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Resumen

La decoloracion de la mezclilla es un proceso que se realiza utilizando
agentes quimicos toxicos, los cuales al ser descargados junto con las aguas
residuales del proceso provocan serios problemas de contaminacion. En la
busqueda de condiciones menos dafiinas al ecosistema natural,
recientemente se ha propuesto la utilizacion de enzimas que permiten aplicar
condiciones de trabajo mas amigables con el medio ambiente. En el presente
trabajo, buscamos encontrar las mejores condiciones de pH y temperatura,
asi como la fuente y la concentracion de enzima para llevar a cabo la
decoloracion enzimatica del indigo y de mezclilla de jeans. Para ello se
utilizaron dos concentraciones de la lacasa de Trametes versicolor y se
determind su actividad a pH 5y 7, asi como a tres diferentes temperaturas
(30, 45 y 60°C). Las mejores condiciones para la decoloracion del indigo
fueron pH 5, 30 °C y 1 mg/ml de lacasa.

Introduccion

En los procesos de estilizacion final de los jeans de mezclilla (Denim, tela tefiida con
indigo), se han utilizado sustancias quimicas cloradas para el proceso de destefiido. Estas
sustancias ademas de ser contaminantes y dafiinas para la salud, tienden a maltratar las
telas, por lo que su uso se ha limitado. Desde 1996, la empresa Novoenzyme utiliza como
alternativa biotecnoldgica, enzimas lacasas en el destefiido de la mezclilla, (producto
comercial DeniLite). La aplicacion de enzimas en la industria textil permite obtener un
proceso de destefiido eficiente, sustentable y no contaminante para el medio ambiente
(Rodriguez y Toca-Herrera, 2006).

Antecedentes

Hoy en dia, muchas enzimas son utilizadas por una gran diversidad de tipos de industrias
y esto no es ajeno a la industria textil. Tradicionalmente, se han utilizado enzimas en el
proceso de limpieza de las fibras. Ahora, las enzimas como las proteasas, lipasas, celulasas
y enzimas oxidativas, se utilizan en el bioprocesamiento de fibras naturales, mientras que



otras son fundamentales en el tratamiento de efluentes derivados de esos procesos
(Rodriguez y Toca-Herrera, 2006).

Las enzimas aplicadas en la industria textil deben producirse a bajo costo, ser estables en
las condiciones de pH y temperatura en que se realizan los tratamientos textiles, y de uso y
manipulacién segura. Se han publicado diversos reportes y patentes sobre esta tecnologia
(Campos y col., 2001; Pazarlioglu y col., 2004; Rodriguez y Toca- Herrera, 2006). Por
ejemplo, en Estados Unidos en 1998 Novo Nordisk utilizd esta enzima junto con un
derivado de perdxido de hidrégeno y fenotiazina (Hjelholt y Jesper, 1998). Més tarde, en
1999, en Estados Unidos se lanzé DeniLitell, con una mayor actividad enziméatica. En
2001, la compafiia Zytex en India desarroll6 un catalizador bioldgico capaz de degradar el
indigo de una forma mas especifica y controlada con el nombre de Zylite (Rodriguez y
Toca-Herrera, 2006).

Las lacasas son enzimas del tipo fenol-oxidasa dependientes de cobre que tienen la
capacidad de catalizar reacciones de desmetilacion y de formacion de radicales libres
altamente reactivos. Este es un paso importante en la biodegradacion de polimeros que
contengan grupos aromaticos fenolicos (Trejo-Hernandez y col., 2001). Debido a esta
propiedad, la lacasa es utilizada en la oxidacion del indigo (colorante de tipo fendlico) en la
preparacion de telas para jeans. Esta enzima es extraida de hongos, como Trametes hirsuta
y Sclerotium rolfsii (Campos y col., 2001). Ademas, en procesos de oxidacion de muchos
compuestos (principalmente de compuestos fendlicos) la lacasa presenta una gran
especificidad para un gran numero de compuestos no biodegradables, por lo cual se empezd
a utilizar en tratamientos de efluentes industriales.

Justificacion

El proceso de decoloracién con la intervencion de las enzimas es mas efectivo y menos
dafiino que el método anterior, el uso de sustancias cloradas para llevar a cabo el proceso de
decoloracion de la mezclilla de jeans.

Hipdtesis

El incremento en la concentracion de la enzima lacasa favorece la decoloracion
enzimatica del indigo.

Objetivos

1. Seleccionar la lacasa que sera utilizada en el proceso de decoloracion del indigo entre las
disponibles en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental (CEIB-UAEM),

2. Determinar el efecto del pH, la temperatura y la concentracion de la enzima en el proceso
de decoloracién del indigo.

3. Determinar la decoloracion de la tela tefiida con el indigo.

El presente proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental en el
Centro de Investigacion en Biotecnologia, UAEM.



