina e histidina
aumentan la absorcién del hierro producida a nivel intestinal (17) por lo cual dicha
absorcién se ve estimulada por la formacién de algunos quelatos y también por la pre-
sencia de cobre (18).

En lo referente a animales destinados al consumo humano (fundamentalmente bovi-
nos y porcinos), la calidad de la carne estd dada en gran medida por la concentracién de
hierro presente en la mioglobina, de alli que el aspecto y coloracién de la carne depende
fuertemente de esta proteina; la pérdida de coloracién la convierte en menos atractiva
(19). La carne es la principal fuente de hierro para el organismo humano, dado que el
hierro-hemo es la forma de hierro que mejor se absorbe (mucho mds importante que el
hierro de fuentes vegetales), y por tal motivo tiene una importancia fundamental en la
alimentacién de los seres humanos (19). Un interesante informe del Instituto de Investi-
gaciones Agropecuarias chileno (20) puntualiza la importancia de una dieta balanceada
para animales bovinos, que incluya la suplementacién mineral en el alimento, y, en el
caso particular del hierro, se deberian relacionar los niveles encontrados en la pradera
y en el plasma animal, incluyendo estudios de interaccién que presenta el cobre sobre
el hierro, lo cual dificulta su absorcién. La suplementacién con hierro en la dieta de los
animales para consumo humano, no se agota con los piensos para animales mamiferos.
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Seo et al. (21) han realizado un interesante estudio de comparacién sobre la absorcién
del hierro contenido en piensos para pollos “broilers” (pollos criados en sistemas de pro-
duccién a gran escala, destinados al consumo humano; también son denominados “de
engorde acelerado”) suplementados con sulfato ferroso y con hierro-metionina (quela-
to), demostrando el incremento del tenor de hierro en distintos tejidos musculares del
broiler cuando la suplementacién oral se efectia con el quelato citado en comparacién
con fuentes inorgdnicas del metal. Frente al hecho de que los hidrolizados proteicos
actian promoviendo la absorcién de hierro no-hemo en los seres humanos (22), es fi-
cilmente deducible la validez de estos criterios en ensayos en animales. Efectivamente,
los hidrolizados proteicos son capaces de quelatar un dtomo de hierro cuando contiene
aminodcidos libres, oligopéptidos y polipéptidos: la estructura de ciertos aminoédcidos
en la estructura del péptido influencia la capacidad de quelacién y por tanto la biodis-
ponibilidad del metal (22). Esta propiedad, tan interesante por cierto, fue utilizada en el
pasado para el desarrollo técnico de varios productos antianémicos de uso farmacéutico,
basados en la utilizacién de proteinas industriales claramente accesibles y baratas, tales
como la caseina y la ovoalbiimina ((23) y publicaciones alli referenciadas).

Pero indudablemente, dentro de la importancia que tiene el hierro en la sanidad
animal, no cabe duda que uno de los capitulos mds importantes ha sido el estudio de la
administracién de este metal a cerdos neonatos, dada la necesidad imperiosa de hierro
en los primeros tiempos de vida del animal recién nacido. Naturalmente esto redunda
en su eficiente manejo zootécnico. Anderson y Easter (24) han publicado una detallada
revisién bibliografica respecto de la nutricién con hierro y la necesidad de este metal en
cerdos neonatos. En lo que respecta al contenido de la presente contribucién, se pueden
resaltar los siguientes criterios de la revision citada (24):

* Las investigaciones sobre la biodisponibilidad de este metal en piensos es de carédcter

limitado, porque la anemia es de poca importancia en otros animales de granja.

* La deficiencia de hierro es critica en cerdos neonatos criados en condiciones de
confinamiento, en donde la asequibilidad de este elemento es limitada.

* El cerdo neonato es capaz de absorber hierro vinculado a macromoléculas por
pinocitosis. La macromolécula preferencial es el hierro-dextrdn.

* Hierro de fuentes animales (hierro-hemo) es mds biodisponible que el hierro con-
tenido en otras fuentes, por ejemplo, en vegetales, debido a que el hemo es absor-
bido como complejo tal cual.

* El cerdo neonato requiere 7-16 mg Fe/dia, o lo que es lo mismo, 21 mg/kg de
ganancia de peso.

Miller y Ullrey (25) establecen que:

* Sin el suministro de hierro, las reservas del metal contenidas en el animal duran
poco tiempo. Esto se debe a la importante tasa de crecimiento del cerdo neonato
comparado con otros mamiferos domésticos. El veloz incremento del volumen
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plasmitico hace que la mantencién del adecuado nivel de hemoglobina se logre via
un importante suministro de hierro.

* Una gran cantidad de hierro no absorbido (via oral) es eliminado por las heces.

* La administracién oral de hierro previene la anemia, pero tiene la dificultad del
inmenso trabajo que esto supone para el criador a escala zootécnica y la incerti-
dumbre de que el animal haya consumido la dosis adecuada.

* Los complejos de hierro no presentan ventajas particulares sobre el uso de formas
inorgdnicas del metal (sulfato ferroso) frente a la administracién oral.

* La administracién inyectable se hace fundamentalmente en forma intramuscular
bajo la forma de hierro-dextrdn o hierro-dextrina, inyectando, segin las condi-
ciones, 100-200 mg de Fe, fundamentalmente como hierro dextrdn, el cual se ha
revelado como una de las formas mds seguras: otros productos han causado efectos
téxicos y ain la muerte del animal.

* Siel cerdo neonato recibe dosis de 100-200 mg de Fe bajo la forma de hierro-dex-
trdn oral, el efecto parece comparable al de la inyeccién intramuscular de la misma
masa de Fe.

En un reporte presentado por la Universidad de Oklahoma (26) se comparan los
efectos de la administracién inyectable de hierro-dextrin versus el suministro oral del
complejo hierro-metionina, estableciéndose que una tnica dosis de este compuesto
(250 mg) puede ser suficiente para cumplir con las necesidades del animal, sin recurrir
al preparado inyectable; la posibilidad de suministro oral de hierro a estos animales ha
demostrado ser una alternativa exitosa frente al inyectable standard (27). Sin embargo,
se debe hacer notar que existen importantes comunicaciones que hacen depender el
éxito de la administracién oral de otros factores, tal como la deposicién de la pasta con-
teniendo hierro sobre la lengua del animal, o bien en el agua de bebida, asi como el tipo
de sustancia organoférrica (hierro quelato con aminodcidos, lactato ferroso) (inyectable
standard: hierro-dextrdn). Cabe destacar que la administracion inyectable de hierro
trae consigo indeseables resultados tales como el tenido del jamén, trauma muscular,
abscesos, etc. (28). El hierro-dextran ha demostrado su efectividad en la administracién
oral cuando el suministro se hace dentro de las primeras 12 hrs de vida, antes que el
intestino interrumpa la absorcién de macromoléculas: respetando esas condiciones y
administrado por ambas vias, parece no demostrar diferencias en su efecto terapéutico y
ser absorbido en grandes cantidades con menos efectos toxicos (29). En el curso de los
esfuerzos realizados por la Universidad y la Industria, el uso del complejo hierro-me-
tionina parece ser de eleccidén cuando de suplementar este elemento a cerdos neonatos
se trata. Kegley et al. (30) efectuaron un relevante estudio sobre el comportamiento del
hierro-metionina administrado oralmente a cerdos neonatos, confirmando hallazgos
anteriores (hierro-dextrin oral es mds eficiente que el uso oral de fumarato ferroso).
Los puntos relevantes del estudio de Kegley et al. (30) son:
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* Los productos ensayados fueron sulfato ferroso y hierro-metionina para uso oral;
Gleptoferron® (hierro-dextrin glucoheptonato, de respuesta similar al hierro-dex-
trdn) como agente inyectable.

* Hierro-metionina puede ser administrado en forma segura por via oral a las pocas
horas del nacimiento o a los 3 dias del mismo, sin pérdida de eficacia. Esto facilita
grandemente el manejo zootécnico.

* La biodisponibilidad de hierro-metionina respecto de la del sulfato ferroso (dia 3)
fue 180-277%, sin efectos indeseables.

El efecto de los complejos hierro-polipéptidos administrados “per os”a otras especies

animales destinadas a consumo humano también soporta una documentacién abun-
dante, en particular, complejos de Fe (II) con hidrolizados enzimdticos de caseina (31).

3.2.2) Métodos de obtencion de complejos férricos y ferrosos
destinados a la sanidad animal:

El hierro se administra al animal bajo la forma de las siguientes especies quimicas:

* Sulfato ferroso (sal inorgdnica, no un complejo, y por lo tanto no serd tratado en el
presente texto).

* Complejos coloidales hierro-carbohidrato (via oral o inyectable, por ejemplo,
hierro-dextran).

* Complejos con aminodcidos puros, por ejemplo, hierro-metionina para uso oral.

* Complejos con péptidos y proteinas de distinto origen, cuya denominacién anti-
gua es “proteinatos de hierro” (via oral).

* Sales-complejos de dcidos carboxilicos, tales como el hierro gluconato, hierro fu-
marato, hierro citrato.

3.2.2.1) Complejos coloidales hierro-carbohidrato:

Los complejos férricos y ferrosos con carbohidratos administrables por via oral o in-
yectable fueron revisados recientemente en un libro del presente autor (32), cubriendo
sus métodos de sintesis y su caracterizacién analitica; su inmediata asequibilidad hace
innecesario todo comentario al respecto. En el caso de estos preparados, asi como con
los proteinatos de hierro, puede ser prudente ensayar en la formulacién el agregado de
coadyuvantes (sorbitol, manitol), los cuales ayudan a la biodisponibilidad del hierro
no-hemo.

3.2.2.2) Complejos con aminoacidos quimicamente puros:

Probablemente, el complejo férrico o ferroso quelatado con aminoacidos puros sea el
hierro-metionina, lo cual no es excluyente de la utilizacién de otras formas complejas,
tales como el hierro-lisina. Seo et al. (21) han reportado un método sintético para el
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complejo hierro-metionina, el cual consiste en una adaptacién de criterios anterior-
mente publicados para la sintesis del cobre-metionina (adecuadamente referenciados
por Seo et al.). El método consiste en la reaccién de FeSO,.7H,O con metionina en la
relacién molar de 1:2, logrando una tasa de formacién del complejo en solucién acuosa
sumamente aceptable. Sin embargo, los métodos sintéticos de este quelato fueron de-
sarrollados con mucha anterioridad. Anderson y Abdel-Monem (33) obtienen patente
para el entonces novedoso complejo hierro-metionina destinado a la suplementacién
oral de hierro y metionina en animales. Este documento reivindica la obtencién del
complejo férrico y ferroso bajo la forma de sus sales (cloruro, sulfato) destacando que
la metionina es uno de los aminodcidos esenciales para el organismo animal, sélo ase-
quible a través de la ingesta. Por lo demis, esta patente ensefia claramente la obtencién
de complejos férricos, ferrosos y ferroso-férricos, en relacién molar 1 Fe: 2 Met. La
solicitud de patente presentada por investigadores de la Zinpro Corp. (Minnesota) (34)
merece ser destacada, al igual que la anterior, por los siguientes motivos:

* Presenta una excelente memoria histérica, sumamente completa en bibliografia
cientifica y técnica.

* Establece que sélo los complejos del metal con L-metionina son biodisponibles,
dado que la sintesis que utiliza el aminodcido racémico proporciona el 50% del
complejo conteniendo la forma D del aminoacido, la cual no es natural.

* Describe con absoluta claridad la preparacién sencilla de los complejos de Fe, Zn,
Cry Mn con el citado aminodcido en su forma L.

En 1996, nuevamente la Zinpro Corp. publica un nuevo descubrimiento (35), con-
sistente en que los complejos 1:1 de Zn-Met y Mn-Met mejoran su solubilidad en
agua por la adicion preferencial de cloruro férrico (15-30 moles Fe % moles de Zn o
Mn); los complejos obtenidos contienen como anién el HSO,-, de manera que se trata
de las estructuras ZnMet. HSO, y MnMet. HSO,.

Ciribolla (36) describe un interesante hallazgo, que consiste en hacer reaccionar hi-
droxianilogos de metionina con carbonatos de metales de transicién (Zn, Co, Cu, Mn
y Fe) y también con los alcalinotérreos Ca 'y Mg. La reaccién en el seno acuoso consiste
en la reaccién del aminodcido con el carbonato correspondiente, con lo cual se verifica
la evolucién de CO,. Se utiliza preferencialmente la relacion molar 2Met: 1Metal.
También se encuentra detallada la preparacion de los complejos de los citados metales
con metionina (37), a través de los correspondientes hidréxidos metalicos. Una modifi-
cacién al método anterior ha sido expuesta por Ramu (38), el cual obtiene los quelatos
de diversos metales tales como el Fe, Cu, Co, Mn, Zn, Cr e incluso Se con multiples
aminodcidos (pero haciendo foco en la metionina). Los complejos se obtienen como los
correspondientes hidréxidos, insolubles en agua. La sintesis de Fe(II)-Met fue descripta
empleando un método de microondas en donde los reactantes se encuentran en estado
s6lido, lo cual representa una ventaja interesante (39). Se encuentra descripto un nuevo
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tipo de quelatos formados entre un microelemento con sustancias macromoleculares
tales como los dcidos himicos (40), de aplicacién tanto fitosanitaria como suplemento
dietario para hombres y para animales. Ademds de una extensa descripcién histérica de
los antecedentes bibliograficos, la citada patente se centra en la obtencién de quelatos
de oligoelementos de naturaleza heteromolecular, en donde uno de los complejantes
es dcido himico y el otro es un complejante multidentado sencillo, tal como los hi-
droxidcidos citrico, glucénico, malico, succinico, etc. sin excluir aminodcidos, péptidos,
diversos azicares e incluso aminas. El proceso es apto para el complejamiento de Fe,
Zn, Cu, Mn, Co, Mo, Se y ain B. Este relevante documento proporciona un extenso
numero de ejemplos de preparacién, incluso para algunos intermedios de reaccién, con
absoluta claridad, por lo que se aconseja su consulta al profesional aplicado. Ejemplos
de quelatos de hierro con aminodcidos comercialmente asequibles se los tiene en el
Microquel“Fe (41) (Fe-glicina); FeMet® (solucién acuosa de Fe-Met. Sulfato) (42).
La Association of American Feed Control Officials ha emitido su publicacién oficial
2003.57.151 declarando las caracteristicas que debe cumplir el complejo Fe-Met (42).

3.2.2.3) Complejos con oligopéptidos y proteinas de diverso origen
(proteinatos de hierro)

K. Ramu (38) establece una clara diferencia entre un quelato aminoacidico y un pro-
teinato metdlico: mientras que el aminodcido quelato contiene uno o mds anillos pen-
taatémicos formados por la reaccién entre el oxigeno carboxilico y el a-aminogrupo
del aminodcido con el elemento, un proteinato es el producto de reaccién entre una sal
soluble del metal con hidrolizados proteicos que pueden contener o no aminodcidos
libres. La American Association of Feed Control Officials (AAFCQO) ha definido a un
proteinato metdilico como el producto resultante de la quelacién de una sal soluble del
metal con aminodcidos y/o proteinas parcialmente hidrolizadas (43). Sin embargo, y de
acuerdo con Ashmead et al. parece cierto que esta definicién no siempre es adecuada,
dado que un hidrolizado proteico es un producto molecularmente polidisperso con una
distribucién de pesos moleculares muy amplia (desde oligopéptidos hasta polipéptidos
de miles de daltons), pudiendo ser que los enlaces con el metal puedan estar consti-
tuidos por otro tipo de complejo no quelato o bien por alguna otra forma de atraccién
iénica. Esto hace que la caracterizacién estructural de un proteinato metilico revista
importantes dificultades, porque la estructura molecular del complejo (en si mismo, po-
lidisperso) también depende de las formas de fabricacién y purificacién, asi como de los
distintos métodos de obtencién desarrollados para un “mismo producto”, observindose
que la regularidad estructural no siempre se mantiene de lote a lote.

De esta manera, se debe entender que la quimica de los proteinatos metélicos, para
mantener una regularidad estructural aceptable, debe tener en cuenta:

* Naturaleza y procedencia de la proteina utilizada como materia prima quimica.
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* Grado de pureza y clase de impurezas que acompaifian a la proteina madre.

* Variacién de estos pardmetros frente a la necesidad de cambio de proveedor, y ain
de lote a lote de proteina provisto por el mismo proveedor.

* Especie de la sal metilica de partida, generalmente cloruros y sulfatos.

* Condiciones de reaccién: temperaturas, tiempos, velocidad de agitacién, curva de
calefaccidn, constancia en la clase, marca y dosificacién de proteasas (habitual-
mente, de corte inespecifico).

* Condiciones de purificacién: las técnicas de ultrafiltracién en sus distintos modos
(concentracién, diafiltracién, fraccionamiento a través de tindem de membranas
de peso molecular de corte definido, etc.) son irreemplazables en la Técnica para
este tipo de sustancias. Esto es de gran importancia, pues no todas las membranas
comerciales poseen el mismo porcentaje de retencién o de permeacion, para cada
valor de peso molecular de corte (cut-off). Por tal motivo, el tipo de membrana
deberia ser seleccionado durante la etapa de desarrollo y ser mantenido constante
durante el escalado del proceso, desde la etapa de laboratorio a escala de banco
(bench-top scale) hasta la escala industrial, pasando por la planta piloto (produc-
cién a escala de kg, kilo-lab).

Es interesante destacar que la informacién quimica sobre proteinatos metdlicos
estd mayoritariamente contenida en los cuerpos de patentes, y no en publicaciones de
corte netamente académico, y éste es un ejemplo del porqué el presente autor insiste
en la consulta de literatura de patentes, sabiendo del enorme caudal de conocimientos
cientificos y técnicos que alli se almacenan y que no siempre se encuentran formando
parte de publicaciones cientificas presentadas luego de la presentacién de la solicitud
de patente. La bibliografia de patentes respecto del tema que se estd tratando es de
una cantidad abrumadora: la investigacién en este campo (asi como en otros tantos)
ha sido llevada a cabo casi en su totalidad por investigadores industriales. Es verdad
que existen disponibles relevantes tratados sobre el tema (44), pero han sido escritos
por investigadores pertenecientes a la industria. En este aspecto, es notable el esfuerzo
de investigacién llevado a cabo por los Dres Ashmead (Albion International; UT,
EEUU). Este grupo de investigadores ha presentado gran cantidad de patentes sobre
el tema, cuya claridad, descripcién de detalles y profundidad de la revisién histérica
previa (memoria) debe ser destacada. Como es bien sabido, un hidrolizado proteico
puede ser obtenido tratando la proteina madre en medio 4cido o en condiciones al-
calinas: ambos procesos destruyen aminodcidos constituyentes que son esenciales: la
hidrélisis dcida destruye el triptéfano, serina y treonina, mientras que la hidrélisis
alcalina destruye arginina, treonina, serina y cistina. Se producen ademds aminodci-
dos con las formas L y D, mientras que los aminoacidos naturales son de forma L.
En la técnica, esto se consigue a través del uso de enzimas proteasas (habitualmente
producidas industrialmente) cuyo efecto hidrolitico no altera la configuracién de los
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aminodcidos resultantes (45). Por cierto, la proteina debe ser hidrolizada habitual-
mente antes del agregado del metal y la extensién de la protedlisis puede ser graduada
suavemente en orden a obtener la presencia o no de moléculas de peso molecular
demasiado elevado (e incluso la presencia de restos de proteina madre sin digerir). De
esta manera, se pueden obtener interesantes proteinatos férricos y ferrosos (y también
de otros metales) en forma sumamente elegante (45) (46). En general, los ligandos
oligopéptidos son de tal tamafio que la composicién quelatada final tiene un peso mo-
lecular medio de 1000-1500 Da (47). Es interesante destacar que para minimizar la
presencia de sales producto de la reaccion (presencia que puede ser eliminada por mé-
todos de nanofiltracién, cut-off 300-500 Da), pueden ser utilizados el metal elemento,
o sus 6xidos, hidréxidos y carbonatos, de manera que no exista formacién de sales
inorgdnicas habitualmente aportadas por el compuesto metalico (por ejemplo, sulfato
ferroso, cloruro férrico, etc.). Aunque Ashmead et al. (48) han descripto un método
para obtener quelatos a partir de aminodcidos quimicamente puros y que incluye el
empleo de 6xidos metilicos, etc., es muy interesante el descubrimiento efectuado: la
reaccién puede ser llevada a cabo en presencia de dcidos carboxilicos tales como el
acido citrico, ascérbico, etc. (48). La presencia de dcidos carboxilicos promueve la so-
lubilidad de los quelatos asi como de los proteinatos de hierro y su estabilidad en seno
acuoso, siendo los dcidos organicos de eleccién, ademds de los mencionados, el dcido
ldctico, malico, succinico y/o sus mezclas, tal como fué debidamente confirmado por
Ericson y colaboradores (49). También se ha desarrollado un método electroquimico
para la preparacién de quelatos y proteinatos de hierro (y también de Zn, Mn, Cu),
pero a pesar de su originalidad, no parece ser industrialmente practico (50).

En este punto, se debe volver sobre la referencia (43), la cual presenta un importante
y sencillo método de obtencién de quelatos de hierro (y también de Cu, Zn, Co, Cr) via
reaccién en medio sélido entre el aminodcido, 6xido o hidréxido de calcio y el sulfato
del metal correspondiente. La calefaccién es suave, y el agua de hidratacién del sulfato
metilico (en este caso FeSO,. 7H,O) provee la humedad necesaria para permitir la
reaccién de quelacion. Sibien (43) no se refiere a la obtencién de proteinatos, el criterio
es sumamente interesante. El sulfato cdlcico generado en la reaccién puede ser remo-
vido por disolucién del producto de reaccién y subsecuente filtracién. Por lo demis, la
revisién bibliogrifica presentada en (43) es verdaderamente excelente y sumamente
ilustrativa. Otras publicaciones tratan también sobre el uso de hidrolizados proteicos
enzimaticos para la produccién de proteinatos (51), pero no parecen diferir sustancial-
mente de los criterios previamente expuestos por Ashmead (45) en 1979.

Como puede verse en la presente revisién, el campo de las preparaciones de protei-
natos de hierro es sumamente vasto. Pero a esto, debe agregirsele el siguiente criterio,
esto es: dado que el hierro en particular (y otros metales de transicion en general) re-
sultan complejados y a la vez salificados por dcidos orgdnicos carboxilicos (véase 2.2.4),
tales como por ejemplo el 4cido citrico, glucdnico, etc, es facil comprender que la reac-
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cién de estos complejos primarios con proteinas solubles nativas o con sus hidrolizados

puede conducir a la obtencién de complejos macromoleculares que no excluyen una

unién coordinada entre el dcido y el polipéptido. De tal forma, la proteina o su hidro-

lizado se adiciona al complejo binario metal-dcido carboxilico: Ejemplo de proteinas

comerciales y de bajo costo pueden ser ovoalbimina caseina, gluten, aislado de soja,

etc. (51). Al momento actual, debe decirse que el criterio no es novedoso, sino que ha

sido estudiado en el pasado para la sintesis de interesantes medicamentos antianémicos

(23) (52) (53). En todo caso, un lineamiento inspirado en la bibliografia referenciada

referida a la sintesis de un proteinato férrico o ferroso, puede ser el siguiente:

Hidroélisis enzimitica de la proteina original, utilizando proteasas industriales (ge-
neralmente subtilisinas), por ejemplo, Savinase®, Esperase® (Novozymes), Pura-
fect® (Genencor Corp.), etc., en las condiciones apropiadas suministradas por el
fabricante del enzima. La protedlisis serd llevada a cabo en profundidad (9-12
hrs.), dependiendo del tipo de proteina, en orden a obtener mayoria de oligopép-
tidos de peso molecular promedio inferior a 10 kDa.

Reaccién de complejamiento con la sal soluble de hierro. Calefaccién y ajuste al
pH adecuado (cercano a la neutralidad).

Filtracién abrillantante, utilizando una placa de profundidad CAS 7, CAS 40
(Compafia Sudamericana de Filtrado S.A.) o similar.

La solucién perfectamente limpida (brillante) se somete a concentracién y fraccio-
namiento utilizando tecnologias de membrana (ultrafiltracién, nanofiltracion: UF,
NF). El cut-off de las membranas se elige teniendo en cuenta el peso molecular
medio del proteinato que se desea obtener. Sea que este valor sea de 2-3 kDa,
entonces:

Permeacién a través de membrana de 8-10 kDa hasta pasaje de aprox. el 90%
del volumen total, seguido de diafiltracién a volumen constante del retentato con
agua destilada para agotarlo de moléculas de peso molecular inferior a 10 kDa. Se
rednen todos los permeatos.

Concentracién de los permeatos reunidos a través de embrana de cut-oft 350 Da,
en orden a eliminar agua, sales y hierro deficientemente complejado.
Nanodiafiltracién con agua destilada para completar la permeacién de las citadas
impurezas.

Descarga del nanofiltro, filtracién clarificante y secado por liofilizacién o secado
por aspersion.

El peso molecular medio del complejo metdlico serd de aprox. el valor planteado

(2-3 kDa).

3.2.2.4) Sales complejos de acidos carboxilicos:
Las sales-complejos mds utilizados en el campo de la sanidad animal para el suministro

de hierro son:
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 Citrato férrico
* Gluconato ferroso
* Fumarato sédico

El citrato férrico y su preparaciéon ha sido revisada recientemente y se encuentra
inmediatamente asequible (54), lo que hace innecesario toda aclaracién sobre el pun-
to. El gluconato ferroso puede ser obtenido sencillamente y con elevada pureza, por
simple calefaccién suave bajo corriente de nitrégeno de una solucién concentrada
de dcido glucénico comercial con hierro en polvo en exceso 10% sobre la cantidad
estequiométrica. Se observa suave evolucién de hidrégeno y lenta disolucién de la
cantidad de polvo de hierro necesaria para reaccionar cuantitativamente con el dcido
glucénico presente. El fin de la reaccién se detecta por el cese del desprendimiento
de hidrégeno. El liquido obtenido se filtra por placa de profundidad adecuada, lo que
lo torna brillante y se separa el polvo de hierro no reaccionado; el material limpido
se seca por aspersion o liofilizacién. El fumarato ferroso se prepara de acuerdo a dos
métodos clasicos, de Bertsch y Lemp (55) el primero, y de Verner Rydh el segundo
(56). El primero es el método mas utilizado en la técnica, por su simplicidad: bési-
camente consiste en hacer reaccionar en caliente una solucién acuosa de fumarato
sédico con otra de sulfato ferroso. Dado que el fumarato ferroso es muy poco soluble
en agua, se forma una lechada durante la reaccién generada por la precipitacién de
fumarato ferroso, el cual se filtra, lava y seca a regla de arte. En el segundo método
referenciado, se hace reaccionar dcido fumdrico con una suspensién de hidréxido
ferroso (preparada previamente) para formar el fumarato ferroso, el cual se aisla. La
reaccién se practica en ligero exceso de dcido fumadrico sobre el valor estequiométrico,
pues de lo contrario, restos de hidréxido ferroso sin reaccionar estarin presentes en
el ppdo de fumarato ferroso. Sin embargo, la obtencién a escala técnica de hidréxido
terroso es laboriosa, pues debe trabajarse en atmdsfera inerte para evitar la oxidacién
del hierro al estado (III). En todo caso, la suspensién de hidréxido ferroso se hace
reaccionar in situ con el dcido fumdrico.

3.3) Cobrey Zinc

3.3.1) Importancia de Cu y Zn en la sanidad animal:

Cobre y zinc es un par importante dentro de los denominados elementos-traza, mi-
croelementos, y en ocasiones, oligoelementos. En los animales, el cobre se encuentra
fundamentalmente en higado y tejido muscular, asi como también, aunque en menor

proporcién, en piel y huesos. Es esencial en el funcionamiento de ciertos complejos
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enzimiticos, en la sintesis de coldgeno, hemoglobina y pigmentos de lana y piel (57).
Su carencia ocasiona pérdida del celo y aborto o directamente infertilidad en el ani-
mal, fracturas dseas y descenso de coloracién en piel o pelo. El cobre se encuentra
naturalmente presente en granos, paja, pasturas secas y aun directamente en el suelo.
Al respecto, se debe hacer notar la relacién que existe entre los tenores de sulfato, co-
bre y molibdeno y la biodisponibilidad de cobre en el animal: bajos tenores de sulfato
aumentan el contenido de Cu y Mo hepitico, produciéndose una caida en la cantidad
de cobre conforme aumenta la concentracién del anién. La presencia de Mo por arri-
ba de 7 ppm origina deficiencia de cobre hepdtico mientras que bajos tenores de Mo
generan acumulacion de Cu en el érgano citado (57). Por su parte, el Zn se encuentra
diseminado en todos los tejidos del animal, con preponderancia en pelo, lana, piel y
huesos, y es importante cofactor de complejos enzimdticos vitales como los asociados
con el funcionamiento pancredtico, prostitico y mecanismos de la coagulacién. Aunque
efectos téxicos de este metal no parecen haber sido reportados en animales, cantidades
excesivas del mismo ocasionan deficiencias de cobre. La deficiencia de zinc, en cambio,
genera anormalidades dseas en porcinos, hipogonadismo, descamacién de la piel, etc.
(58). En los alimentos animales, el zinc se encuentra presente en el afrecho, levaduras y
piensos a base de cereales (58). Estas generalidades sobre la actividad biolégica del Cu
y Zn, pueden ser robustecidas a través de la consulta del excelente articulo publicado
por Kirchgessner (59), el cual trata sobre la utilizacién de los microelementos presentes
en los piensos animales y los factores que influencian su biodisponibilidad. Igualmente
ilustrativa es la presentacion efectuada por Ledoux y Shannon (60). Ahora bien, acep-
tado que no siempre la dieta suministrada a los animales tiene la cantidad necesaria
de microelementos, es tradicional en el manejo zootécnico, robustecer la dieta de los
animales con minerales-traza, en este caso, con Cu y Zn. Como sucede con el hierro,
también la forma de adicién de estos metales ha sido especificada por la AAFCO
(Assoc. of American Feed Control Officials), la cual, en el afio 2000, declara que los
metales formando parte de compuestos organometalicos, pueden ser adicionados bajo
las siguientes especies quimicas, a saber (60):

* Proteinatos metdlicos (cobre proteinato, zinc proteinato).

* Complejos con polisaciridos (cobre polisacirido complejo, zinc polisacarido
complejo)

* Aminodcidos-quelato, sintetizados en la relacién de 1 mol de metal/1-3 (prefe-
rentemente 2) moles de aminodcidos; estos aminodcidos provienen de la hidrolisis
exhaustiva de proteinas, presentando un peso molecular medio de 150 Da, siendo
800 Da el peso molecular medio del quelato resultante (60).

* Complejos metal-aminodcidos quimicamente puros. Dentro de este item, AA-
FCO especifica la existencia de los complejos metdlicos con sélo un aminoécido
especifico en su composicién (cobre-lisina; cobre —metionina).
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En ganado ovino, por ejemplo, las deficiencias de cobre y zinc fueron tratadas en el
pasado a través de la administracién de cobre metalico micronizado u éxido de zinc
vehiculizados en aceite de oliva (61). En la suplementaciéon parenteral de bovinos
gestantes, la especie quimica de cobre que se ha ensayado es el glicinato caprico (62)
y en los terneros, la suplementacién fue efectuada por via parenteral inyectando cobre
y zinc como sus complejos con EDTA (63). La European Agency for Evaluation of
Medicinal Products (EMEA, hoy EMA), a través de su Committee for Veterinary
Medicinal Products (CVMP) ha presentado en forma temprana un relevante re-
porte (64) reconociendo los complejos cipricos de EDTA y de metionina, asi como
también el gluconato y heptanoato de cobre; en sus formas inorgénicas, sus 6xidos,
cloruro y sulfato). Se intentard presentar ahora los métodos de produccién de las di-
ferentes especialidades quimicas bajo las cuales se administra cobre y zinc a animales
de manejo zootécnico.

3.3.2) Métodos de obtenciéon de complejos de cobre
y zinc destinados a la sanidad animal:

Cobre y zinc se administran al animal bajo la forma de las siguientes especies quimicas:

+ Oxidos, cloruros, sulfatos y metal micronizado, productos que por su naturaleza,
no seran tratados en esta contribucién.

* Complejos metal-carbohidratos

*+ Complejos con aminodcidos puros (metionina, lisina)

* Complejos con péptidos y proteinas (proteinatos de cobre y zinc)

* Sales-complejos molecularmente sencillos, de naturaleza organica, tales como glu-
conatos, citratos, edetatos. Como uso tépico, cobre naftenato.

3.3.2.1) Complejos metal-carbohidratos:
Como en el caso del hierro (aunque con mucha menor intensidad), se han sintetizado
complejos del cobre y zinc con carbohidratos (fundamentalmente oligo y polisacari-
dos), dando lugar a productos sumamente interesantes, y en este sentido, los complejos
cobre-carbohidratos han sido mejor descriptos y ensayados que los de zinc. Una tem-
prana e importante investigacion llevada a cabo en la ex URSS (65) estudia y describe
los productos de sintesis obtenidos entre dextran de bajo peso molecular (LMWDx
por sus siglas en inglés) y el cobre; con anterioridad a este trabajo fundante, no hay
registros bibliogréficos dedicados a la investigacion y preparacién de soluciones estables
conteniendo el complejo cobre-dextrin (65). Este notable estudio de investigadores
soviéticos contiene puntos relevantes tales como:

* El peso molecular medio del oligosacirido de dextrin es de 3-5 kDa.

* El proceso de complejacion es estudiado en un amplio intervalo de pH; entre pH
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6-7, ocurren simultineamente la complejacién del cobre y su precipitacién como
Cu(OH)2.

* La mayor tasa de complejacién ocurre a tales valores de pH en donde la inestabi-
lizacién del sistema es mayor. El problema se soluciona via el uso de un segundo
complejante o “estabilizador” tal como el polivinilalcohol, el cual compleja el cobre
a pH cercano a la neutralidad (valores fisiolégicos).

* Se describe un sencillo método de preparacién del complejo Cu-LMWDx a partir
de CuSO,.

Se ha ensayado también la formacién de complejos de cobre con otros derivados de
dextran (66), los cuales fueron testeados farmacoldgicamente (67). Aunque la referen-
cia (32) no estd dedicada a los aspectos pricticos de los complejos cupricos, los linea-
mientos y conceptos alli vertidos pueden ser utiles para el técnico interesado. También
han sido investigados los complejos ctpricos con oligosaciridos de celulosa, quitina y
quitosano (68): mono, di y tetrasaciridos de quitosano muestran fuerte actividad com-
plejante del dtomo metalico, siendo, para el caso del tetrasacdrido, la especie dominante
apH 7. EI Cu(II) estd coordinado con el alcéxido situado en C, y los cuatro N aminicos
del oligosacirido, y la neutralidad se logra a través de la salificacién con un anién (68).
Se debe notar que la capacidad de coordinacién de los carbohidratos en general y/o
sus versiones modificadas (por ejemplo, LMWDX oxidado o reducido), con el cobre,
es uno de los campos mds estudiados dentro de la quimica de coordinacién, en parte
debido a la presencia de cobre en los piensos para animales y su participacién en la
funcién de elevado numero de enzimas (69). Se han estudiado asimismo los complejos
cupricos con el almidén (70), asi como aquellos derivados de extractos de dloe comple-
jantes del cobre (71) para su uso en la cicatrizaciéon de heridas de piel de los animales
asi como para la sanidad de los foliculos pilosos, promoviendo la salubridad de pelo y
piel. Resulta sumamente interesante el estudio presentado por Nakanishi et al. (72),
pues estos investigadores describen claramente la preparacién de dcido galacturénico a
partir de la pectina de citrus (en particular, pomelo y limén), la cual se degrada contro-
ladamente por hidrélisis llevada a cabo con pectinasas, y posterior fraccionamiento por
UF a través de membranas de cut-off adecuado; el mismo procedimiento conceptual lo
aplican a la obtencién de oligosacdridos (oligomanuronatos) a partir del dcido alginico;
si bien este documento no reivindica la formacién y uso de complejos cupricos de tales
oligosacaridos, puede ser interesante tenerlo en mente como una excelente guia para su
obtencién con los fines que se estin tratando.

Es importante detenerse en este punto para considerar los complejos que forman
los glicosaminoglicano sulfato (GAGS) con los metales: condroitin sulfato y heparina
(CS; Hep) presentan la propiedad de formar complejos muy estables con los metales
alcalinotérreos (Mg, Ca) y con metales divalentes de transicién (Cu, Zn, Mn) los cuales
han demostrado tener interesantes aplicaciones terapéuticas en Medicina Humana.
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Las propiedades farmacolégicas del complejo CSCu son distintas a las de HepCu,
pero en especial referencia al primero, sus actividades biolégicas pueden ser agrupadas
dentro de las siguientes propiedades conceptuales:

* Como carrier del citado elemento, minimizando su toxicidad (en tanto que com-
plejo) y presentando interesantes comportamientos mimicos respecto de enzimas
que poseen metales como grupo prostético, por ejemplo, superéxidodismutasa
(SOD).

* Inhibiendo (en tanto que CS) la actividad de enzimas degradantes del cartilago.

Los complejos CSCu presentan otras propiedades farmacoldgicas ademids de las ya
citadas, tales como anti-inflamatorias, antiflogisticas, antioxidantes y actividad captu-
radora de radicales libres oxigenados (responsables de la degradacién del cartilago). El
suministro regulado de cobre es beneficioso en el tratamiento de enfermedades dege-
nerativas del cartilago humano, tal como la artritis reumatoidea y artritis de cadera, por
fortalecimiento del tejido conectivo y en parte también por la accién mimica ya citada
respecto de la SOD (inhibicién de la reduccién del citocromo C mediada por el radical
superéxido) (73). Los complejos cupricos pueden ser obtenidos partiendo de CS nati-
vo o depolimerizado a distintos pesos moleculares. En los mercados centrales, existen
productos comerciales a base de CS, por ejemplo, en bafios para animales, pero acorde
al mejor saber y entender del presente autor, y hasta la fecha del 30 Abril 2015, no se ha
registrado la existencia de productos comerciales de uso tépico a base de de CuCS para
la sanacién de heridas, sean estos cremas, ungtentos o incluso champoos. La diversidad
de ejemplos presentados en (73) son por demds explicativos. Todos los GAGS excepto
keratan sulfato son capaces de complejar cobre, complejo que en solucién presenta
una absorbancia méxima a 237nm, resultado de un complejo de transferencia de carga
entre el dtomo metdlico y el grupo carboxilo (74) (75), mientras que en el caso de la
Hep y del dermatan sulfato (DS) intervienen, en la complejacién del cobre, los grupos
sulfato y carboxilo (75). Bergendhal et al. (76), trabajando sobre Hep y sus fragmentos,
asi como con polisacdridos heparinosimilares, descubren nuevos métodos de comple-
jacién del cobre con estos carbohidratos (métodos que se extienden al Mn, Fe y Zn);
si bien puede aducirse que estos polisacdridos tienen un costo prohibitivo para que
sus complejos metdlicos sean viables en sanidad animal’, nada impide la utilizacién de
polisacdridos de poco valor, residuos de la produccién industrial de heparina o de he-
parinas de bajo peso molecular (LMWH), hecho que todo experto en el arte de la pro-
duccién de heparina no desconoce: en particular, heparinas parcialmente desulfatadas,
heparaminas de variado peso molecular, etc. Sin embargo, a la fecha no parece haber
productos comerciales a base de de estos carbohidratos y cobre para su uso en sanidad
animal. Para el caso del Zn, se han desarrollado complejos con beta-glucanos derivados
de Euglena y no de levadura (como es lo habitual) (77). Este interesante documento
provee métodos de complejacién “clasicos” con el metal, asi como también describe la
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proteccién del sistema inmune que estos polisacdridos proporcionan. Si bien existen
complejos polisacaridicos del Zn para su uso en sanidad animal (por ejemplo, SQM
Zinc 4% Protected Trace Mineral; SQM™ Protected Mineral), la identidad quimica
del carbohidrato complejante no aparece declarada en el marbete (Ener-G-Plus 12/10

Low Starch Extruded Pellets; MID-Southfeeds®; Rejuvenaide™ Plus Liquid).

3.3.2.2) Complejos con aminoacidos puros

Estos complejos, que tienen como complejante metionina o lisina en forma mayorita-
ria, siguen el mismo patrén de preparacién ya expuesto para el caso del hierro (véase
2.2.2). Respecto de los complejos cobre-metionina, se remite al lector a las referencias
(36) (37) (38), y para el ZnMet, a las referencias (34) (35) (36) (37) (38). El com-
plejo de cobre-metionina se sintetiza con bajos rendimientos acorde con los métodos
presentados por Kim et al. (78) y Lim et al. (79), los cuales fueron adaptados para la
produccién del complejo Fe-Met (21). El complejo cobre-lisina (Cu-Lis) fue obtenido
elegantemente por Baran y colaboradores (80), por reaccién en seno acuoso entre lisina
clorhidrato y un ligero exceso estequiométrico de carbonato basico de cobre. La técnica
es sencilla y se adapta perfectamente al escalado industrial. Por lo demads, los complejos
de cobre y zinc con el aminodcido glicina se preparan en forma sencilla, bien conocida
y ampliamente documentada por doquier (81) (82).

Abdel-Monem y Anderson (83) patentan la preparacién y usos de los complejos de
cobre, zinc y manganeso con icido glutimico, y Ericson et al. (84) describen los com-
plejos de cobre y zinc (y también de Cr, Co, Mo, Se, Mn) con aminoazicares (que se
referencian en este item y no en (3.3.2.1) dada la importancia que tiene el N aminico
en estas reacciones). La referencia (43) describe un método sumamente interesante de
preparacién en fase s6lida, bien adaptado a la sintesis de complejos aminoacidicos de
cobre y zinc. De la misma manera, se debe citar el interesante documento publicado por
Wheelwright y Ashmead (85), el cual describe los complejos obtenidos entre la creati-
na y microelememtos, en particular y preferentemente, cobre y zinc; aunque la patente
extiende su cobertura al Fe, Cr y Mn, lamentablemente no presenta los correspon-
dientes ejemplos de preparacién de los mismos. Este mismo grupo de investigadores
descubren especificamente los quelatos del zinc con glicina y aminodcidos sulfurados
(86) con exclusién de otro tipo de metales. Un interesante criterio es presentado en el
afio 2013 (87), segun el cual los ligantes del 4tomo metdlico son mixtos, a saber, un ami-
nodcido puro y un polisacirido. El documento provee claros ejemplos de obtencién de
estos novedosos quelatos. La referencia (50) despliega métodos de obtencién de quela-
tos partiendo de aminodcidos puros y sales de zinc y cobre (entre otros), pero adolesce,
como ya se ha comentado, de su falta de practicidad. Un complejo de zinc que no es
estrictamente aminoacidico, es el generado por reaccién entre el metal y el EDTA, cuya
sintesis y caracterizacion fue descripta por Baran et al. (88). El quelato Zn-EDTA tiene
la ventaja que puede ser utilizado por via parenteral. En todo caso, se debe hacer notar
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que, fundamentalmente y a la fecha, los complejos mds utilizados de cobre y zinc para
la sanidad animal, son los de estos metales con metionina, los cuales también se admi-
nistran por via inyectable (B.V.P. Copper with vitamin B12 Injection for Cattle and
Sheep ®; Vet Pharm Animal Care, UK; Veticop ® 20 mg/ml suspension for injection).