Metodologia

La cuantificacion de la actividad de la lacasa:

La actividad de la lacasa fue determinada usando 2,6 dimetoxifenol (DMP marca Fluka)
como sustrato (e435 =29 300M™cm™). La mezcla de la reaccion se prepararé con 0.025M
de amortiguador de acetato de sodio a pH 4.5, 0.35 ml de la solucion DMP y volumen de
enzima 0.015 ml con volumen final de reaccion de 2 ml. EI cambio de color fue
determinado siguiendo el cambio de densidad dptica a 435 nm en un espectrofotometro
Beckman DU 640. Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar un pumol de sustrato por minuto.

Evaluacion de la decoloracion enzimética del indigo

Las reacciones de decoloracion del indigo se llevaron a cabo en un volumen total de 3 ml.
La concentracién de enzima y colorante fueron definidos en funcion de estudios
preliminares. (Hicimos varias repeticiones con diferente pH, temperatura y concentracion
enzimatica, para ver cuales eran las mejores condiciones). En la reaccion de decoloracion
se utiliz6 un amortiguador de acetatos 0.1M a pH 5, con agitacion constante con un
agitador magnetico. Las enzimas que se utilizaron fueron: 2 enzimas comerciales y 2
extractos de enzimas producidas en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental (CEIB-
UAEM). Finalmente se selecciond la que tenia mayor eficiencia de decoloracion para
utilizarse en los experimentos posteriores. (La que tenia mayor eficiencia en la
decoloracion era la que decoloraba mas en los experimentos preliminares)

Efecto de las variables involucradas en el proceso de decoloracion del indigo
El estudio del efecto de tres variables: temperatura (30, 45°C y 60°C), pH 5y 7),
concentracion de enzima (1, 2, 3 mg/ml) se llevaron a cabo en las condiciones antes
mencionadas. El analisis estadistico se llevo a cabo con el Design- Expert 5 de la compafiia
Stat-Ease Inc. (es un software para disefio experimental).

Decoloracién de la tela de mezclilla de los jeans
De acuerdo con los resultados previos se seleccionaron las condiciones de trabajo para la
decoloracion de la tela en cuadros de 5 cm? de area. El nivel de decoloracién se determind
considerando los cambios observados en la tela. Se tomaron fotografias para ejemplificar
los resultados obtenidos.

Resultados y Discusion

Los resultados de la decoloracion del indigo a pH 5y 7 con las tres concentraciones de
lacasa se presentan en la Tabla 1. Los porcentajes de decoloracion fueron superiores 40 % a
pH 5, mientras que a pH 7 el porcentaje fue inferior a 20 %. Asimismo, se demuestra a 1
mg/ml (de indigo con enzima Trametes Versicolor) el porcentaje de decoloracion fue
mayor apH5queapH 7.

Con respecto al efecto de la temperatura, casi no hubo decoloracion a 45°C y 60°C. La
mejor temperatura para la decoloracién fue a temperatura ambiente (30°C).



Con estos resultados se obtuvieron las condiciones para su aplicacion a la tela DENIM.
La figura 1, muestra las diferencias visuales de la decoloracion, con y sin adicion de
enzima. Al examinar los cuadros de jeans con y sin la enzima en un microscopio, se
encontraron cambios notables de color. Aunque estos fueron menores a los que se esperaba
cuando se aplico al colorante directamente. Se observa que el nivel de decoloracion fue
menor en la tela. Por lo que es probable se requiera de mayor tiempo de exposicién y
debido a la fuerte adsorcion del indigo a la tela, esto puede ser un problema para su
aplicacion. Para ello se requiere de realizar un tratamiento previo a la tela con amilasas y
celulasas para permitir la entrada de la enzima al interior de las fibras de algoddn.

Tabla 1. Efecto del pH sobre la decoloracion enzimatica del indigo

pH 5
1 51 3
2 49 4
3 41 4
pH7
1 19 2
2 13 2
3 9 2
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Tabla 2. Efecto de la temperatura sobre la decoloracion enzimatica del indigo

Enzima [mg/ml] % Decoloracién (desviaciséa\éstandar)
45°C
1 2
38
2 1
26
3 2
36
60°C
1 1
28
2 2
40
3 2
41

Control 1

Control s 3

Temperatura 45 Temperatura 60




Tela sin enzima

Tela pretratada

Tela con enzima

Figura 1. Decoloracién enzimatica de la tela de mezclilla a pH 5 y temperatura ambiente.



Conclusiones

La decoloracion enzimatica del indigo y de la tela de mezclilla depende de la concentracion
de la enzima y del pH del proceso. Sin embargo, se observo que sobre la tela de mezclilla,
los resultados fueron menos efectivos que con el colorante directamente. Esto puede
deberse a que el colorante se encuentra fuertemente adsorbido a la tela y la enzima debe
penetrar al interior de las fibras de algodon.
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