3.3.2.3) Complejos con péptidos y proteinas
(proteinatos de cobre y zinc):

Las generalidades y definiciones sobre este tipo de complejos han sido descriptas en
(2.2.3). Con respecto a los proteinatos de cobre, han sido referenciados en (43) (45)
(48) (51), y las mismas referencias cubren los aspectos relativos a los proteinatos de
zinc. Pero en adicién, Ashmead (89) obtiene patente para proteinatos no ferrosos, en
particular, cobre y zinc. Este documento contiene valiosos detalles: Ashmead declara
que el tenor de metal quelatado estd comprendido entre el 70-80% de la cantidad total
de cobre o zinc inicial, quedando el resto en solucién sin complejar. Este quelato se lo-
gra por complejacion del cation con proteinas hidrolizadas (fundamentalmente oligo y
polipéptidos), hidrélisis obtenida preferencialmente utilizando enzimas proteasas para
la digestién. El empleo de técnicas de UF aqui aportan grandes beneficios, al permi-
tir eliminar por diafiltracidén (versus agua destilada), restos del metal sin complejar e
incluso complejos de bajo peso molecular. Por otra parte, si se considera indeseable la
presencia de complejos por arriba de cierto valor de peso molecular, el producto de re-
accién se puede fraccionar por permeacién a través de una membrana de cut-oft indica-
do (por ejemplo, 300-1000 kDa), con lo cual quedara en el retentato sustancias de peso
molecular mayor a ese cut-off, y con el permeato se procederd a su didlisis tal como se
indic6 via UF (cut-off 1000 Da) o NF (cut-off 300-500 Da). De tal manera, se pueden
obtener complejos ctpricos de peso molecular medio y distribucién de pesos molecu-
lares (perfil molecular) acotado. En todo caso, siempre es prudente eliminar fracciones
de alto peso molecular (proteina intacta o poco hidrolizada) debido a que su presencia
puede generar problemas de solubilidad en el curso del tiempo (turbiedad, fenémenos
de gelacién). Tal como se describié para el caso del hierro, la administracién de cobre y
zinc (y de otros cationes en general) es preferible efectuarla bajo la forma de complejos,
dado que de tal manera, la estructura generada protege al metal de reacciones indesea-
bles dentro del tracto gastrointestinal, se facilita la absorcién pasiva minimizando inte-
racciones del metal con otros nutrientes y , en el caso de complejos mixtos, cada mineral
dentro del quelato facilita la absorcién de los otros; por lo demas, el metal complejado
se metaboliza mejor que sus formas inorganicas, presentando menor toxicidad (90).

3.3.2.4) Sales y complejos de acidos carboxilicos:
En el caso del cobre y zinc, entre las sales orgdnicas y sales orgdnicas que a su vez

son complejos, se destaca la utilizacién de los gluconatos, citratos y edetatos. Sobre los

complejos de estos metales con EDTA, véase (88). En 1998, Nelson (91) descubre un
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método general (aplicable no sélo a cobre y zinc) de suplementacién de dietas animales
con propionatos metélicos, en particular, de cobre y zinc. Este mismo investigador (92)
establece claramente los procesos de obtencién de las sales-complejo del cobre y zinc
con dcidos carboxilicos de C, y C,, partiendo de los dcidos anhidros y efectuando la re-
accién con los éxidos, hidréxidos o carbonatos de los citados metales. El citrato de cobre
se obtiene segin el método cldsico de Maurer et al. (93), haciendo reaccionar carbonato
basico de cobre (industrialmente asequible y econémico) con soluciones de 4cido citrico
o citrato trisédico. El complejo en solucién puede ser obtenido libre de sales extrafas,
e incluso concentrado o llevado por secado a su forma sélida. Otra forma preferencial
de obtencién de citrato cuprico estd dada por la reaccién de una solucién acuosa de
sulfato de cobre con una solucién neutra de citrato de sodio/acido citrico neutralizado
al tornasol con NaOH. El complejo precipita durante la noche, se filtra y lava con agua
helada para eliminar sulfato inorginico y se seca (94). El citrato de cobre es utilizado
en el suministro de este metal junto con las aguas de bebida de ganado bovino, porcino
y equino, asi como también en aves de corral (Copper Blue ®; Agri Labs Ltd., USA).

El citrato de zinc se administra menos frecuentemente de lo que se hace con el
citrato de cobre, y recientemente se ha presentado un elegante método de obtencién
del mismo a partir de 6xido de zinc y dcido citrico (95). La variedad de complejos del
dcido citrico con el zinc han sido estructuralmente estudiados por Deng et al. (96). La
preparacién de cobre gluconato en forma cristalina es objeto de solicitudes de patente
(97) (98), cuyos métodos no se diferencian sustancialmente de los ya clisicos (reac-
cién del acido gluconico con 6xidos, carbonatos basicos o hidréxidos de cobre), bien
aplicables a la obtencién de gluconato de zinc. Existen especialidades veterinarias de
uso inyectable conteniendo cobre gluconato, tal como el Caco-Iron-Copper® (United
Pharmaceuticals Ltd.; Canada).

Otras sales orgdnicas de cobre, fundamentalmente naftenatos, se utilizan en Medi-
cina Veterinaria en tratamientos tépicos (bovinos, ovinos, equinos) como antiséptico,
fungicida y astringente de heridas accidentales o patolégicas (Coppercure®, Equivet
Ltd.; Canada) (Copperox®, Univet Pharm. Ltd.; Canada). Los dcidos nafténicos son
dcidos monocarboxilicos, teéricamente vinculados con el ciclopentano y sus homdélo-
gos; estdn contenidos en los petréleos crudos, y en los dcidos nafténicos comerciales
el grupo carboxilo estd preferentemente unido a una cadena lateral del ciclopentano
(99). En los petréleos crudos de Rumania, California y Venezuela, los dcidos nafténicos
estin contenidos en una concentracién de hasta el 4%, los cuales son recuperados por
lavado de las fracciones de cabeza de destilacién. Posteriormente son purificados por
destilacién al vacio. Los naftenatos de cobre y zinc pueden ser obtenidos de acuerdo a
Brauner (100), por reaccién del dcido nafténico comercial en estado de fusién con una
suspension de carbonato basico de cobre en amoniaco concentrado. La base nitrogena-
da puede ser no solo amoniaco, sino ciclohexil amina e incluso compuestos contenien-
do heterociclos nitrogenados.
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3.4) Manganeso y Cobalto

3.4.1) Importancia del Manganeso y Cobalto en sanidad animal:

El manganeso es un microelemento importante que desarrolla funciones en los proce-
sos de fertilidad y de sistemas enzimaticos tales como las fosfatasas 6seas y sanguineas,
entre otras. Participa en el desarrollo de las funciones del sistema nervioso central y su
almacenamiento se produce en huesos, hipéfisis y pancreas (101). Su deficiencia trae
aparejadas diferentes patologias de carencia, tales como desequilibrio y crecimiento
lento en porcinos, desarrollo éseo anormal, anomalias en los procesos de fertilidad, falta
de celo, etc. En aves de corral, huevos de cdscara frégil, articulaciones abultadas, etc. El
mineral es abundante en piensos que contiene salvado de arroz, trigo y vegetales verdes
(101). Por su parte, el cobalto, como es bien sabido, forma parte fundamental de la mo-
lécula de vitamina B12, asi como en el funcionamiento adecuado de ciertos complejos
enzimdticos. Su deficiencia trae ocasionada la pérdida del apetito, decaimiento general
y eventualmente anemia severa (102).

3.4.2) Métodos de obtenciéon de complejos de Manganeso
y Cobalto destinados a la sanidad animal:

Manganeso y cobalto se administran al animal bajo la forma de las siguientes especies
quimicas:

* Sales orgdnicas (fundamentalmente sulfatos); en el caso del manganeso emplea-
do como suplemento, la principal fuente de suministro es el sulfato manganoso,
SO ,Mn.H,O (101), y también los carbonatos de ambos elementos, ya sea manga-
neso o cobalto.

* Complejos con péptidos y proteinas (proteinatos); en el caso del manganeso, véase
(45) (48) (51). Para el caso del cobalto, véase (43) (51).

* Complejos (quelatos) con aminodcidos puros, fundamentalmente metionina. Para
el caso del manganeso, se encuentra revisado en las referencias (34) (35) (36) (37)
(38); para el caso del cobalto, consultese (36) (37) (38).

* Sales orgdnicas molecularmente sencillas; en el caso del manganeso, fundamental-
mente ascorbato (103); la preparacién de sales de dcidos carboxilicos del manga-
neso y cobalto, ya ha sido publicada en (91) (92).

* Complejos metal-carbohidratos no son de uso extendido en sanidad animal para
estos metales; de hecho, el departamento de Agricultura de los EEUU (USDA) no
los tiene en cuenta en su clasificacién de complejos y quelatos (104). Es cierto que
existen productos comerciales que contienen en su composicién complejos poli-
sacaridicos de uno o ambos metales; sin embargo, no declaran en su formulacién
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qué tipo de polisacirido forma parte del complejo (por ejemplo, RangeMate High
Plains Supreme 32 Biodegradable Solid Feed Supplement # 231 Z; RangeMate
America, LLC). Sin embargo es previsible que tales complejos con polisacaridos
puedan ser obtenidos segtn los lineamientos dados para el caso del hierro, cobre y
zinc (véase 2.2.1; 3.2.1).

3.5) Molibdeno y Selenio
3.5.1) Importancia del molibdeno y selenio en sanidad animal:

Molibdeno y selenio es un par interesante dentro de los llamados microelementos o
microminerales. EIl Mo es un microelemento esencial para los animales mamiferos,
dada su propiedad de intervenir en el funcionamiento de varias enzimas (aldehi-
do, sulfito y xantino-oxidasa), actuando como cofactor de las mismas (105). En los
animales monogdstricos que consumen alimentacién rica en Mo, la administracién
de sulfato actia deprimiendo su concentracién en sangre, mientras que para el caso
de rumiantes, incrementa la toxicidad del Mo, probablemente como resultado de
la formacién de tiomolibdatos en el rumen; la interaccién ruminal entre Mo, Cu y
sulfatos debe ser tenida en cuenta dada la mayor sensibilidad al Mo en los rumiantes
que en los monogastricos (105). Las sales solubles de este elemento, tales como los
molibdatos de sodio y amonio, asi como el Mo contenido en el forraje son absorbi-
dos mis ficilmente que sus derivados orgdnicos; no obstante, han sido desarrolladas
varias formas orgdnicas del Mo para la suplementacién de piensos animales. Por lo
expuesto, deberia ser tenido en cuenta el tenor de Mo en el agua de bebida y en los
forrajes, antes de proceder a su suplementacién. En los animales, Mo influencia la
sintesis proteica asi como el metabolismo del P, S, K, Fe, Cu, Zn y I, por lo que en
algunos casos, la suplementacién del alimento con Mo puede estimular el crecimien-
to (polluelos, truchas) (106).

Por su parte, el Se es un elemento-traza esencial en la dieta de los seres humanos
y animales. Es un componente de més de 30 selenoproteinas y enzimas, las cuales
son protectoras del dafio producido por radicales libres. Es muy importante en el
metabolismo de las hormonas tiroideas, en las funciones reproductivas, en la neuro-
proteccion, en la estimulacién del sistema inmune, etc. (107). Una condicién severa
de la deficiencia de este elemento es la denominada “enfermedad del musculo blanco”,
patologia que genera mortalidad en los neonatos (fundamentalmente de rumiantes)
y afecta el crecimiento y las condiciones de produccién de los animales adultos (108).
Existen disponibles diversas formas de suplementos conteniendo selenio; sin embar-
go, su eficacia estd condicionada por muchas variables, tales como el estado de salud
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del animal, la especie quimica bajo la cual se administra, e incluso el tipo de manejo
zootécnico (108).

3.5.2) métodos de obtencion de complejos de molibdeno
y selenio destinados a la sanidad animal:

Molibdeno y selenio se incorporan al animal bajo la forma de las siguientes especies
quimicas:

* Sales inorgénicas solubles en agua, tales como el molibdato de sodio o el selenito

de sodio; por su naturaleza, no serin consideradas en esta contribucién.

* Complejos mineral-carbohidratos.

* Complejos con aminodcidos puros, fundamentalmente metionina.

* Proteinatos: complejos con péptidos y proteinas.

* Levaduras (Saccharomyces cerevisiae) enriquecidas en estos microelementos.

3.5.2.1) Complejos mineral-carbohidratos:

Los estudios de elucidacién de estructura de los complejos que forma el Mo con los
carbohidratos datan de la época de 1950 (109); originariamente se creyd que sélo aque-
llos azicares conteniendo el sistema 1-2-3 triol (todo cis) podrian formar complejos
con el molibdato; no obstante, con otras secuencias 1-2-3 tridlicas también forman
complejos, siendo fundamental para la complejacién la existencia de este conjunto de
grupos alcohdlicos. Se generan asi complejos cuya relacién Mo: ligando es 1.1 o 1.2;
monosacdridos tales como la talosa, manosa, gulosa, ribosa, xilosa, glucosa, arabinosa y
galactosa, son capaces de formar complejos con el molibdato (107). Este mineral tam-
bién forma complejos con polisaciridos tales como los beta-glucanos (77).

Con respecto a los complejos que forma el Se con los hidratos de carbono, la revisién
de la bibliografia cientifica y de patentes demuestra que su uso no ha sido implementa-
do en sanidad animal, por lo menos segin consta en el buen saber y entender de quien
suscribe.

3.5.2.2) Complejos con aminoacidos puros:

El compuesto aminoacidico del Se mds importante en sanidad animal es, con mucho,
la selenometionina, cuya discusién y lineamientos de preparacién pueden ser obte-
nidas de (38). Recientemente, investigadores chinos han librado solicitud de patente
para un método de sintesis de selenometionina (110), el cual parte del aminoacido
metionina: su reaccién con dimetil sulfato elimina el grupo CH,S- terminando la
sintesis con metilhidroseleniuro sédico. El citado documento brinda excelentes deta-
lles técnicos. Con referencia a los complejos del Mo con aminodcidos puros, la biblio-
grafia se muestra mas abundante: Peroxicomplejos de Mo(VI) con aminodcidos tales
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como glicina, leucina y tirosina (111) fueron obtenidos por reaccién entre MoO,, el
aminodcido en cuestién y el peréxido de hidrégeno en medio alcalino. Esta publica-
cién no indica el uso de estos complejos en sanidad animal, pero bien podrian signi-
ficar una nueva alternativa. Hsu (112) obtiene la concesién de una destacada patente
cubriendo preparacién y usos de quelatos metalicos con aminodcidos, encontrdndose
el Mo entre los elementos citados. Este documento se refiere claramente al sumi-
nistro de microelementos en vegetales, y no cubre sus usos en sanidad animal. Sin
embargo, la sencillez técnica de su preparacién y su aceptacién por parte del organis-
mo vegetal hacen pensar en este nuevo uso. El esquema de reaccion estd sumamente
detallado en la citada patente y no es necesario abundar aqui sobre el tema, pero es
interesante destacar que la sal metélica en solucién acuosa se hace reaccionar con una
solucién dcida del aminodcido y de un dcido orgénico: esto facilita la obtencién de
un quelato soluble en agua dando soluciones perfectamente estables, que admiten un
amplio rango de valores de pH y la adicién de otros fitonutrientes, tales como fosfato,
frente al cual, otros quelatos son incompatibles. Los dcidos orgdnicos utilizados son,
a su vez, complejantes (citrico, malénico, tartdrico, glucénico) que acompafian en la
solucién 4cida a diversidad de aminodcidos, tales como aspértico, glutdmico, aspa-
ragina, arginina, glicina, lisina, metionina, etc., de manera que lo que en realidad se
obtiene como producto de reaccién es un complejo en el cual participan el metal, el
acido organico y el aminodcido (tal como asi lo reivindica el documento referencia-
do). El estudio llevado a cabo por Tarafder et al. (111) sobre los peroxicomplejos del
Mo con aminodcidos fue robustecido por Djordjevic y colaboradores (113), quienes
efectdan un completo estudio estructural de los mismos. La excelente tesis presen-
tada por Manjola Mancka (114) puede considerarse un util recurso para la sintesis y
caracterizacién de complejos de Mo (también de vanadio) con fines de investigacién,
pero sin usos en sanidad animal. Un interesante y por demads esclarecedor trabajo fue
presentado recientemente (115) en donde se describe la sintesis y caracterizacién de
los complejos de Mo(V) con los aminodcidos glutimico, glicina y cisteina, partiendo
de MoCl, soluble en agua (lo cual puede ser un buen ejemplo de sal soluble de Mo
para implementar en los métodos descriptos en (112)). Es interesante la descripcién
de los dificultosos métodos de preparacién que se efectia en (115) respecto de los
complejos del Mo con glicina y cisteina, asi como la exhaustiva caracterizacién es-
tructural de los complejos obtenidos.

3.5.2.3) Complejos con péptidos y proteinas (proteinatos):

Los complejos que forma el selenio con péptidos y proteinas fueron revisados anterior-
mente (51); con respecto a los proteinatos de molibdeno, es ejemplar la patente obte-
nida por N.L. Jensen (116), dado que ensefia el complejamiento del molibdeno (hecho
reaccionar como H,MoQO,) con digeridos enzimiticos de toda clase de proteinas, in-
cluidos aquellos obtenidos a partir de érganos y glindulas de animales sacrificados para
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consumo humano. La citada patente es aplicable a gran cantidad de microminerales

ademads del Mo, tales como Fe, Zn, Mn, Cu, Cr, Co, V, etc.

3.5.2.4) Levaduras (Saccharomyces cerevisiae)enriquecidas en Mo y Se:
El criterio fundamental del enriquecimiento de la levadura de cerveza con microele-
mentos fue planteado en 1986 por Korhola y Edelmann (117), si bien se reconocen
estudios anteriores adecuadamente referenciados por estos autores. En resumen, algu-
nos puntos relevantes a destacar en (117) (a la 6ptica del quimico industrial) son los
siguientes:

* Cuando el medio de cultivo de la levadura de cerveza se adiciona con sales inorgé-
nicas de minerales-traza, el microorganismo captura y concentra en sus sustancias
vitales dichos minerales.

* La captura del microelemento se efectiia por transporte activo a través de la mem-
brana celular y también por adsorcién sobre la misma.

* Lareparticién del microelemento varia dentro de limites amplios, pero preferente-
mente se dispone unido covalentemente a macromoléculas, tales como proteinas,
carbohidratos y dcidos nucleicos. El fenémeno también depende de la naturaleza
del microelemento.

Los sitios preferenciales de deposicién del microelemento en la levadura son la

pared celular y mitocondrias.

* El documento (117) brida los lineamientos de interesantes marchas de fracciona-
miento de la levadura para establecer la concentracién del microelemento en cada
fraccién (sean, por ejemplo, dcidos nucleicos, mitocondrias, etc.).

* En particular, el Se reemplaza al S en el metabolismo de la levadura.

En el caso del Se, se han estudiado y publicado varios protocolos de fermentacién
para la obtencién de levadura de cerveza (también denominada “de panificacién”) enri-
quecida en microelementos. Se ha ensayado la adicién de selenato de sodio en dos ni-
veles de concentracién y con adicién continua o a dosis unica, obteniéndose resultados
que muestran la dependencia de las condiciones experimentales (118); aquellas condi-
ciones que despliegan mayor incidencia en la captura y enriquecimiento en selenio de la
levadura, son temperatura y tiempo de fermentacién, pH, tiempo y forma de agitacién
del seno de fermentacién, tamafio del inéculo y tipo de cepa, concentracién de selenio
y tiempo y forma de adicién de la sal correspondiente, naturaleza de la forma inorga-
nica de suministro de Se (selenito o selenato), naturaleza del caldo de cultivo, sea éste
a base de melazas y/o con adicién de glucosa como medio de suministro de carbono;
en determinadas condiciones, la captacién de selenio se enaltece con el uso de medios
totalmente sintéticos (119) (120) (121).

La presentacién de I. Nisamednitov (122) respecto del enriquecimiento de levaduras
con Se es sumamente esclarecedora sobre el tema, sobre todo para el quimico técnico
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que no tiene por orientacién natural la Microbiologia Industrial. Esta excelente presen-
tacion, que grafica la produccién de Alkosel® R397 (levadura enriquecida en selenio),
brinda los siguientes puntos sobresalientes:
* Cepa de levadura que se caracteriza por la incorporacién de importante cantidad
de Se convertido en selenometionina y selenocisteina.
* Caracterizacién biolégico-molecular del tipo de cepa.
* Métodos de incremento de la tasa de bioconversién del Se.
* Metodologia a seguir desde el proceso de laboratorio hasta la produccién a escala
técnica.
* Influencia de la tasa de oxigenacién del medio de cultivo.
* Recoleccién de la biomasa conteniendo el 98% del Se como forma orginica, y
posterior secado, molido y granulado.

Opcionalmente, se debe puntualizar que la masa celular colectada se puede someter
a autolisis y ser transformada en el denominado “extracto de levadura” (123) el cual
puede ser secado en secadero de pelicula descendente (falling film), reduciéndolo a
polvo fino apto para la formulacién del suplemento que formard parte de la dieta del
animal. Respecto del caso del Mo, los criterios no son conceptualmente disimiles de
los expuestos para el caso del Se (extensivos también a levaduras enriquecidas en Cu,
Zn, Mn). Los métodos y procesos de enriquecimiento de levaduras con Mo, desarro-
llados por investigadores chinos (124) se caracterizan por la seleccién y caracterizacion
exhaustiva de las cepas de levadura que resultan preferenciales para la captacién del
Mo, condiciones de fermentacién, fuente de suministro de carbono (sacarosa, malto-
sa) y de Mo (molibdato de amonio), etc. El producto obtenido de esta invencién estd
reivindicado para uso humano, pero nada impediria su ensayo y aplicacién en animales
como fuente de suministro de Mo orgénico, tal como en el caso del Se. Sin embargo,
es prudente observar que el uso de levaduras enriquecidas en Mo para suplementacién
dietaria en seres humanos ha sido cuestionada por la European Food Safety Authority
(EFSA), declarando las dificultades para establecer la seguridad de tales levaduras y
aun la biodisponibilidad del Mo a partir de esta fuente (125).

3.6) Cromo y Yodo
3.6.1) Cromo:

Anteriormente se ha detallado (véase 3.1) que algunos autores citan al cromo como
uno de los microelementos que producen efectos adversos en los animales (4), en tanto
otros consideran al cromo como uno de los elementos-traza que participan activamente
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en los procesos de la inmunidad (6). Tales consideraciones se encuentran totalmente
fuera del dmbito de incumbencia profesional del presente autor, por lo que se ha deci-
dido considerar brevemente la preparacién de compuestos organometilicos de cromo
utilizados en la sanidad animal, en tanto que su preparacién es una realidad industrial.
En parte, la bibliografia ya revisada para el caso de otros microelementos, incluye in-
formacién relativa al cromo. Tales casos son:

* Proteinatos de cromo se encuentran citados en (43) (51) (116).

* Sales orgdnicas de cromo, en (91).

* Levaduras enriquecidas con cromo, (117).

* Complejos cromo-metionina, en (34) (38).

Se remite al técnico interesado a la lectura del estudio publicado por D.T. Pal y
N.K.S. Gowda (126), el cual presenta una interesante introduccion general al tema y un
detallado estudio sobre el efecto del cromo sobre el crecimiento y lactancia en animales
bovinos. Asi como el complejo cromo-metionina es el mds utilizado entre los quelatos
de cromo, de la misma forma se han desarrollado complejos del cromo con otros ami-
nodcidos tales como el glutimico, glicina y cisteina (127), conteniendo esta relevante
publicacién, detalles de sintesis que hacen innecesaria toda discusién; lo mismo puede
decirse de la caracterizacién espectroscépica presente en el trabajo referenciado.

3.6.2) Yodo

Este no-metal participa en la sintesis de hormonas tiroideas, a través de las cuales se
regula la tasa de oxidacién celular. En los rumiantes el yodo se absorbe en el rumen,
siendo sus signos de deficiencia el bocio, caida del pelo y retardos en el crecimiento del
animal: de hecho, es el unico elemento-traza cuya deficiencia se traduce en anorma-
lidades clinicamente detectables (trastornos de deficiencia de yodo) (128); las fuentes
de suministro de yodo son el yoduro de potasio, yodato de potasio, yodato de calcio (el
cual es mds estable frente a las condiciones ambientales) y una sustancia orgdnica, que
es el yodhidrato de etilendiamina (a veces traducido como etilendiamino dihidroio-
duro) (128). En la nutricién del ganado bovino, el yodo juega un papel de la mayor
importancia, la cual ha sido perfectamente evaluada y publicada (129). Respecto de la
preparacién de los compuestos inorginicos del yodo anteriormente citados (ioduros,
yodatos), en el presente texto no hay nada que decir. Con referencia al diyodhidrato de
etiléndiamina (en rigor, diyoduro de etilén diamonio), existen excelentes suplementos
yodados que lo contienen (Organic Iodide Powder ®: Neogen Vet). Este compuesto
puede ser obtenido por los métodos detallados en la bibliografid de patentes (130). Sin
embargo, dado que la etiléndiamina es una sustancia libremente soluble en agua, y el
dcido yodhidrico estd disponible comercialmente como solucién acuosa concentrada
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57% en peso, una preparacién indicada puede ser disponer en solucién acuosa 1 mol de

etiléndiamina y proceder a gotear, bajo agitacién, 2 moles de HI; al finalizar la adicién,

se ajusta pH= 6-7 por goteo de uno o de otro reactivo, segin corresponda. La solucién

acuosa concentrada se liofiliza utilizando como soporte de liofilizacién cualquier mate-

rial apropiado, preferentemente manitol, dada su indiferencia quimica hacia las aminas,

pero se han utilizado también lactosa, sacarosa y maltodextrina.
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TOPICO 4

Bentonitas y sus aplicaciones
en la Industria Bioquimica






4.1) Objeto del estudio e introduccién

En las industrias quimica y bioquimica habitualmente se emplean métodos y procesos
que no ocupan un lugar central en las investigaciones cientificas del momento, no son
ensefiados en los cursos universitarios y van siendo olvidados o directamente ignorados
por los profesionales egresados. Tal el caso de las hidroxiapatitas en el aislamiento y puri-
ficacién de dcidos nucleicos o el empleo de la cristalizacién iz sifu del cido benzoico en
el seno de una solucién acuosa de polipéptidos, que pueden ser hormonales: la hormona
resulta atrapada dentro del cristal de dcido benzoico en forma cuantitativa, aisldndolas del
seno acuoso por simple filtracién de los cristales; el caso de las bentonitas y su empleo en
la Industria Bioquimica estd comprendido dentro de este proceso, que parece generaliza-
do. En la opinién del autor, esto es lamentable, pues con estos métodos se pueden lograr
avances en el aislamiento y purificacién de moléculas de interés con sencillez, practicidad
y costos muy reducidos, antes de recurrir a técnicas sofisticadas que serdn usadas poste-
riormente para una refinacién éptima del producto en cuestién. Esto es particularmente
interesante dentro del campo de la Bioquimica Farmacéutica, en donde se obtienen pro-
ductos naturales o biotecnolégicos de alto valor agregado y que habitualmente tienen que
ser aislados de caldos o extractos en donde se encuentran presentes en concentraciones
minimas. El objeto de esta contribucién es rescatar el uso y utilidad de las bentonitas en la
Industria Bioquimica, induciendo al profesional que se desempeiia en dreas de desarrollos
y estudios quimicos industriales a pensar en la posible aplicacién de estos criterios (que
no se limitan a las bentonitas). En principio, este documento opera también como una
revisién histérico-bibliogréfica del tema, de manera de facilitar la profundizacién de estos
aspectos al estudiante o profesional interesado en estos conceptos.

4.1.1) Quimica, Geologia y usos de las bentonitas.
Breve descripcion

Las arcillas son mezclas de sustancias originadas por la disgregacién (meteorizacion)
de rocas igneas (siliceas) que contienen feldespato en su composicién. La meteoriza-

cién, fenémeno debido a la actividad de los agentes atmosféricos (presencia de diéxido
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de carbono, agua a diferente temperatura y presion, transcurso de las eras geolégicas)
permite que se libere potasio y parte de la silice del feldespato con formacién de un
silicato de aluminio hidratado. Dado que en este proceso es fundamental la accién del
aguay del diéxido de carbono, estas reacciones son denominadas Aidrotermales y cuaando
la roca que sufre esta transformacién es feldespato “puro”, el producto de reaccién hi-
drotérmica es el caolin, también denominado arcilla de China por su color casi blanco.
En la reaccién hidrotermal se produce carbonato de potasio, habitualmente utilizado
como fuente espontinea de K por los vegetales del lugar de descomposicién. La arcilla
asi formada se estaciona iz sifu o es arrastrada por la fuente de agua y depositada en
otros sitios, que bien pueden ser la costa de lagos y lagunas. Estas arcillas (silicato de
aluminio hidratado) estdn naturalmente acompafiadas de otros minerales u 6xidos me-
talicos (fundamentalmente 6xido de hierro), ademas de arenisca, carbonato y sulfato de
calcio y de magnesio, materiales micdceos, etc. (1) (2) (3). Si la reaccién hidrotermal
produce sustancias del tipo caolin por haber actuado sobre feldespatos potisicos (65i0,.
ALO,.K,0), esta reaccién suele denominarse de “caolinizacién”, con produccién de
silice y KHCO,, ademis del caolin, asi denominado por poseer un contenido de caoli-
nita superior al 80% (2510,.A1,0,.2H,0). La caolinita es un material pulverulento, de
color blanco o blanco marfil (pero puede admitir tonos rosados y verdosos, por la ya
expuesto), de densidad aproximada 2,6-2,7, blando con una dureza en la escala de
Mohs de 2-2,5, que cristaliza en el sistema monoclinico y también triclinico (3)(4). Por
el contrario, la montmorillonita es el mineral arcilloso predominante en la bentonita
(ceniza volcdnica alterada). Bentonita, entonces, es la arcilla que contiene mds de 80%
de montmorillonita. Es una arcilla pldstica y tiene la propiedad de absorber agua pro-
duciendo el fenémeno de hinchamiento. La montmorillonita puede representarse por
la estructura 65i0,.3A10,.Na,0.2H,O (3)(4). Su forma cristalina es monoclinica, su
densidad comprendida entre 2-3 y es mucho mds blanda que la caolinita. En este pun-
to, obsérvese que la montmorillonita contiene iones sodio (también de K, Mg, Ca), que
son intercambiables, mientras que la caolinita no tiene capacidad de intercambio, a
excepcion del i6n HO". En su conjunto, las arcillas pueden ser de estructura fibrosa o
laminar (filosilicatos); estos filosilicatos son minerales en general de baja dureza y den-
sidad, conformados por liminas que pueden sufrir el fenémeno de exfoliacién. Tal efec-
to deriva del predominio de capas de Si-O de extensién indefinida, en donde particu-
larmente 3 de cada 4 O de cada tetraedro de SiO, estan compartidos con los tetraedros
vecinos, en relacién Si:O igual a 2:5 (4)(7). De manera que, en su estructura cristalina,
tales arcillas contienen silice tetrahédrico y alimina octahédrica, unidas entre si for-
mando liminas o capas de octaedros y tetraedros. Se dice que un empaquetamiento es
bilaminar o de tipo 1:1 cuando existen liminas tetraédricas y octaédricas alternadas; es
de tipo trilaminar o 2:1 cuando una limina octaédrica estd comprendida entre dos te-
traédricas y de tipo 2:2 cuando existen 2 ldminas tetraédricas y 2 liminas octaédricas, y
tanto la caolinita como la montmorillonita comparten la disposicién 1:1 (5). En la
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montmorillonita, la fuerza de enlace entre liminas es 1dbil, por lo que admite la inclu-
sién de gran cantidad de moléculas de agua entre sus liminas. De aqui que las arcillas
montmorilloniticas (bentonitas) sean muy pldsticas, de muy alta superficie especifica
(200-300 m?%g), en donde cada particula presenta una superficie y una estructura lami-
nar de naturaleza anidnica, cuya electroneutralidad se logra por la presencia intercam-
biable de Na* y Ca** (menos frecuentemente, K*) dispuestos interlaminarmente; estos
cationes pueden entonces ser reemplazados por otros iones o por sustancias orgdnicas
de tipo catiénico (6), y es precisamente esta disposicién catidnica y su alta superficie
especifica lo que confiere a la bentonita su capacidad de intercambio i6nico, su poder
adsorbente, su capacidad de absorcién de agua (incrementando su volumen hasta en 20
veces) y la formacién de suspensiones acuosas de comportamiento tixotrépico. El grado
de divisién o tamafio de particula citado es muy importante, a tal punto que se ha de-
finido a la arcilla como una roca sedimentaria cuyo tamafio de grano es inferior a 2
micrometros (7). Acorde con lo expuesto, todos los filosilicatos pueden considerarse
arcillas si poseen un tamafio de grano que no supere los 2 micrometros; el Aly el Mg
son predominantes en la estructura octaédrica, y como se ha dicho, tienen la propiedad
de exfoliacién en forma paralela a las liminas (7). La montmorillonita presenta una
mayor superficie especifica que la caolinita (cuyo valor alcanza los 50 m%g) y lo mismo
sucede con la capacidad de intercambio catiénico: en la caolinita es de 3-5 meq/100g,
mientras que la montmorillonita trepa al valor de 80-200 meq/g (7). La capacidad de
adsorcién es una consecuencia de la superficie especifica de las bentonitas y de la pre-
sencia de centros activos en la superficie del grano e interliminas. Las bentonitas sédi-
cas son mucho mds hinchables que las cilcicas, las cuales presentan un hinchamiento
moderado. Las denominadas #ierras de Fuller o tierras de batdn son bentonitas cilcicas
no hinchables y son sumamente ttiles en el campo de la decoloracién de aceites vege-
tales debido a su extraordinaria capacidad de adsorcion de pigmentos carotenoides (7)
(8). Para la decoloracién del aceite de palma y otros aceites fuertemente coloreados, es
conveniente tratar la bentonita con HCl o H,SO, en caliente, con lo cual se aumenta
su superficie especifica lo que amplifica varias veces su capacidad de retencién de pig-
mentos y hace menor la cantidad necesaria del decolorante: se logran asi reducciones
del indice de color (Lovibond) de aprox. 100 veces (8). De manera que las tierras de
Fuller son bentonitas dcidas, en donde el calcio fue reemplazado total o parcialmente
por H*. En Argentina se produce bentonita fundamentalmente en las provincias de
San Juan (La Elcha S.A.) y Rio Negro, utilizadas sobre todo en la extraccién de petré-
leo y en la fabricacién de materiales cerdmicos, y a tal fin fueron estudiadas analitica y
tecnolégicamente a través de ensayos de aptitud normalizados (9). El analisis quimico
de las arcillas, y por tanto de las bentonitas, comprende técnicas volumétricas de com-
plejometria y espectrofotometria UV-Vis y de llama, a través de marchas analiticas bien
conocidas y detalladas (5)(6)(9)(10). En la actualidad, parece haber concenso en tomar
como definicién para la bentonita, aquella proporcionada por R. Grim en el afio 1962
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(9)(11): bentonita es una arcilla compuesta esencialmente por minerales del grupo de las es-
mectitas, con independencia de génesis y modo de aparicion. La denominacién “bentonitas”
que se les dd a estas arcillas, se debe a razones histéricas: en el afio 1888 fueron descu-
biertos en Fort Benton, Wyoming (EEUU) estos minerales con caracteristicas nota-
bles, tales como la del hinchamiento en agua y la formacién de suspensiones geloides
que presentaban el fenémeno de tixotropia. Su amplia diversidad de caracteristicas ha
estimulado su estudio cientifico y técnico para su aplicacién en operaciones industriales
de diversa indole (12). Excluyendo su empleo en la Industria Bioquimica, las bentoni-
tas se utilizan en los procesos de fundicién de metales, extraccién de petréleo, materia-
les cerdmicos, ingenieria civil, construcciones, industria jabonera, etc. También se em-
plean en la industria farmacéutica, purificacién de efluentes y en la fabricacién de
alimentos para seres humanos y animales (5)(6)(7)(8)(12)(13).

En la Industria Farmacéutica su uso fundamental es como adsorbente y para pro-
porcionar viscosidad a soluciones y suspensiones de uso tépico, aunque también pueden
ser incluidas en formulaciones orales; a tal fin las bentonitas estin monografiadas en las
farmacopeas mas relevantes (EP, USP, JP). Un uso interesante de las bentonitas en este
campo, es la adsorcién de drogas que presentan cargas positivas (cationes), generando
asi un medio de liberacién controlada; sus usos cosméticos no son despreciables, sobre
todo como emulsificante y estabilizante de suspensiones de tipo aceite en agua. La
Industria Quimica utiliza las bentonitas fundamentalmente en el drea de obtencién
de catalizadores, ademds de sus usos como cargas para caucho y plasticos (12). Pero sin
lugar a dudas es en la preparacién de catalizadores, en donde ocupan un lugar destaca-
do (7). A tal fin, las bentonitas suelen modificarse por métodos de sintesis inorganica
introduciendo en su estructura laminar otros 6xidos cataliticamente activos, tal como
el TiO, (14). Esto es asi debido a que las bentonitas ofrecen una doble funcién: como
soporte fisico y como cocatalizador, a la vez de presentar alta superficie especifica, con-
juncién de las acideces de Bronsted-Lowry y de Lewis, y la posibilidad de ofrecer una
catdlisis heterogénea, lo cual permite el reciclado del catalizador, mejor separacién de
productos y mayor tiempo de vida del 4mbito de reaccién (15). De esta manera, se ha
logrado polimerizar etileno (para rendir polietileno) asi como también aldehidos (15).
También se han empleado bentonitas modificadas con Aly Fe, Cu o Mn para la elimi-
nacién de contaminantes orginicos en seno acuoso via peroxidacion catalitica (16). En
la preparacién de alimentos y piensos para animales, las bentonitas encuentran tam-
bién comin empleo. Esto es debido a que dada su gran capacidad de adsorcidn, elimina
toxinas (aflatoxinas) que pueden estar presentes en el cereal de los granulos o pellets: el
alimento recorre el tracto digestivo en mayor tiempo, retiene mayor cantidad de agua
(lo que genera que el excremento contenga menos humedad y evite la suciedad excesiva
de camas, proliferacién de insectos y pardsitos. etc.) y actiia como ligante y soporte de
aditivos tales como antibidticos, sales, vitaminas, etc. (7)(12). En la Industria de ali-
mentos para consumo humano, su uso es difundido en la refinacién de aceites comes-
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tibles, aztcar y clarificacién de vinos, cerveza y jugos de fruta. Como ya se ha expresado
antes, las bentonitas bajo la forma de tierras de Fuller se emplean en el blanqueo fisico
de aceites vegetales, alos cuales se los trata en condiciones de baja humedad con 3% de
tierra de Fuller o ain menos, habitualmente acompafiado de 0,25% de carbén activado;
el sistema se mantiene en agitacién 20-30 minutos y los adsorbentes son separados por
filtracién (17)(18). La adicién de arcillas bentoniticas a los jugos de cafia de aztcar es
una préctica difundida y antigua, propuesta ya en 1861 con fines de clarificacién y abri-
llantamiento del jugo clarificado; los ensayos se han repetido en el tiempo con distintas
bentonitas y en distintas regiones geograficas obteniéndose a veces resultados contra-
dictorios (Hawaii, Puerto Rico, Cuba, Java, Sudafrica, etc.), probablemente a causa de
los diferentes origenes de la arcilla y una deficiente normalizacién de las mismas: a tal
fin, se ha comparado el uso de arcilla de Montana con bentonitas dcidas, bentonitas
Volclay KWK, etc. (19). En la Industria Vitivinicola el empleo de bentonitas es un
hébito firmemente establecido: proteinas inestables que pueden estar presentes en los
vinos, tienden a solubilizarse produciendo turbiedad, e incluso, depésitos, fenémeno
sumamente indeseable, sobre todo en la produccién de vinos blancos. Este fenémeno es
evitado a través de la adicién de bentonitas, las cuales adsorben estos materiales protei-
cos, asegurando el abrillantamiento de la bebida. Es verdad que esta préctica tiene as-
pectos colaterales adversos, tales como la captura de componentes olfativos y gustativos
del vino, asi como la merma producida por el hinchamiento que sufre el mineral; ello
ha conducido a estimular estudios para reemplazar el uso de las bentonitas por otros
materiales en teorfa inertes, tales como la zirconia(20). No obstante estas dificultades
reconocidas, el uso de bentonitas con estos fines se encuentra bien documentada a la
fecha. Se debe tener en cuenta el suspender la cantidad adecuada de bentonita en agua
caliente (40°C) bajo agitacion y agregando de a pequefias porciones para evitar grumos,
adicionada a un volumen de agua 5-10 veces su peso. Se deja reposar entonces 12 hrs,
eliminando el sobrenadante por decantacién. La precipitacién de proteinas en el vino,
se denomina guiebra proteica, siendo las proteinas termoldbiles las que tienen un peso
molecular comprendido entre 15-85 kDa; las de alto peso molecular expresan valores
de 40-100 kDa. En la clarificacién de vinos blancos o rosados, se usan concentraciones
de bentonitas de 40-80 g/HI, a temperaturas de 15-20°C y pH bajo (21). Bentonita
adicionada a 40g/HI estabiliza la precipitacién de proteinas por trazas de Cu* (quicbra
ciiprica) y de Fer, impidiendo la formacién de fosfato férrico coloidal (quiebra férrica
blanca). Las bentonitas también tienen aplicacién en la fermentacién de mostos blan-
cos, en el arrastre de levaduras, permitiendo mejor sedimentacién de las mismas, y en
la elaboracién de vinos tintos para adsorcién de los pigmentos coloidales (21). Los
valores de pH inferiores a 4,6 favorecen la captura de proteinas dado que permitirdn
que las mismas expresen carga positiva si su punto isoeléctrico se ubica por sobre el
valor de pH del vino (intercambio catiénico entre el Na* de la bentonita y el cation
proteinico); sin embargo, las proteinas también son adsorbidas por participacién de las
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regiones polares terminales de las mismas (22)(23). Las bentonitas también encuentran
aplicacién en el campo del tratamiento de efluentes y aguas residuales, fundamen-
talmente en la remocién de sustancias orgdnicas tales como colorantes, compuestos
fendlicos, descartes de la industria farmoquimica, etc.; esto se efectia de acuerdo a
procedimientos bien estudiados y publicados en la literatura cientifica (24)(25)(26);
de la misma manera, han sido aplicadas a la remocién de metales pesados presentes en
efluentes industriales (27). Ahora bien, dado que las bentonitas son minerales presentes
en la corteza terrestre, con amplia distribucién geogrifica y variedad geolégica (lo que
conlleva considerable variabilidad quimica y estructural), es natural pensar que, para
lograr usos con resultados técnicos aceptablemente repetibles, deben ser sometidas a
alguna especie de criterio de “normalizacién”, que permita predecir el resultado de sus
aplicaciones industriales. Esto es asi, y de hecho, parte de la bibliografia citada encara
estos conceptos (activacion) de una u otra manera, lo que serd revisado a continuacién.

4.2) Criterios de activacion de bentonitas
Bentonitas activadas

En el afio 1960, Scott (28) describié uno de los primeros métodos de normalizacién
de bentonitas destinadas a usos bioquimicos, el cual consistia en someter el mineral a
etapas de lavado con soluciones de acetato y de cloruro de sodio; el método es de enor-
me utilidad en la preparacién de polisacdridos dcidos y en la sintesis de las denomina-
das bentonitas organofilicas, lo cual fue posteriormente bien revisado (29). El proceso,
también aplicable a caolines, estd basado en la capacidad de intercambio catiénico de
las bentonitas, permitiendo tener el mineral con alto tenor de Na*, por reemplazo total
o parcial del calcio en la bentonita original. Esto es importante pues las bentonitas
sédicas son mds adsorbentes que las cilcicas, con lo cual se minimiza su consumo y
las pérdidas de productos valiosos contenidos en las tortas de filtracién. Dado que en
general las bentonitas asi tratadas son mds activas que las originales, este método se
ha denominado activacién sédica, por lo menos en lo que hace a la jerga industrial.
El procedimiento es sumamente sencillo y aplicable en instalaciones con montajes
minimos. La activacién dcida supone supone el intercambio total o parcial de los
cationes reemplazables (sean Na*, Ca™) por H", obteniéndose asi una arcilla dcida.
El tratamiento consiste en la suspensién de la bentonita en una solucién de H,SO, o
HCI 2-3M durante cierto tiempo, luego del cual se lava y se filtra, procediendo a secar
el sélido obtenido (5). Este tratamiento conviene hacerlo estudiando las concentracio-
nes de 4cido, la temperatura y el tiempo de contacto con la solucién dcida, de manera
de establecer el tratamiento que permita obtener 6ptimos resultados para la sustancia
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en particular que se desee vincular a la bentonita y que, a la vez, garantice los adecua-
dos consumos de 4cido evitando asi derroches, pérdidas econémicas y contaminacién
ambiental indeseable. Estos tratamientos de activacién tienen gran importancia en
la practica técnica porque modulan ciertas propiedades de las bentonitas para des-
empefiarse en determinados usos especiales (7), dado que aumentan su capacidad de
intercambio i6nico, se incrementa su superficie especifica (generacion de silice amor-
fa) y se activan centros cataliticos (7). En la experiencia del autor, la utilizacién de
HCL 2M a 80°C ha dado excelentes resultados en trabajos de adsorcién, condiciones
similares a las publicadas por Tuesta y colaboradores (25). El empleo de HCI tiene la
ventaja que los iones cloruro se eliminan mds ficilmente en las etapas de lavado que
los iones sulfato, necesitindose menor nimero de lavados y menor tiempo. Algunos
investigadores proponen el empleo de una corta activacién dcida, antes del pasaje de
la bentonita a fase sédica por contacto con soluciones de NaCl (27). La eliminacién
previa de materia orgdnica (humus) presente en el mineral de partida se logra por des-
truccién de la misma a través de un tratamiento con H,O, (27). La activacién térmica
de bentonitas suele practicarse después de una activacién sédica o 4cida, preferente-
mente sédica, y se efectia a temperaturas moderadas que oscilan entre los 100 y los
200°C; nuevamente el técnico deberd actuar a conciencia, estableciendo la necesidad
de la activacion térmica para mejorar la captura basal del adsorbato deseado, esto es,
sin activacion térmica, y luego a distintas temperaturas y tiempos de calefaccién a la
temperatura determinada como 6ptima. La grafica de las distintas funciones empiri-
cas generadas por estos ensayos proporcionardn informacién sumamente util (que el
experto no ignora), sobre todo teniendo en cuenta que el tratamiento acido de por si
suele disminuir sensiblemente el tamafio de la particula de bentonita asi tratada (27).
La activacién mecanica es una molienda que tiende a reducir el tamafio de particula
sensiblemente, a escala de nanémetros. Este tratamiento habitualmente no se lleva a
cabo en la industria quimica, dado que se necesitan instalaciones caracteristicas del
establecimiento minero de origen, lugar en donde generalmente se lleva a cabo la mi-
cronizacién. La activacién de la arcilla por pilarizacién o simplemente pilarizacién
es un procedimiento mucho mds elaborado, que emplea métodos caracteristicos de
la sintesis inorgdnica y de la ciencia y tecnologia de los materiales; por tal motivo, el
autor prefiere remitir al lector interesado a la bibliografia de referencia, sumamente
autorizada. En tal sentido, este documento se apoyard, como introduccién, en la exce-
lente publicacién de Picasso y Sun Kou (30):

* La particular estructura de las arcillas derivadas de los filosilicatos, y en especial
bentonita, permite reemplazar dtomos de Si por otros cationes de menor carga,
por ejemplo, por Al u otros cationes trivalentes. El aluminio de las estructuras oc-
taédricas, a su vez, se puede reemplazar, como antes, por cationes de carga menor,
en este caso, Mn"", Fe*, Mg* (30).

* Se genera asi un exceso de carga negativa en la estructura interlaminar, con lo cual
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se atraen a otros cationes, tales como Na*, K* (que a su vez también serdn inter-
cambiables), o bien, moléculas polares como el agua (30).

* El proceso de pilarizacién convierte estas arcillas en productos de modificacién
sintética: la hidrélisis de sales de aluminio, cromo, zirconio, etc., genera grandes
hidroxicationes, los cuales se introducen en el espacio interlaminar, con lo cual
lo separan, ampliando el espacio natural interlaminar (30). Un posterior proceso
de calcinacién consolida estos encajes oxihidroximetélicos (pilares) impidiendo el
colapso de la estructura pilarizada. El producto final es la arcilla o bentonita pila-
rizada (PILC por sus siglas en inglés). Ademds de los cationes polioxihidroxime-
talicos, los agentes de pilarizacién pueden ser de distinta naturaleza, tal como por
ejemplo, amonios cuaternarios o quelatos metalicos. Dada la inestabilidad térmica
de estas sustancias pilarizantes, en la acualidad el empleo de cationes oxihidroxi-
lados (muchas veces de naturaleza polimérica) resulta de eleccion (30). Natural-
mente, este proceso sintético depende de las condiciones de reaccién para rendir
productos mds o menos adecuados para los usos a los cuales se los desea destinar,
pero en todo caso aumenta el drea especifica, la porosidad de la particula (lo que
conlleva un aumento de la tortuosidad interlaminar) y una destacable propiedad
dcida de Lewis, ademds de la termoestabilidad (30). También se emplea, en los
pasos sintéticos, el denominado dopado con cationes extrafios, lo que permite op-
timizar ciertos comportamientos cataliticos.

Sun Kou (31) ha ensayado con éxito este tipo de bentonitas modificadas, aplicindo-
las a la decoloracién de aceites para eliminar de esta forma, carotenoides y pigmentos
relacionados, confirmando las excelentes propiedades de adsorcién que poseen estas
bentonitas “semisintéticas”. Las bentonitas pilarizadas son utilizadas como cataliza-
dores en la industria petroquimica y también en el tratamiento de aguas residuales,
como catalizadores de proceosos foto-Fenton y otros procedimientos similares (16)
(32). La aplicacién como adsorbente de las denominadas bentonitas organofilicas
encuentra utilidad en la industria bioquimica, no solo en procesos de decoloracién
sino en métodos de eliminacién de amonios cuaternarios indeseables en liquidos de
extraccién biolégica. Las bentonitas organofilicas son el producto de reaccién de la
bentonita, adecuadamente purificada de otros minerales, con compuestos cuaterna-
rios de amonio, idealmente aquellos que poseen una cadena parafinica. El proceso en
si estd basado en el intercambio i6nico del ién inorginico, por ejemplo, Na*, por el
voluminoso catién orginico que expone una cadena grasa, lo que confiere un cardcter
organofilico (hidréfobo) a la particula de bentonita, la cual, antes del intercambio, era
de naturaleza hidrofilica; esta nueva propiedad adquirida la hace dispersable en sol-
ventes orgdnicos: esto estimula su capacidad de “disolver” superficialmente moléculas
orgédnicas, a la vez que se pronuncia la tortuosidad interlaminar de la particula (33).
Este proceso es conocido, por lo menos, desde la década de 1950, y permite obtener
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sustancias sumamente ttiles en gran diversidad de procesos industriales, incluidos sus
usos cosméticos y farmacéuticos. Se debe hacer notar que a estas bentonitas se las suele
denominar bentonas en la jerga industrial, pero esta denominacién es confusa, pues con
el término “bentona” también suelen designarse a las grasas industriales que contienen
bentonitas organofilicas (34). Naturalmente, en la unién del amonio cuaternario a la
arcilla, no sélo interviene el intercambio iénico, sino el fenémeno de adsorcién tal cual.
Es interesante lo expuesto por Kozac et al (35) cuando hace referencia a que si bien
este fenémeno es de largo tiempo conocido, no ha sido, sin embargo, objeto de interés
por parte de muchos investigadores; el presente autor cree ademas (por lo menos de
acuerdo a su experiencia) que muchos menos autores se han ocupado de la utilidad de
las bentonitas organofilicas en la Industria Bioquimica. La sintesis de estas interesantes
organoarcillas es sencilla y basicamente consiste en poner en contacto suspensiones de
bentonita con soluciones acuosas del amonio cuaternario de cadena aliftica, posterior
filtrado y lavado para eliminar iones inorgdnicos y orgdnicos y posterior secado a tem-
peratura moderada (35). Es notable que, en funcién de la concentracién del compuesto
catiénico, se puede establecer una segunda atmésfera de tal sustancia, rodeando la par-
ticula de bentonita: la primer capa estd formada por el tensioactivo catiénico vinculado
a la arcilla por intercambio catiénico/adsorcién. La segunda capa estd conformada por
moléculas del detergente catidnico cuya cadena alifitica se asocia por hidrofobicidad
a la cadena grasa de la primera (35). Sorprendentemente, también se han preparado
organobentonitas a partir de tensioactivos no idnicos: Shen (36) ha estudiado en detalle
estas preparaciones, facilitando sus métodos de sintesis asi como su caracterizacién ex-
haustiva. El surfactante no iénico (fundamentalmente polioxietilenados) se introduce
interlaminarmente, desarrollindose fuerzas de adsorcién ain mads fuertes que con los
tensioactivos catiénicos: en ausencia de grupos iénicos, los enlaces de hidrégeno y la
atraccidn electrostética son considerados los autores de tal adsorcién, cuya intensidad se
logra a través de un balance entre la parte hidrocarbonada y la cadena polioxietilénica
del tensioactivo (36). La preparacion se logra poniendo en contacto la bentonita con el
cuerpo no iénico a temperatura ambiente durante 24 hrs en agitacién y posterior lava-
do del organomineral para eliminar aceptablemente restos del tensioactivo. Los ensayos
de adsorcién demuestran una vinculacién mds fuerte del tensioactivo no iénico que la
correspondiente a los amonios cuaternarios (36); en todo caso, la preparacion de ambos
tipos de organobentonitas es suficientemente sencilla como para ser practicada a escala
industrial. Se obtienen asi productos hidrofébicos insolubles aptos, una vez secos, para
ser utilizados en distintos procesos de adsorcion (37). En 1983, Jones (38) introduce el
interesante concepto de activador polar para organobentonitas destinadas a ser usadas
en medios orgdnicos: es necesaria la presencia en el medio de pequefas cantidades
de moléculas polares, y si las mismas no estin espontdneamente presentes, se deben
adicionar las cantidades requeridas de alguna sustancia polar, caracteristicamente, me-
tanol o acetona. En todo caso, el efecto notable de las bentonitas organofilicas es que
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desarrollan una adsorcién preferencial por las sustancias orgdnicas disueltas en medios
acuosos y no acuosos. Si la sustancia orgdnica a adsorber es polar (por ejemplo, fenol)
debe tenerse en cuenta que la adsorcién serd debida a una asociacién de fuerzas de
atraccién (Van der Waals) entre la porcién polar del adsorbato y las cadenas parafinicas
del tensioactivo, pero también entre los grupos polares del adsorbato y los sitios hidro-
filicos expuestos por la bentonita, que no fueron ocupados por el amonio cuaternario.
Pero por otra parte, conforme se “tapiza” mds uniformemente la superficie mineral con
el tensioactivo, menos lugar tendra la asociacién de cardcter polar entre el adsorbato y
el mineral propiamente dicho, lo que originard una pérdida del valor adsorbente. En
este fenémeno, también interviene la longitud de la cadena alifdtica del surfactante. De
manera que la adsorcién méxima dependera del balance entre ambos tipos de superficie
de la particula, una hidrofébica y otra hidrofilica (39). Se han preparado gran diversi-
dad de bentonitas organofilicas, con procedimientos bien detallados en la bibliografia
de referencia, con distintos compuestos de amonio cuaternario y con diferentes tipos
de bentonita de distinta procedencia geogréfica (40). En la industria, las bentonitas
organofilicas encuentran amplia aplicacién en la fabricacién de pinturas, grasas lubri-
cantes, tintas, tratamiento de aguas residuales, cosmética, farmacotecnia (vehiculo de
liberacién prolongada de principios activos), recubrimientos poliméricos, etc. (7)(16)
(24)(40), cuya descripcion escapa al contenido de esta contribucion.

4.3) Aplicaciones de los distintos tipos de bentonita
en la Industria Bioquimica

La Industria Bioquimica es aquella que se especializa en la produccién de productos
biolégicos y bioquimicos finos, de alto valor agregado, generalmente principios activos
de uso farmacéutico, dermocosmético, veterinario y nutracéutico. Sin embargo, el lector
puede advertir que en ninguna de las 40 referencias bibliograficas proporcionadas hasta
este punto, se menciona el uso de bentonitas en este campo de la Técnica. Por tanto, se
intentard en lo que sigue presentar un detalle de aplicaciones en el drea citada, asi como
poner en relieve las diferentes ventajas que aportan en cada caso, los diferentes tipos
de bentonita anteriormente descriptos. Y es precisamente desde el principio, en donde
debe entenderse que, en la industria bioquimica, las aplicaciones industriales de estas
arcillas son de dos tipos, sea para capturar el producto deseado y eluirlo posteriormente
con fines de recuperacién, o bien para capturar impurezas y purificar asi el producto
crudo que no serd adsorbido. Como siempre, el autor aclara que los ejemplos presen-
tados no son excluyentes ni abarcativos, y las referencias bibliogréficas presentadas,
aunque relevantes, no son exhaustivas.
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4.3.1) Pigmentos y colorantes naturales

4.3.1.1) Carotenoides y Clorofilas:

los carotenoides forman una familia de compuestos coloreados, sintetizados por hon-
gos, algas, bacterias y vegetales superiores, en nimero de varios cientos. Los carotenoi-
des estdn estructuralmente vinculados al licopeno (colorante del tomate) y en su gran
mayoria son hidrocarburos poliénicos de 40 carbonos unidos entre si de manera tal
que se establece conjugacion, y de alli su naturaleza coloreada. Los carotenoides estin
conformados por dos clases de sustancias, los carotenos (en el xaso de ser verdadera-
mente hidrocarbonados con exclusién de heterodtomos) y las xantofilas (cuando son
derivados oxigenados, sea el oxigeno de naturaleza alcohdlica o ceténica) (41). Entre
los carotenos, se encuentran el citado licopeno y el beta-caroteno, importante por su ac-
tividad provitamina A, mientras que entre las xantofilas (derivados oxigenados) se en-
cuentran la luteina, bixina, capxantina, zeaxantina, cantaxantina, astaxantina, etc. (41)
(42). Como regla general, los carotenos (solubles en lipidos) son extraidos del material
vegetal con solventes orgdnicos, cuya posterior evaporacién y recuperacién rinde una
mezcla oleorresinosa que contiene, por ejemplo, clorofila, esteroles, ceras, y el pigmento
carotenoide objeto de la extraccién. De tal mezcla, la sustancia deseada deberd a su
vez ser extraida y purificada. Mortensen (42) brinda una excelente revisién bibliogra-
fica sobre estructura molecular, origen, aplicaciones, distribucién tisular y métodos de
extraccién de carotenoides, asi como de otros pigmentos vegetales y de procedencia
animal (por ejemplo, carmin de cochinilla). Los pigmentos microbianos también han
merecido detalladas investigaciones cientificas y técnicas; Joshi et al. (43) presentan al
respecto una detallada revision bibliogrifica, cuyos puntos fundamentales al objeto del
presente documento, se detallan, a saber:

* En general, los microorganismos que producen pigmentos son susceptibles de ser
cultivados a escala técnica, permitiendo la produccién industrial de estos valiosos
colorantes. Entre esos microorganismos se encuentran algas microscépicas, hon-
gos, bacterias y levaduras.

* Los factores que influencian la produccién de pigmentos son pH, temperatura,
tuentes de C y de N, presencia y tipo de minerales y el método de fermentacién.
Estos pigmentos microbianos son, a su vez, sensibles a la luz, calor, aire, actividad
del agua y pH.

* Se presentan detallados esquemas de los métodos de produccién de tales pigmentos.

La presencia de carotenoides en microorganismos, en particular levaduras, es de
largo tiempo conocida (44) y en base a esto se ha profundizado en el estudio de
los mecanismos biosintéticos que permitan obtener estos valiosos pigmentos caro-
tenoides (45)(46)(47), y aunque no se han ahorrado esfuerzos para lograr eficientes
sintesis orgdnicas de estos pigmentos (48), el método preferido al estado del arte es la
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obtencién de los mismos a partir de fuentes naturales. El interesante pigmento Asta-
xantina, por ejemplo, es una xantofila ampliamente utilizada para el otorgamiento del
color rosado caracteristico a salménidos y crusticeos cultivados en cautiverio, en don-
de actia como factor de crecimiento del animal, expresa fuerte actividad antioxidante
y es fuente de vitamina A (41) con potenciales beneficios para los seres humanos; se
la obtiene fundamentalmente de cultivos del alga de agua dulce Haematococcus plu-
vialis en fotobiorreactores, aunque también es producida a partir de otras fuentes, tales
como subproductos de la industrializacién de crusticeos, en donde sen la encuentra
en pequefias concentraciones (inferiores a 1000 ppm) (41). Fabregas et al. (49) han
optimizado la composicién del medio de cultivo de H. pluvialis, con especial foco en
el tipo de sales minerales y microelementos esenciales para su desarrollo, optimizando
las tecnologias de obtencién de Astaxantina. Otros autores (50) desarrollaron modelos
matemadticos que vinculan la tasa de alimentacién y el aporte de nitratos al medio de
cultivo, con la produccién de biomasa. Si Astaxantina se extrae de subproductos de
la industrializacién de crusticeos para consumo humano, asi como la fermentacién
del microalga citada, es donde cobran importancia métodos de adsorcién y desorcién
eficientes, y en este sentido se han ideado novedosas alternativas compatibles con el
medio ambiente, tales como la recuperaciéon de este pigmento de las aguas de proce-
samiento de crustdceos por métodos de adsorcién utilizando descartes de escamas de
pescado (51). Sin embargo, nada impide el ensayo y estudio del comportamiento de
las bentonitas con estas aplicaciones.

Las clorofilas son los pigmentos verdes de los vegetales (fundamentalmente hojas
y tallos), que pertenecen al grupo de las porfirinas, y que se encuentran en su estado
natural, formando una mezcla de dos sustancias, la c/orofila a y 1a clorofila b. 1a clorofila
a posee un grupo metilo en el anillo pirrélico II que es sustituido por -CHO en la
clorofila b. Los miembros relevantes dentro de la familia de las porfirinas son el hemo
(pigmento rojo de la sangre y grupo prostético de la hemoglobina) y la clorofila (52)
(53). En los vegetales, los colorantes estin unidos a proteinas (52) aunque anterior-
mente se pensaba que la clorofila se encontraba libre tal cual en la Naturaleza, a dife-
rencia del hemo, vinculado a la globina conformando asi la hemoglobina (54). Siendo
organosoluble, la clorofila se extrae del material vegetal a través del uso de solventes
orgdnicos para rendir un residuo semisélido que contiene 10-20% de clorofila acompa-
fiada de otros carotenoides. Especial cuidado debe tenerse en el proceso, pues el dtomo
de magnesio central de la porfirina es 1abil, y su pérdida conduce a la obtencién de un
pigmento marrén (feofitina) (42). Por tal motivo, encuentra la clorofila poca aplica-
cién industrial como colorante, y ello condujo a la sintesis de compuestos mds estables
(Cu-clorofila, Cu-clorofilina) (42). Caracteristicamente, la clorofila se extrae a partir de
hojas verdes (pasto, alfalfa, verduras, etc.) por triturado del material vegetal y posterior
extraccién con solventes orgédnicos o hidroorginicos (por ejemplo, acetona al 80% en
agua) hasta agotamiento. El extracto privado de todo resto vegetal se concentra por

106



CINCO TOPICOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

evaporacién a presién reducida obteniéndose un producto crudo ya descripto, a partir
del cual se obtiene la clorofila (55). En otras modalidades, se emplea acetona pura, la
cual, luego de la extraccién, se diluye con éter de petréleo (p. eb. 30-60°C), se filtra y
lava adecuadamente con agua, se seca sobre Na,SO, anhidro y se evapora casi hasta
sequedad a presién reducida procediendo luego a su separacién por métodos de croma-
tografia liquida en columna (56). Se han desarrollado otras tecnologias de obtencién de
clorofila a partir de microalgas cultivadas en efluentes de la industria pesquera o agroin-
dustriales. Romero Lépez et al. (57) proceden a reemplazar la acetona por etanol en la
extraccién de la biomasa cultivada y aislada por centrifugacién, obteniendo excelentes
rendimientos ademds de la ventaja que supone el reemplazo de la acetona por etanol,
mucho mds compatible fisiolégicamente en el caso que en el producto final persis-
tan trazas de solvente. Streit y col. (58) han desarrollado recientemente un interesante
método de produccién de clorofila-a a partir de microalgas cultivadas en efluentes de
la industrializacién de productos licteos, con el logro de una espectacular conversion
de los contaminantes presentes (96,9%); la extraccién de la biomasa se efectia con
acetona hasta agotamiento y el extracto liquido se fracciona con una mezcla de dieti-
léter- éter de petréleo (1+1), procediendo a su evaporacién final a bajas temperaturas;
se establecieron también los pardmetros criticos para el 6ptimo rendimiento del alga
(58). Los carotenoides, por otra parte, se obtienen preferentemente como subproductos
de la purificacién de otros materiales, caracteristicamente, aceites vegetales o animales
(pescado). Astaxantina y luteina son extraidos del aceite de ciertos pescados (jibia, bre-
ma) adsorbiéndolos sobre carbén activado o mejor sobre mezclas adecuadas de carbén
activado y bentonitas (59). Un proceso sumamente actual (60) produce carotenoides
(beta-caroteno, luteina) a partir del aceite producido como subproducto de la fermen-
tacién de materiales amildceos, en particular, derivados de la produccién de etanol.
Notablemente, los carotenoides contenidos en tal aceite son extraidos ficilmente via
adsorcién sobre bentonitas, de las cuales se desorben a través del uso de solventes tales
como acetona, etanol,, hexano, solventes clorados, etc., con especial énfasis en el uso
de solventes compatibles con los requisitos farmacéuticos y /o alimentarios (hexano,
ter-butil metil éter). Esta ejemplar patente (60) brinda detalles técnicos sumamente
ilustrativos, que con seguridad el experto sabra aplicar a otros campos, tanto como su
creatividad lo permita. En lo que sigue, se revisard el uso de bentonita como adsorbente
y atin como relleno cromatografico para cromatografia liquida en columna (bentonitas
dcidas, tierras de Fuller) para estos fines, hechos bien conocidos y descriptos (61). Ya
sea que se trate de eliminar carotenoides y clorofilas de un producto en el cual actian
como impurezas (por ejemplo, aceites) o con el objeto de producir estos pigmentos
obteniéndolos de mezclas mds complejas, los criterios fundamentales sobre los que
descansa esta operatoria son:

* La capacidad de las bentonitas de conservar actividad de adsorcién o intercambio

iénico atn en el seno de lipidos, solventes orgdnicos y agua.
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* La posibilidad de desorcién casi cuantitativa de estos pigmentos adsorbidos en la
bentonita.

La actividad adsorbente de la bentonita, y en particular de las bentonitas dcidas es
conocida desde hace varias décadas (61) y repetidamente confirmada en el curso del
tiempo; Guler et al. (62) adsorben clorofila de sus soluciones hexdnicas, fenémeno ba-
sado en la interaccién del pigmento con los sitios dcidos del mineral; Gonzélez Pradas
et al. (63) demuestran conclusivamente las ventajas del uso de bentonitas dcidas respec-
to del mineral sin activar, en la captura de clorofila a partir de sus soluciones aceténicas.
La bibliografia cientifica y técnica es extensa en registros de estos fenémenos y se en-
cuentra ampliamente disponible; mds atn, se ha demostrado que la clorofila adsorbida
a bentonita es marcadamente fotoestable respecto de la clorofila tal cual (64), lo cual
brinda un excelente criterio de aislamiento de clorofilas, por ser seguro y protector del
pigmento. Los métodos caracteristicos de desorcién de carotenoides fueron induda-
blemente desplegados por Englert y Milos (60), bibliografia discutida anteriormente y
aplicable a clorofilas, aunque también se han desarrollado métodos basados en la des-
orcién del caroteno adsorbido sobre bentonita 4dcida, via irradiacién con microondas en
solucién isopropandlica (65). Tanto el proceso de adsorciéon como el de desorcién pue-
den rastrearse ripida y sencillamente a través de métodos de cromatografia en capa fina
(TLC). Clorofilas a y b asi como carotenoides pueden ser cromatografiados utilizando
éter de petréleo/acetona (6+1)v/v sobre capas de DEAE-celulosa + celulosa microcris-
talina en proporcién 2:15 (66); Stahl (67) brinda una enorme variedad de posibilidades,
tanto en lo relativo a soportes como a eluyentes de corrida, facilitando la adaptacién
a cada caso particular acorde al criterio del experto; de la misma forma, el entendido
en el arte percibird claramente que solventes de corrida tales como los que se encuen-
tran citados en la bibliografia recientemente discutida, se pueden utilizar con éxito
para la elucién secuencial de los adsorbatos directamente a partir de las bentonitas que
los llevan adsorbidos. Ahora bien, se debe decir nuevamente que una de las primeras
aplicaciones industriales relacionadas a procesos en la Bioquimica Industrial, ha sido
la utilizacién de las bentonitas sobre aceites y grasas comestibles (17)(18)(19) y este
interés no ha decaido con el transcurso del tiempo, a punto tal que permanentemente
se actualizan estudios al respecto, facilitando la comprensién del efecto decolorante y
su correspondiente optimizacién. Se examinaron bentonitas procedentes de diferentes
origenes sobre aceites prototipo, preparados con agregados conocidos de carotenos y
clorofila quimicamente puros (68), comprobdndose que, en general, carotenoides son
mis eficientemente adsorbidos que las clorofilas, de acuerdo a las condiciones de tem-
peratura, tipo de bentonita, forma de adicién de las mismas al aceite y tiempos de
contacto. El estudio sobre aceite prototipo también se ha extendido al ensayo de ben-
tonitas cédlcicas activadas con 4cido, estableciéndose modelos matematicos entre més de
30 combinaciones de factores que influyen en el proceso de adsorcién (69), incluidas
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las formas de tratamiento dcido de la bentonita, concentracién y tipo de édcido, tiempos
de tratamiento, temperaturas, etc. (70)(71)(72)(73)(74); los estudios se han extendido
también a la adsorcién de carotenos y clorofila de sus soluciones en solventes puros
(75), 1o que brinda buenas bases para su purificacion, si ése fuera el objeto. En la refi-
nacién de los jugos crudos de la cafia de azicar, el uso de bentonita es bien conocido
y ya fué discutido (19); sin embargo, recientemente se ha comprobado que la adicién
de gelatina (20ppm) a 100°C junto con la bentonita (1,5g/1; pH4,5) mejora en forma
6ptima el proceso de purificacién (76). En un interesante estudio, poco convencional
por otra parte pero sumamente ilustrativo, Hardyanti et al. (77) estudian la compa-
racién de bentonita y zeolita en el proceso de purificacién del aceite de patchouli; la
coloracién de este aceite esencial es promovida por la presencia de trazas de hierro
(incorporado al proceso por trabajos realizados en condiciones suboptimas) asi como
también por trazas de Mn**, Cu** y Zn**, demostrando que en el proceso de adsorcién,
las bentonitas son mds efectivas que las zeolitas mostrando un poder adsorbente mayor
con menos pérdida del contenido en alcoholes caracteristicos del aceite de patchouli. El
fenémeno estd influenciado por factores multiples ya citados, la relacién Si/Al, tamafio
y distribucién de poro, superficie especifica, etc. En este punto, debe prestarse especial
atencién a las diferencias existentes entre bentonitas y zeolitas, muchas veces consi-
deradas similares, en forma errénea: como ya se ha visto, las bentonitas pertenecen al
grupo de los filosilicatos, desplegando estructuras laminares. Por su parte, las zeolitas,
aunque son aluminosilicatos, no son laminares sino que estin conformadas por una red
rigida tetrahédrica de aluminio y silicio que permite la existencia de poros y/o canales,
lo que les confiere la propiedad de se tamices moleculares. Mumpton (78) define las
zeolitas como “un aluminosilicato hidratado de cationes alcalinos y alcalinotérreos, teniendo
una estructura tridimensional abierta, infinita...”; “las grandes cavidades estructurales y los
canales de entrada conducen a que contengan agua en su interior, la cual forma esferas de
hidratacion alrededor de los cationes intercambiables: Por remocion del agua por calefaccion a
350-400°C, pequerias moléculas pueden pasar por los canales pero las mds grandes son exclui-
das”. La capacidad de intercambio catiénico de una zeolita sigue una funcién del tenor
de aluminio en la red, mayor cuanto mayor sea la relacién Al/Si; es asi que las zeolitas
pueden duplicar la capacidad de intercambio catiénico de las bentonitas. Si bien no
son bentonitas, pueden coexistir en la Naturaleza con la montmorillonita, asi como con
cuarzo, calcita, etc. (78). Las zeolitas, naturalmente, encuentran amplia aplicacién como
adsorbentes, por ejemplo, en la eliminacién de colorantes indeseables en la preparacién
de glucésidos de origen vegetal (79). Sin embargo, nada impediria utilizar bentonitas
con el mismo fin, previa evaluacién de cada caso particular de su comportamiento
versus zeolita, tal como el efectuado en (77).Los siguientes graficos pretenden sugerir
rutas de obtencidn, aislamiento y purificacién de sustancias carotenoides y clorofilas, a
partir de referencias bibliograficas citadas al pié de cada figura:
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Grafico 4.1 : Obtencion de clorofila via bentonitas:
Esquema tentativo

|  Material vegetal verde/microalgas |

'

Extraccion
(Me,CO, EtOH, Hexano)

| Adsorcién batch(bentonita icida) |

| Filtracion |
v
Solvente a recuperacion Bentonita-adsorbato
.
v v
Montaje en columna Desorcion
2PropOH + Microondas
v v
Desorcion Eliminacién del solvente
( TBME)
Evaporacion del solvente Clorofila purificada

.
| Clorofila purificada |

Me,CO: acetona; EtOH: etanol; TBME: Ter-butil metil éter; 2propOH: isopropanol

Fuente: Elaboracion propia. en base a referencias (56) (57) (58) (59) (60)
(61) (62) (63) (64) (65)
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Grafico 4.2: Obtencion de carotenoides via bentonitas: Esquema tentativo

Aceites vegetales y animales Microalgas, levaduras, desechos
industriales de crusticeos

| Extracto acuosos/aguas residuales |

Adsorcién (bentonita acida) |

B

| Filtracion |

.

| Desorcion bentonita |

}

2PropOH+Microondas | Desorcién con Me,CO,
EtOH.Hexano.TBME
-

Eliminacién bentonita
Evaporacidén solvente

.

| Crudo de desorcidén |

| Disolucién (solvente) |

v

Fraccionamiento
(cromatografia columna)

|  Aislamiento fraccién deseada |

Me,CO: acetona; ETOH: etanol; TBME: Ter-butil metil éter; 2propOH: isopropanol

Fuente: Elaboracion propia en base a referencias (42) (43) (60) (68) (69) (70)

4.3.1.2) Hemocromoégenos y hemoglobina.
Debido a su afinidad por las bases nitrogenadas, el grupo hemo puede combinarse

con las mismas, dando lugar a las sustancias denominadas hemocromdgenos. Tales bases

nitrogenadas pueden ser el amoniaco, aminas primarias, piridina y sus derivados (imi-

dazol, piperidina, histidina, etc.) y por tanto el hemo puede combinarse con proteinas

desnaturalizadas en donde tales bases resulten estéricamente accesibles; este fenémeno

incluye la posibilidad de que una molécula de hemo se combine con dos bases nitro-

genadas distintas, y tal afinidad del hemo es muy alta para el caso de la globina desna-

turalizada (globina que proviene de la hemoglobina que se ha desvinculado del hemo
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por desnaturalizacién u otros fenémenos, por ejemplo, tratamientos a pH inferiores a
valores 3-4) (80); la generacion de estos compuestos ha sido investigada y utilizada para
el desarrollo de ensayos toxicolégicos y médico-legales, no sélo para la comprobacién
de la presencia de sangre, sino como interesantes determinaciones de la existencia de
hemocromégenos en si mismos (81), lo que trasciende el campo de la Quimica Legal,
haciéndolos aplicables a comprobaciones analiticas en la industria bioquimica. En la
preparacién industrial de hemoderivados, ya sean éstos derivados de plasma humano
como de plasma animal utilizados en Medicina Veterinaria (por ejemplo, preparaciéon
de sueros hiperinmunes), la presencia de cuerpos coloreados (habitualmente trazas de
hemoglobina y/o hemocromégenos) es totalmente indeseable. Los distintos proce-
sos de obtencién de seroalbimina humana (HSA) asi como de seroalbimina bovina
(BSA), culminan con un proceso de pasteurizacion de la solucién acuosa de la proteina
en presencia de estabilizadores (caprilato sédico, dcido ascérbico, acetiltriptofano). Du-
rante la pasteurizacién habitualmente suceden cambios de color (del amarillo claro al
amarillo verdoso) debido a la oxidacién de trazas de hemoglobina para formar wverdo-
globina, cambio de coloracién que, precisamente, se ha evitado por la presencia de dcido
ascorbico (0,24g/en una solucién de HSA al 4%) (83)(84). Es verdad que el problema
ha sido eficientemente solucionado a través de la remocién de hemoglobina y sus co-
lorantes relacionados a través de elegantes métodos cromatogrificos (84). El proceso
puede rastrearse a través del descenso de la absorbancia a 403 nm de una solucién de
HSA 1% p/v (84), o mas especificamente, determinando las absorbancias de una dilu-
cién de HSA al 1% p/v, a 370,412 y 500 nm, y aplicando la siguiente férmula, acorde
con (85):

Hemoglobina (g/1) = 0,14286 (A, - 0,6769 A, - 0,3230 A

412 500)

Pero es innegable que los procesos cromatogréficos con resinas sofisticadas tienen
un costo extra que, segun el hemoderivado que se trate, no siempre es soportable. Tal
el caso de la purificacién de hemoglobina y hemocromdgenos en las preparaciones de
BSA o de inmunoglobulinas animales para uso veterinario. Mds atn, el problema se
complica a la hora de recuperar proteinas plasmiticas de concentrados de glébulos ro-
jos (paquete globular rojo o eritrocitario) generados por la centrifugacion inicial de sangre
humana o animal para la obtencién de plasma. La masa globular roja lleva consigo
cantidades no despreciables de plasma sin separar que es susceptible de ser recuperado
lavando la masa celular con solucién salina y posterior re-centrifugacién. Esto habitual-
mente genera una hemolisis adicional, generando la presencia de hemoglobina y he-
mocromdgenos en concentraciones inaceptables. El problema se hace visible también
cuando se pretende recuperar el plasma presente en bolsas de eritrocitos concentrados
para uso humano, fuera de su fecha de vencimiento, para lo cual se han desarrollado
métodos basados en el fraccionamiento del plasma o de las citadas recuperaciones a

112



CINCO TOPICOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

través del uso de etanol y calor (86). El problema de estos indeseables efectos de colora-
cién por la presencia de trazas de hemoglobina y hemocromégenos no pertenecen sélo
al dmbito de la preparacién industrial de hemoderivados. Tal el caso de la decoloracién
de hidrolizados proteicos (algunos de ellos, refractarios a la decoloracién), como en el
caso de extractos de placenta humana, la preparacién de proteinas plasmdticas conte-
nidas en la sangre placentaria o de soluciones de péptidos provenientes de la hidréli-
sis enzimitica de ovarios de salmén (también denominada placenta ocednica) (87). Sin
embargo, dado que la hemoglobina se adsorbe satisfactoriamente a la bentonita (88),
su uso puede aportar una solucién sencilla al problema expuesto, y de hecho, se puede
aplicar para la eliminacién de hemocromdgenos presentes en soluciones concentradas
de BSA antes de su pasteurizacién. Puede objetarse que, dependiendo de la cantidad de
bentonita utilizada, las pérdidas de rendimiento asociada a la captura de proteinas plas-
maticas a decolorar puede ser significante, méxime teniendo en cuenta que la desor-
cién de macromoléculas no siempre es satisfactoria, debido a su atrapamiento entre las
liminas que conforman la bentonita. El problema ha sido resuelto brillantemente por
Ralla et al. (89) utilizando un nuevo tipo de bentonita conformada fundamentalmente
por bentonita y silice amorfa natural, con la particularidad que la montmorillonita ha
perdido casi por completo su estructura laminar, con lo cual la intercalacién de pro-
teinas entre las liminas es altamente improbable. Esta disposicién estructural impide
el hinchamiento en agua, por lo cual el mineral resulta apto para la cromatografia en
columna. Variedad de proteinas pueden asi ser adsorbidas y desorbidas posteriormente
(incluyendo hemoglobina) en forma diferencial ajustando las condiciones del proceso
(fuerza iénica, pH, flujo en el caso de empleo como relleno de columnas, etc.) Este des-
cubrimiento significa un enorme avance en la utilizacién de estas bentonitas en la In-
dustria Bioquimica, expandiendo su uso antes limitado al empleo en batch y facilitando
la recuperacién de las proteinas adsorbidas a través de la elucién con buffers especificos
para cada caso (89). Las bentonitas también pueden aplicarse a la eliminacién de trazas
de hemocromégenos en las ultimas etapas de refinacién (pu/ido”) en la preparacién de
algunos polisacdridos dcidos de origen animal de interés farmacéutico.

4.3.2) Polipéptidos, enzimas y hormonas.

Hasta este punto, se ha visto que la adsorcién de péptidos y proteinas por parte de
bentonitas, es un hecho bien conocido y estudiado, el cual depende de la naturaleza
de los cationes metilicos interlaminares (esto es, que sean alcalinos o alcalinotérreos),
el pH de adsorcidn, la temperatura, la capacidad de intercambio idnico, etc. Se conoce
también que la adsorcién es tanto superficial como interlaminar, vale decir, el péptido
o la proteina se incluye entre los citados espacios interlaminares, y por tanto, proteinas
como la BSA tienden a sufrir desnaturalizacion en este proceso (90); la desorcion tam-
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bién tiene sus compromisos y debe ser estudiada para cada caso en particular. Sin em-
bargo, debe tenerse presente que la bentonita no solamente es 1til para el aislamiento
del producto deseado, sino también para privarlo de impurezas indeseables, las cuales
no necesitan ser desorbidas. Algunos ejemplos ya han sido citados (véase al respecto
4.1.1). Se presentan a continuacién algunos casos de aplicacién de bentonitas en la pre-
paracién de ciertos péptidos y proteinas, sin que esto signifique que los mismos tengan
un cardcter excluyente ni abarcativo.

4.3.2.1) Caso del Citocromo c (Cyt-c).

El Cyt-c forma parte de un complejo grupo de proteinas cuya funcién es la transferen-
cia de electrones, actuando secuencialmente en tal transferencia, desde las flavopro-
teinas al oxigeno molecular. Todos los citocromos tienen grupos prostéticos, y tales
grupos son de naturaleza ferroporfirinica (hemos), comunes también a la catalasa y
peroxidasa. Por tanto, en base a su cardcter de transferencia electrénica, los citocromos
admiten una forma oxidada y una reducida: cada uno de ellos, en su forma reducida,
muestra tres médximos de absorcién en el espectro visible, que son caracteristicos y
que se denominan bandas de Soret, sean a, [} y v: segln su configuracién espectral, se
encuentran tres tipos principales de citocromos, sean éstos, 4, &y ¢ (91); Cyt-c es una
proteina de bajo peso molecular, aproximadamente 13000 Da, la cual contiene un gru-
po hemo por cada mol de proteina de 12000 Da. Su estructura molecular estd com-
puesta por una sola cadena proteica de 104 aminodcidos, vinculados al grupo hemo
a través de residuos de cisteina (91)(92), y fue descubierto por MacMunn en 1884 y
redescubierto por D. Keilin en 1925 (91)(93). En la industria, Cyt-c se obtiene funda-
mentalmente a partir de corazén equino, bovino y porcino, los dos dltimos en menor
proporcién. Reconoce varios usos, entre ellos, la preparacién de productos medicinales
y la fabricacién de reactivos para inmunodiagnéstico. Como producto medicinal, su
uso estd en decadencia, aunque adn se lo comercializa en China como adyuvante en
terapia de primeros auxilios en caso de intoxicacién con monéxido de carbono, enve-
nenamientos con hindticos o cianuros, accidentes cerebrovasculares, etc. (Cytochrome
¢ solution; Sichuan Deebio Pharmaceutical, China) (De Feier Pharm; Defeier Phar-
maceutical, China) (Sai Tuo; Tianjin Bioch. Pharm.; China) (94) y también como
gotas oftdlmicas (Oftan- Catachrom; Santon Oy) (95). En la fabricacién de reactivos
para inmunodiagnéstico (western- blotting, inmunoprecipitacion, tincién en ensayos
de inmunofluorescencia) es producido por Biolegend® (San Diego, CF) y Biovision
Inc. (CF, EEUU); Sigma-Aldrich (Merck AG) lo produce en forma purisima a partir
de corazén equino y bovino, con fines de reactivo bioquimico (96); en este caso, es
preparado a través del método del dcido tricloroacético (TCA), el cual sera revisado
en este mismo item. Con respecto a los métodos de produccién de Cyt-c a partir de
corazén equino, bovino o porcino, la revisién bibliografica revela su obtencién a partir
de tres métodos, a saber:
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* El método del sulfato de aluminio, o método de Margoliash y colaboradores
(1967).

* El método del 4cido tricloroacético (TCA).

* El método del 4cido acético.

En el primer caso, Cyt-c se extrae del érgano finamente molido con una solucién
acuosa de sulfato de aluminio ajustada a pH 4,5 (recuérdese la capacidad coagulante
que poseen los cationes respecto de los coloides tales como las proteinas, mayor cuanto
mayor sea la valencia del catién y el peso molecular de la proteina). El tejido molido se
suspende en 2-8 partes en volumen de solucién de sulfato de aluminio 0,5% y la mez-
cla se pasa a través de un molino coloidal: E] magma resultante se ajusta a pH 4,5 con
agregado de sulfato de aluminio y se mantiene en agitacién ocasional a temperatura
ambiente por no menos de 2 horas. Se procede a filtrar adecuadamente, y el liquido
aceptablemente limpido (que lleva el Cyt-c en solucién) se ajusta a pH 8,0-8,5 (2-4°C)
con NH,OH, con lo cual el catién Al**precipita como hidréxido. Una nueva filtracién
elimina el AI(OH), permitiendo obtener una solucién rojo brillante, con la cual se
alimenta una columna cromatogrifica cuyo relleno es una resina de intercambio catié-
nico débil, quedando retenido el Cyt-c en su forma reducida. La captura del citocromo
también puede ser efectuada adicionando la resina en batch. El Cyt-c es eluido de la
resina por pasaje de NaCl 0,5M ajustado a pH 8-8,5. El eluato se oxida con la minima
cantidad de ferricianuro de potasio y agregado de sulfato de amonio hasta lograr el 80%
de saturacién: El precipitado se aisla por filtracién y se dializa versus agua destilada
contyeniendo 0,2-0,3 g/1 de fosfato disédico. En otra modalidad, el Cyt-c se eluye de la
resina con solucién de sulfato de amonio al 5% (pH 8,5) y el eluato se precipita, como
antes, adicionando sulfato de amonio csp 80% de saturacién. Nuevamente, se aisla este
precipitado el cual se purifica finamente a través de dos etapas consecuentes de croma-
tografia y posterior elucién, didlisis y secado por liofilizacién (97)(98).

Los otros dos métodos, sean el del TCA y el del dcido acético, son conceptualmente
similares, y reposan en el criterio de la desnaturalizacién/precipitacién del grueso de
las proténas, permaneciendo el Cyt-c en solucién, a partir de la cual se lo aisla y refina.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que ambos métodos no son iguales: mientras que
el método del TCA puede reducir la cantidad de superéxidodismutasa (SOD) presen-
te, tiende a causar dimerizacién del citocromo o introducir alteraciones estructurales
mediadas por el tipo de acidez. El método del dcido acético, por el contrario, puede
dejar un mayor tenor de SOD pero una menos proporcién de citocromo dimero (96).
En el método del TCA, el corazén equino molido se extrae con 1 volumen de solucién
0,13-0,15M de TCA durante 3 horas a 5°C, luego de lo cual se filtra hasta grado de
brillantez, y el liquido se ajusta a pH 7 con NaOH diluido. Como en el caso del sulfato
de aluminio, se captura el Cyt-c sobre resina de intercambio catiénico débil adicionada
en batch. La resina con el Cyt-c adsorbido se aisla ficilmente, el liquido se descarta y

115



VICTOR BAUTISTA DIAZ

el Cyt-c se eluye de la resina en columna con acetato de amonio 0,5M, a lo que sigue
una concentracién por UF y diafiltracién versus NH,OH 0,005M. El liquido retenido
se descarga del ultrafiltro y liofiliza, obteniéndose un producto semi-crudo, el cual se
refina acorde a los métodos presentados en (97).

En el procedimiento del dcido acético, el corazén equino finamente molido se ex-
trae con 2 vols. de dcido acético 0,5M durante 3 horas a 5°C. Transcurrido el plazo se
ajusta a pH= 7 con hidréxido de amonio y se abandona durante toda la noche a 5°C
con agitacién ocasional. Se procede entonces a su filtracién hasta la obtencién de un
liquido brillante, con el cual se prosigue segtin los métodos enseniados en (97)(98). En
otras modificaciones de estos métodos, se usa como acidulante dcido sulfirico en lugar
de TCA o de icido acético, o bien adicionando al extracto obtenido 500g/1 de sulfato
de amonio, con lo cual precipitan variedad de impurezas que se eliminan por filtra-
cién. Al liquido brillante asi obtenido se le adiciona 50g/1 de sulfato de amonio, y el
Cyt-c es precipitado por adicién de TCA 20%. El precipitado rojo se lava con solucién
saturada de sulfato de amonio, se disuelve en NaCl 0,5% y se diafiltra versus dicha
solucién hasta eliminacién total de sulfato. El retentato dializado se precipita con
exceso de acetona (5 vols.) y el precipitado aislado se disuelve en solucién concentrada
y se liofiliza (98)(99). En todos los métodos presentados y sus variaciones es impor-
tante que el 6rgano sea inmediatamente desprovisto de sangre contenida, con la aorta
seccionada y desgrasado a cuchilla, antes de ser congelado para su posterior indus-
trializacién. La lectura de las referencias bibliograficas aportara detalles de utilidad al
técnico estudioso. En base a lo expuesto, es ficil pensar que Cyt-c puede ses adsorbido
por bentonitas, acorde a los mecanismos ya expuestos. La adsorcién de Cyt-c sobre
monoldminas de montmorillonita ha sido estudiada como una forma novedosa de in-
troduccion de Cyt-c en células vivas via fagocitosis (100). En este trabajo, nuevamente
se demuestra la dependencia del fenémeno de adsorcién respecto de la concentracién
de proteina. El moderno desarrollo de tamices moleculares mesoporosos ha traido
como consecuencia importantes avances en los procesos industriales de preparacién
de Cyt-c. Un tamiz molecular mesoporoso es un material cuyo didmetro de poro (re-
lativamente uniforme) estd comprendido entre 2-50 nm, lo que en muchos casos los
hacen aptos como rellenos para cromatografia en columna. En el terreno que se estd
tratando, la adsorcién de Cyt-c sobre tamices moleculares mesoporosos (sintetizados a
partir de zeolitas o materiales arcillosos naturales o bien directamente a partir de SiO,
puro) estd bien documentada (101)(102)(103)(104), y de tales documentos se pueden
extraer las siguientes conclusiones:

* Los factores determinantes en la adsorcion de Cyt-c sobre estos materiales (al
igual que con las bentonitas) son el pH del medio, el mayor o menor contenido
de Al (a mayor tenor de Al, mayor adsorcién), la concentracién de proteina, la
salinidad del medio, el elevado punto isoeléctrico del Cyt-c (pI= 9,8), el didmetro
de poro, etc.

116



CINCO TOPICOS DE INTERES EN LA INDUSTRIA BIOQUIMICO-FARMACEUTICA

* No se han encontrado diferencias significativas en la tasa de adsorcién de Cyt-c
sobre tales materiales entre los didmetros de poro comprendidos entre los 3 y los 9
nm.

* La adsorcién de efectia preferentemente a valores de pH cercanos al punto
isoeléctrico del Cyt-c.

* La adsorcién (sobre todo cuando el adsorbato se obtiene con fines industriales) se
efectiia mejor sobre materiales mesoporosos extrudados, por ejemplo, en forma ci-
lindrica, de manera que su uso resulte ficilmente manejable. En estos extrudados,
la bentonita natural participa activamente actuando como ligante acompafada,
por ejemplo, de metil celulosa y agua.

* A pH superiores al pl, la adsorcién de Cyt-c experimenta un descenso.

* La adsorcién no depende sélo del didmetro, sino también del volumen del poro.

* La adsorcién de Cyt-c utilizando distintos valores de pH, buffers y otras condi-
ciones (tiempos, temperaturas) es siempre escasa, lo que parece no configurar un
método de aislamiento de Cyt-c, pero si de inmovilizacién del mismo (por ejem-
plo, utiles como rellenos en cromatografias de afinidad).

4.3.2.2) Caso de la urokinasa (UK).

La urokinasa (UK) es una enzima producida en el riién de hombres y animales mami-
teros. Se la denomina también urokinasa-activador del plasminégeno (uPA) debido a la
actividad que posee sobre el plasmindgeno transformandolo en plasmina activa, la cual
actia estimulando el proceso denominado fibrindlisis. De alli su actividad terapéutica
para la disolucién de codgulos (embolia pulmonar, codgulos en el corazén y extremi-
dades inferiores, etc.) y por eso mismo, su obtencién presenta fuerte interés industrial;
dado que la vida media de UK in vivo es muy corta, puede haber recidivas coagulato-
rias, y por tanto habitualmente se administra junto con heparina. Por tal motivo, es un
firmaco trombolitico (aunque también se lo prepara con fines de reactivo bioquimico)
(105).

Este enzima de tipo serinoproteasa (tripsinosimilar) fue descubierta en 1947 (106).
Posteriormente, Nobuhara et al. (107) encuentran en la orina humana, dos formas de
urokinasa, sean de alto peso molecular (HMWUK por sus siglas en inglés) y de bajo
peso molecular (LMWUK), la primera presentando un peso molecular de 51.600 Da
y la segunda, de 34.500 Da. Ambas estin compuestas por dos cadenas polipeptidicas
enlazadas entre si por enlaces disulfuro. El peso molecular de la cadena pesada en
ambas formas, es el mismo (34.000 Da), pero el peso molecular de la cadena liviana
es de 17.600 Da en HMWUK y de 1200- 3400 Da en LMWUK (107). UK de orina
humana utilizada con fines bioquimicos no farmacéuticos, tiene un peso molecular de
54.000 Da (108). En la actualidad, se la obtiene mayormente a partir de orina humana
con fines industriales, pero también por cultivo de lineas celulares de rifién humano,
aunque el peso molecular de sus distintas formas es diferente a la obtenida de orina
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humana. Hasta el afio 2007, no parecen haberse desarrollado métodos econémicamen-
te eficientes para la produccién industrial de UK via criterios biotecnolégicos (109),
pero en la actualidad su produccién industrial descansa en ambos métodos, de ori-
na humana (Urokinasa Vedim; UCB Pharma; Madrid) y de lineas de cultivo celular
(Kinlytic™, urokinase for injection; LMWUK, MW 32.000 Da). En todo caso, UK
de orina humana estd compuesta por un 85% de HMWUK y 15% de LMWUK, con
un peso molecular combinado de aprox. 50 kDa (110), pero mds especificamente, con
un peso molecular de aprox. 31.000 Da para la fraccion LMWUK y aprox. 55.000 Da
para HMWUK (111). Se revisardn a continuacién los métodos de producciéon de UK a
partir de orina humana. Se debe aclarar que esta orina proviene de varones jévenes so-
metidos a stress fisico (entrenamiento fuerte) por lo que tradicionalmente se ha elegido
a instalaciones militares (cuarteles, regimientos) para la recoleccién de orina, lo cual
no s6lo presenta la ventaja citada, sino la posibilidad de contar con un gran nimero de
donantes en lugares centralizados, lo que facilita la rapidez de la recoleccién y procesa-
miento inmediato. La recoleccién de orina se efectia en bidones instalados en los cuar-
teles o dependencias militares, conteniendo timol en cantidad suficiente para lograr
una concentracién final (a bidén lleno) de 2 g/1. Como se verd, conceptualmente UK es
aislada de la orina de hombres jévenes a través de métodos de adsorcién. En 1961, Sin-
gher y Zuckerman (112) prsentan un ingenioso y muy util método de captura de UK,
haciendo cristalizar dcido benzoico en el seno de la orina, presente inicialmente en la
misma como benzoato de sodio (el que a su vez, actiia como preservativo microbiano):
por ajuste de la orina asi preparada a pH 3,0-4,5, precipitan los cristales de dcido ben-
zoico los cuales llevan UK atrapada en el seno cristalino o adsorbida en su superficie,
dejando la orina pricticamente privada de actividad urokindsica. El dcido benzoico se
filtra facilmente y posteriormente se disuelve en acetona, con lo cual el enzima cruda se
obtiene como un fléculo; el fléculo se disuelve en buffer adecuado y se purifica a través
de columna de intercambio i6nico (carboxilica), de la cual se eluye secuencialmente con
NaCl 0,5M. El método, sumamente elegante, permite la obtencién de UK suficiente-
mente pura para ser usada con fines farmacéuticos. Conviene puntualizar que la orina
materia prima, debe ser colada a través de un tamiz de malla fina para la retencién de
imperfecciones groseras (colas de cigarrillos, pelos, etc.) y no filtrada a través de ayuda
filtrante, pues en ese caso, el producto activo quedara adsorbido sobre el material que
forma la precapa. Aunque el método anteriormente detallado no es exactamente de
adsorcién, en esa fecha ya se conocian otros adsorbentes tales como sulfato de bario o
fosfato de calcio. Sin embargo, fueron rapidamente reemplazados por el uso de silicatos
intercambiadores de cationes (caolin, zeolitas) o bien por silicagel (SiO,) (113). La
adsorcién se lleva a cabo preferentemente en batch a valores de pH 3-7 en la orina. El
s6lido se separa del liquido por filtracién y se eluye a pH 8-11 (preferentemente pH
10) con solucién de amoniaco diluido al 4%. La fraccién que contiene UK se somete
a un proceso de readsorcién, elucién y fraccionamiento con el agregado de sales preci-
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pitantes, tales como NaCl (csp 20%, pH 1,5) o sulfato de amonio. El uso de bentonita
como adsorbente de UK es introducido por A. Lesuk (114), el cual adsorbe UK sobre
bentonita adicionada en batch sobre la orina, de la cual es ficilmente aislada y separada
de la orina, que se descarta. La bentonita con la UK adsorbida se eluye a pH 4cido
con solucién de diamino etoxiacridina (la cual puede ser reemplazada por eluyentes
orgdnicos menos contaminantes y mds ficiles de eliminar). UK se obtiene del eluato asi
obtenido por precipitacién salina, la cual se somete a otras etapas de purificacién hasta
la obtencién de UK cristalizada. N.H. Sloane fue un prolifico inventor que ha desarro-
llado multiples métodos de captura, elucién y purificacién de UK a partir de orina de
varones jévenes. Para ello, aprovecha la capacidad que posee el dcido tinico de preci-
pitar proteinas, y en una serie de sucesivas patentes utiliza el criterio en forma notable;
de tal cuerpo patentario pueden resaltarse los siguientes lineamientos fundamentales
(115)(116)(117)(118), a saber:

* El dcido tnico, agregado en solucién hidroalcohélica a la orina, precipita el com-
plejo con UK y otras proteinas. El precipitado aislado se redisuelve en buffer Tris-
HCI pH 7,4 y alcalinizado a pH 10 por goteo de NaOH 0,2M, con lo cual se
libera UK y el 4cido tdnico forma la sal sédica, la cual se elimina por didlisis junto
con pigmentos y otras impurezas.

El retentato de la diafiltracién es tratado a 0°C con butanol helado, agitando sua-
vemente. UK permanece en solucién mientras que otras proteinas resultan des-
naturalizadas y se agrupan en forma de gel que sobrenada y es descartado. La
solucién acuosa se purifica de butanol a través de un nuevo paso de diafiltracién,
dializando versus buffer Tris-HCIL.

* Un nuevo paso de refino de la UK que proviene de los procesos que usan dcido
tinico estd basado en la adicién de EDTA csp 0.005-0,05M (pH 7,4) y posterior
adicién de DEAE-celulosa: la UK no es adsorbida mientras que si lo son las im-
purezas proteicas y colorantes urinarios. En otra modalidad, bajando la concentra-
cién de EDTA por debajo de 0,0025M, UK serd adsorbida por la DEAE-celulosa,
dejando en solucién impurezas proteicas y colorantes, solucién que se descarta. Por
incremento de la concentracién de EDTA a pH 7,4, UK eluye ficilmente de la
celulosa, en forma purificada.

* El fenémeno de adsorcién/complejamiento de UK llevado a cabo con dcido tdni-

co, se puede realizar también reemplazando el dcido por un aducto formado entre

el dcido tdnico y nucleoproteinas (nucleoproteinato).

Independientemente de lo expuesto, Sloane extiende el criterio de la captura de UK
con édcido benzoico, al dcido urico. El dcido trico en polvo se adiciona ala orina y se
agita, permitiendo la adsorcién de la UK. El sélido se aisla, descartando la orina sin
actividad biolégica, y se disuelve en solucién ligeramente alcalina. El urato asi formado
se elimina en un posterior paso de didlisis (119). Sin embargo, la adsorcién de UK con-
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tenida en orina se hace preferencialmente sobre matrices siliceas, ya séan éstas naturales
(tal como las bentonitas) o sintéticas. De hecho, Novak (120) presenta una ejemplar
patente sobre el tema, utilizando como adsorbentes minerales SiO, y/o TiO,, puros,
o bien arcillas caolinicas. En su método, el citado autor propone los siguientes pasos:

* Adsorcién de la UK presente en la orina (pH 4,5-5,5) con el adsorbente (0,25-
0,50g/1, 30 minutos de agitacion suave). Recoleccion del sélido y descarte de la
orina agotada.

* Lavado del sélido con agua para la remocién de pigmentos y proteinas no adsor-
bidas. El eluato se descarta.

+ El solido asi lavado se eluye con buffer 0,05M pH 10,4 (0-5°C), se ajusta a pH
10,0 y se agrega cantidad suficiente de sulfato de amonio para lograr 30% de sa-
turacién (incluyendo en la medida del volumen, la silice que estd en suspension,
eluyéndose) y el pH se reajusta a 10,0.

* Se separa el adsorbente utilizado (a descarte o reciclo) y el eluato conteniendo el
total de la UK se ajusta con sulfato de amonio a 40-50% de saturacién. Se deja
precipitar a 0-5°C durante toda la noche y se recoje el precipitado.

El sedimento se suspende en Tris 0,05M pH 10,4 y el insoluble (proteinas extrafias)
se descarta. Se desciende el pH 2,0 con HCI, con lo cual vuelven a precipitar mds pro-
teinas extrafias insolubles a ese pH. El precipitado se descarta y la solucién se lleva a
pH 4,5-5,0 dejando que precipite UK, la cual se redisuelve en buffer Tris.

* La solucién buffer conteniendo UK se diafiltra versus buffer Tris pH 7,5 para
eliminar pigmentos, sales inorgénicas y oligopéptidos extrafios (el presente autor
sugiere una membrana de UF cut-off 10 kDa).

* Purificacién final de la UK por cromatografia de intercambio i6nico/permeacién
en gel, nuevo paso de diafiltracién y acondicionado final (depirogenado por filtra-
cién a través de placa depirogenante (por ejemplo, ZetaPlus®).

También se han efectuado estudios para la captura y elucién de UK contenida en
orina a través de métodos basados en cromatografia de afinidad. Se han desarrollado
procesos que utilizan como ligando el polipéptido aprotinina, purificando asi solu-
ciones de UK “cruda” que proviene de la elucién de adsorbentes tales como silicatos,
bentonitas y caolin, con los cuales se trat6 la orina de partida: para ello se utiliza apro-
tinina soportada quimicamente sobre Sepharose® (121). El mismo criterio de afinidad
ha sido descripto aplicado al aislamiento y purificacién de UK contenida en el caldo de
cultivos celulares que la contienen (aunque nada impediria ensayar con estos métodos
su captura en orina). En este caso, la resina de afinidad estd compuesta por un material
siliceo (polvo de vidrio, silicagel) el cual lleva vinculado un polimero aniénico, como
el carboxil polietileno. La UK se eluye luego de su captura con buffers tales como el

constituido por acetato de sodio 0,5M, EDTA 0,005M y Tween 0,01%,a pH 7,0 (122).
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4.3.3) Recuperacion de compuestos de amonio cuaternario
contaminantes de desechos liquidos de naturaleza
biologica

Una actividad destacada dentro de la Industria Biogimico-Farmacéutica es la obten-
cién y purificacién de polisacdridos con actividad biolégica, y en particular aquellos
polisacdridos dcidos que estdn cargados negativamente. Tal es el caso de los polisacéri-
dos sulfatados tales como la heparina, condroitin sulfato, dermatan sulfato, y ciertos
polisacdridos de origen marino o vegetal. En su aislamiento, una técnica difundida es el
aislamiento del polisacdrido de sus extractos, por adicién de cetil trimetilamonio bro-
muro (CTAB) o cetil piridinio cloruro (CPC). El presente autor describe el tema con
detalle en alguna de sus obras anteriores, lo que torna innecesario su repeticién (123)
(29) (véase 4.2 de la presente publicacién). Es evidente que luego de la precipitacién del
carbohidrato persisten en la solucién a descarte, trazas de amonio cuaternario las cuales
pueden ser ficilmente removidas con el uso de bentonitas, tal como esta indicado en
las referencias citadas.

4.3.4) Usos Miscelaneos

Los ejemplos aqui presentados demuestran la amplitud de aplicaciones técnicas que
tienen estas arcillas en el campo de la Bioquimica Industrial, y se estimula al lector
interesado al desarrollo de otros métodos, usos y variantes, sin duda tantos como su
creatividad e interés lo permita. Adicionalmente, se presentan algunos casos concretos
de esta diversidad.

Ciertos antibidticos (en particular, aquellos que presentan una estructura peptidica)
son adsorbidos por las bentonitas permitiendo su aislamiento del medio de cultivo y su
posterior elucion. La avoparcina es un antibiético glicopeptidico, que presenta un peso
molecular de aprox. 1500 Da; consiste en dos cadenas glicopeptidicas (a0 y B) y es una
sustancia soluble en agua. Comercialmente es producido por cultivo de Streptomyces
candidus y utilizado como aditivo alimentario para estimular la produccién de carne en
animales destinados a consumo humano (ganado y aves de corral), ya que se comporta
como promotor de crecimiento (124)(125). Efectivamente, cuando al caldo de fermen-
tacién del hongo citado, que contiene el antibidtico en solucidn, se le agregan cantida-
des adecuadas de bentonita (sédica, clcica o 4cida), el antibidtico resulta adsorbido casi
cuantitativamente y es posteriormente eluido de la bentonita con agua alcalinizada con
amoniaco hasta pH 10,5-10,8 (125). Los puntos fundamentales del descubrimiento de
Wiite (125) son:

* La captura del antibiético puede hacerse directamente a partir del medio de cul-

tivo del hongo conteniendo la biomasa en suspensién. El sélido se separa de la
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biomasa por diferencias de densidad, aunque en otra modalidad, el caldo puede ser
filtrado previamente para liberarlo de la biomasa antes de practicar la adsorcién.

* La adsorcién se efectia en medio dcido, acidificando el caldo a pH 1,9-2,3 con
solucién de dcido sulfurico. Adicién de bentonita (30 minutos al citado pH).
Separacién.

* Elucién del antibiético tratando el mineral con solucién acuosa amoniacal en
batch (lo que simplifica la operatoria industrial al evitar la necesidad de elucién en
columna).

* Los eluatos reunidos contienen el antibidtico impuro, el cual se purifica por UF
a través de membranas de cut-off 1500-2000 Da, lo que permite una remocién
importante de pigmentos y otras impurezas.

El enzima invertasa producido por la levadura de cerveza (S. cerevisiae) puede ser
aislada del medio de cultivo a través de la adsorcién sobre bentonita, la cual es un ex-
celente adsorbente de la misma. El fenémeno de adsorcién esta influido por las condi-
ciones de autolisis del microorganismo, temperatura y pH durante la captura y elucién
(126).

Las bentonitas también han encontrado sorprendente aplicacién en la purificacién
de virus vegetales: ribosomas, ribonucleasas y materiales coloreados son rdpidamente
adsorbidos por la bentonita magnésica en buffer fosfato pH 7,4 a diferentes concen-
traciones de MgSO,: algunos virus vegetales son adsorbidos por la arcilla, mientras que
otros no lo son; mds aun, todas las cepas de un mismo virus no tienen necesariamente
la misma tasa de adsorcién sobre bentonita magnésica; un detalle adicional muy util
es que la contaminacién con ribonucleasa es eliminada, o por lo menos, fuertemente
impedida (127). Por otra parte, no debe despreciarse el interesante uso que tiene las
bentonitas para la inmovilizacién de enzimas industriales: por ejemplo, glucoisomerasa
puede fijarse a bentonita y ser utilizada para la obtencién de jarabe de maiz de alta

fructosa (128).
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TOPICO 5

CASEINFOSFOPEPTIDOS. Produccion Quimica






5.1) Introduccion

Como es bien sabido, la hidrélisis de las proteinas conduce a la obtencién de péptidos
de distinto peso molecular y también aminodcidos libres. Dentro de los métodos pre-
terenciales de hidrdlisis de las proteinas, se encuentra la hidrdlisis enzimatica, dada las
condiciones de suavidad en las que generalmente se lleva a cabo el proceso, la conserva-
cién de la configuracién /evo de los aminodcidos resultantes, la ausencia de destruccién
de aminodcidos (o su conversién a estructuras indeseables), tal como si sucede en los
procesos de hidrélisis dcida o alcalina, y en fin, el mayor rendimiento en péptidos, en
gran parte debido a las razones ya expuestas. Dentro de la masa de péptidos obtenidos
a partir de algunas proteinas en particular, se destacan ciertos oligopéptidos con inte-
resantes propiedades bioldgicas, en algunos casos presentando un mismo oligopéptido,
diversos tipos de actividad biolégica. Doblemente interesante es el hecho de que no son
pocas las proteinas que proporcionan péptidos bioactivos frente a la hidrélisis enzima-
tica, ya sea ésta endégena (pepsina, tripsina) o practicada en fibrica con proteasas in-
dustriales (habitualmente subtilisinas, aunque pueden ser también de origen fungico).
Algunas proteinas que producen péptidos bioactivos por excelencia son las que confor-
man la sangre de animales destinados a consumo humano, asi como las constituyentes
del volcado visceral (fundamentalmente estémago e intestino) de los mismos. Dentro
de las proteinas de la sangre, la hemoglobina se caracteriza por rendir una gran variedad
de tales péptidos bioactivos, denominados hemorfinas en este caso particular, y cuya
descripcién y métodos de obtencién han sido revidsados recientemente en una obra
del presente autor (véase (1) y bibliografia alli referenciada). Las proteinas contenidas
tanto en la yema del huevo de gallina, asi como del blanco del huevo (clara de huevo
u ovoalbimen) también son fuertes productoras de péptidos bioactivos, entre ellos la
ovokinina (octapéptido) derivada de la proteélisis de la ovoalbimina; proteinas menos
abundantes en la clara de huevo, tal como la lisozima, también proporcionan péptidos
bioactivos por proteélisis (2); de la misma manera, proteinas presentes en las legumi-
nosas, suero de leche, gelatinas de diverso origen y otras proteinas de origen vegetal,
también producen péptidos bioactivos por hidrélisis enzimdtica (3). La leche, con sus
diferentes tipos de caseinas, lactoalbimina y lactoglobulina, también produce pépti-
dos bioactivos, de la misma forma que las proteinas crnicas, de pescado, soja, sésamo,
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bréccoli y arroz (4)(5)(6). Dependiendo de su origen y estructura, algunas actividades
biolégicas de estos péptidos bioactivos son:

* Efecto inhibitorio de la enzima convertidora de angiotensina (angiotensin conver-

ting enzyme, ACE) (1)(2)(3)(4)(5)(6).

* Prevencién de enfermedades cardiovasculares: antihipertensivos (2)(4)(5).

 Antioxidantes (4)(5).

* Antimicrobianos (2)(5)

* Transporte de calcio (2)(4)(6)

* Actividad opioide (1)(3)(5)(6)

* Participacién en la salud intestinal (5)

* Normoglucemiantes y normolipemiantes (4)

* Actividad antineoplasica (4)

* Efectos inmunomoduladores (4)(6).

Como se ha adelantado, las proteinas de la leche son capaces de proporcionar una
interesante variedad de péptidos bioactivos, fosforilados, denominados caseinfos-
fopéptidos (casein phosphopeptides; CPP), fundamentalmente proporcionados por
la caseina lictica. Que la leche es un alimento absolutamente saludable, no sélo para
los seres humanos, sino para los animales, es un hecho perfectamente conocido y do-
cumentado por doquier (7)(8) y no haria falta redundar en este conocimiento. Sin
embargo, notablemente se ha generado en los dltimos tiempos discusiones poco serias
y no documentadas cientificamente alertando sobre prejuicios que su consumo puede
generar en la salud del consumidor, aconsejando reemplazarla por otros sustitutos (por
ejemplo, las erréneamente llamadas “leches vegetales™ leche de almendras, etc. que, ob-
viamente, no son leche). Esto ha generado una disminucién importante en el consumo
de licteos, con la reduccién concomitante de la ingesta de calcio, vitamina D, proteinas
lcteas, azicares, minerales y micronutrientes, ocasionando evidentes y bien conocidos
perjuicios para la salud (8).

Las proteinas de la leche estin constituidas por las caseinas y las proteinas del sue-
ro de la leche (lactoalbumina, lactoglobulina, inmunoglobulinas, seroalbimina y otras
proteosas y peptonas). La caseina estd conformada por cuatro constituyentes, a saber,
osl caseina, as2 caseina, 3- caseina y #-caseina, asi como un constituyente menor de-
nominado y-CN. La caseina es la proteina mayoritaria en la leche (24-29¢g/1), y dentro
de la misma, las variedades presentes en mayor proporcién son la asl-caseina (38%) y
[-caseina (36%) (9). Estas proteinas contenidas en la leche proporcionan gran cantidad
de péptidos bioactivos por hidrdlisis, péptidos que son inactivos dentro de la secuencia
estructural madre de la proteina nativa, pero que al ser liberados por hidrélisis enzima-
tica actian como moduladores bioldgicos, revelando muchos de ellos, actividades mul-
tifuncionales (10). Una excelente tabulacién de las relaciones estructura-actividad de
estos biopéptidos (no sélo caseinicos) se encuentra publicada en (10)(11)(12). Acorde
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con estas referencias, las principales actividades biolégicas que exhiben los oligopépti-
dos provenientes de la caseina son:

* Antioxidantes

* Agonistas opioides

* Inmunomoduladores

* Inhibidores de ACE

* Transportadores del calcio y de otros minerales. Promocién de la remineralizacién

del esmalte dentario.
* Antitumorales
* Antagonistas opioides (péptidos derivados de la #-caseina, casoxinas.

Aproximadamente el 30% del P total de la leche se encuentra esterificando los re-

siduos serina de la caseina, y por hidrélisis de la proteina se generan estos caseinfos-
fopéptidos (CPP); en su gran mayoria, estos CPP contienen un locus de serina fosfato
y dcido glutdmico, compuestos por la secuencia de 3 grupos serina y 2 glutimico, mos-
trando marcadas diferencias en la ubicacién de los enlaces fosfato (10). Estas diferentes
y benéficas bioactividades han aconsejado su incorporacién a alimentos funcionales
bajo el concepto de nutracéuticos (12), como constituyente de dietas de contenido
reducido en fenilalanina (13), para la captacion de calcio, robusteciendo asi la reconsti-
tucién 6sea cuando forman parte de suplementos cilcicos o alimentos funcionales (14).
De la misma forma, se ha estudiado recientemente la fortificacién de leches con hierro,
dada la alta afinidad que esta catién presenta con el CPP; se facilita asi la absorcién
de hierro en el intestino delgado (15); la estructura preferencial de tales fosfopéptidos
contiene secuencias dcidas polares constituidas por Ser(P)- Ser(P)- Ser(P)- GlutH-
GlutH (15).
Un uso que es obligatorio mencionar es la utilidad de los CPP en tratamientos odon-
tolégicos, dado su positiva bioactividad en los procesos de remineralizacién del esmalte
dentario (16), caracteristicamente cuando se lo administra bajo la forma de complejo
de caseinfosfopéptido- fosfato de calcio amorfo, dado que e/ CPP-ACP es una fosfopro-
teina con capacidad de liberar iones de calcio y Jfosfato en el medio bucal, que promueven la
remineralizacion” (17); sin embargo, debe hacerse notar que este tratamiento no parece
mis efectivo que la topicacién con fldor (18). En el campo de la Medicina, la ®-caseina
de la leche de mamiferos (bovinos, burra, cabra, yegua) expresa diferentes actividades
terapéuticas, ya sea per se o como los CPP correspondientes, y utilidad en la preparacién
de quesos y yogures con funciones nutracéuticas, y de alli el interés del incremento ge-
nético del tenor de #-caseina en leches de animales de manejo zootécnico (19).
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5.2) Produccion quimica de CPP

Basicamente, la hidrdlisis de la caseina llevada a cabo por proteasas (pepsina, tripsina,
también proteasas industriales tales como mlas subtilisinas) conduce a la formacién de
oligopéptidos cuyo tamaifio es irreductible, es decir, la hidrélisis avanza hasta un nivel
de peso molecular, alcanzado el cual no evoluciona o lo hace dificultosamente, acorde
a las condiciones de hidrélisis. Tales oligopéptidos contienen P en un tenor elevado,
que puede alcanzar el valor de 6%, y sus sales con cationes di y trivalentes son solubles
al pH alcalino del transito intestinal. Tales CPP contienen dos oligopéptidos tetrafos-
forilados homélogos que se encuentran en las dos caseinas asl y 3, en los que el P se
encuentra siempre monoesterificando el grupo serina, los cuales se eliminan facilmente
de la serina por tratamiento alcalino via un proceso de f-eliminacién con la creacién
concomitante de un enlace olefinico: la serina se transforma en dehidro alanina la cual
se puede combinar con restos lisina para formar lisino-alanina (20). De tal forma, y
como ya se ha puntualizado, CPP actiian como aditivos alimenticios funcionales (func-
tional foods) dada su actividad solubilizante de cationes tales como el Fe™, Zn** y Mg,
su aptitud de incrementar la masa 6sea y prevencién de caries, estimulando ademas el
sistema inmune. Desde el inicio, es adecuado puntualizar el extenso uso de tecnologias
de separacién por membranas (UF, diafiltracién, NF, RO) para la obtencién técnica de
tales CPP a escala comercial, y en ese sentido, son los tempranos trabajos de Brule y
colaboradores, la base sobre la que descansan los distintos métodos de obtencién, los
cuales se han ido sofisticando con el curso del tiempo. En 1979, Brule et al. (21) obtiene
fosfocaseinato nativo con aprovechamiento del suero de leche utilizando tnicamente
técnicas fisicas de separacién, tales como las mencionadas. Dada la disponibilidad de
fosfocaseinato obtenido de tal manera, el mismo grupo de investigaciones acomete la
preparacién de CPP por protedlisis del fosfocaseinato utilizando técnicas de UF sobre
el digerido enzimitico (22). La proteasa queda en el retentato mientras que el permeato
contiene péptidos fosforilados y no fosforilados; una posterior adicién de un catién
bivalente origina agregados de fosfopéptidos mientras que los péptidos no fosforilados
son indiferentes: el mayor tamafio molecular de tales agregados de CPP permite que
sean retenidos por membranas de cut-off adecuado y separados asi eficientemente de
los péptidos sin fosforilar; con tal fin, resulta adecuada una membrana de UF cut-off
2-10 kDa. Los CPP asi obtenidos son ttiles para la constitucién de medicamentos para
alimentacién enteral y alimentos tales como las leches maternizadas, dada su favorable
relacion P organico/P inorginico (22)(23). A su vez, los CPP han sido seleccionados
en base a sus distintas bioactividades, por ejemplo, la fraccién anticariogénica. Reynolds
(24) describe la preparacién de tal fraccién a escala industrial a través de métodos de
UF basados en los criterios previamente descubiertos por Brule et al. (22)(23). El des-
cubrimiento de Reynolds (24) se basa en que los péptidos anticariogénicos conteniendo
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la secuencia —Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu- forman agregados hexaméricos frente
al agregado de Ca™, los cuales son separados de los CPP mds pequefios por métodos
de UF a través de emmbranas de cut-off 10-20 kDa, formando parte del retentato. El
calcio puede ser reemplazado por zinc o hierro, pero los cationes deben estar siempre
presentes duranre el proceso de fraccionamiento por UF para impedir la desarticula-
cién de los agregados pesados que forman los CPP anticariogénicos (24). La refinacién
de estas fracciones se logra diafiltrando extensamente versus soluciones de los citados
cationes; el exceso de cationes inorgdnicos se eliminan eficientemente diafiltrando el
retentato versus agua destilada a través de una membrana de cut-oft 1000 Da. Este
elegante método permite aislar con gran rendimiento y pureza la fraccién anticariogé-
nica (constituida fundamentalmente por cuatro CPP, acorde con Reynolds (24)). En
otro procedimiento, el proteolizado caseinico se somete a precipitacién en presencia
de Ca** (20 moles/mol de caseina inicial) y adicién de etanol csp 50% (practicamente,
adicién de 1 volumen de etanol absoluto) a pH 4,6 0 8,0 (25). Interesantemente, el pre-
cipitado obtenido a pH 4,6 contiene altas concentraciones de la fraccién deseada con
contyenidos minoritarios de péptidos defosforilados, los cuales a suvez, estin presentes
en la fraccidon que precipita a pH 8,0 (25). Adecuadas combinaciones de los criterios
volcados en (22)(23)(24)(25) son de prictica habitual y ampliamente descriptos (13),
a saber:
* Precipitacién del digerido caseinico con etanol (50%) en presencia de Ca™ a pH
4,6 (monofosforilados).
* UF cut-off 10 kda en presencia de CaCl2 y posterior diafiltracién versus agua (1
kDa) para eliminar calcio inorgdnico.
* Reemplazo del Ca™ por Zn*, ultrafiltracién (10 kDa) y diafiltracién (1 kDa) para
eliminar exceso de Zn** inorganico.
* En otros casos, Ca** que forma parte de los agregados, es eliminado por intercam-

bio i6nico (Amberlite IRC-50) (15).

Para su administracién, tales CPP pueden ser vehiculizados de diferentes maneras,
incluida su presencia en bebidas dcidas (26). También han sido producidos animales
transgénicos que producen la denominada [3-caseina con alto contenido de la misma en
su leche, de la cual se obtienen CPP con secuencias especiales (27). Por su facilidad de
realizacién, los métodos de precipitacién de CPP con etanol en presencia de Ca* a dis-
tintos pH, siguen siendo estudiados activamente. Cruz Huerta et al. (28) demuestran
que, efectivamente, la precipitacién efectuada a pH 6,0-8,0 permite obtener fracciones
de CPP altamente fosforiladas:

* A pH 3,5 precipita selectivamente CPP con la secuencia [Ser(P)]3- [Glu]2 (28)

* A pH superiores, se recuperan mayoria de CPP mono y difosforilados (28).
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Recientes estudios (29) demuestran que el tiempo de protedlisis y la relacién enzi-
ma-sustrato son criticos. Por ejemplo, utilizando pancreatina en relacién 1:100, el ren-
dimiento miximo de CPP se obtiene a los 90 minutos de hidrélisis, experimentindose
pérdidas de rendimiento si el proceso se continta, aparentemente por decremento en el
peso molecular de los CPP luego de determinado tiempo de hidrélisis (29). Estos de-
tallados estudios demuestran la importancia que tienen las variables de proceso, como
ser:

* Tipo de proteasa

* Relacién enzima- sustrato

* Condiciones de protedlisis (tiempo, temperatura, pH, concentracién de la caseina
en solucién, etc.

* Necesidad del seguimiento analitico del proceso a tiempos determinados, para
establecer las mejores condiciones técnicas de obtencién de CPP. Naturalmente,
esto ha sido tenido en cuenta y estudiado, dando origen a numerosos documentos
patentarios, por demas ilustrativos, que habitualmente hacen uso de los métodos
de ultrafiltracién. En lo referente a las proteasas utilizadas, se encuentran tripsina
y quimotripsina, papaina y proteasas industriales neutras o alcalinas (subtilisinas o
de origen fingico), o bien combinaciones entre ellas (30).

Las membranas de UF utilizadas pueden tener un cut-off de 3-5 kDa a lo que sigue
un proceso de desalinizacién por nanofiltracién (150 Da) (30).

Heptapéptidos aislados de los productos de hidrélisis de la caseina asl, presen-
tan actividad ansiolitica; estos oligopéptidos, que presentan una secuencia aminoaci-
dica perfectamente determinada, han sido reivindicados como productos utiles en el
tratamiento de los desérdenes ansiosos, epilepsia e insomnio (31); en suproceso de
obtencidn, la caseina asl se hidroliza primero con tripsina y luego con pepsina. El
heptapéptido puede ser aislado y purificado por métodos establecidos, por ejemplo, UF
cut-off 1000 Da (31).

La caracterizacién analitica de los CPP es compleja, pero se encuentra perfectamen-
te detallada (32)(33).

Los complejos de fosfato de calcio-CPP han demostrado ser ttiles en el tratamiento
de enfermedades de carencia de calcio, especialmente de los huesos; dichos complejos
se constituyen generando fosfato de calcio i situ dentro de una solucién acuosa de de-
terminados CPP, a través de procesos de preparacién descriptos con absoluta claridad

por Reynolds (34).
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Sin exclusion de los estudiantes de las carreras de Quimica, Farma-
cia y Bioguimica Industrial que puedan estar interesados, este libro
estd fundamentalmente destinado a quimicos técnicos que encaren
trabajos de desarrollo y puesta a punto de métodos de produccion
industrial sobre los topicos aqui desarrollados, que son:

Topico 1: Actividad del peréxido de hidrégeno sobre los polisacari-
dos en general y sobre heparina en particular; generacion de alter-
aciones estructurales caracteristicas.

Topico 2: Expansores plasmaticos de base proteica. Produccion
quimica.

Topico 3: Complejos organicos y quelatos de microelementos utiles
en sanidad animal. Produccién Quimica.

Topico 4: Bentonitas y sus aplicaciones en la Industria Bioquimica
Topico 5: Caseinfosfopéptidos. Produccion Quimica

En resumen, es una obra de caracter quimico-técnico netamente
definido, que pretende operar como una guia para el profesional, fa-
cilitando la investigacion bibliografica previa a los trabajos de labo-
ratorio, y aportando ideas y sugerencias que el autor cree pueden
ser de utilidad.
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