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“Biostoning” de material textil por accion enzimatica de celulasas
producidas por la cepa IB-105
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RESUMEN ABSTRACT

La industria textii emplea piedras pomez para el The textile industry uses pumice stones for wearing out
desgaste de material textil, sin embargo este proceso of textile material, however this rudimentary process can
rudimentario puede ser reemplazado por la tecnologia debe replaced by the enzyme technology. The present
enzimas. El presente estudio, evallo la hidrélisis study, evaluates the enzymatic hydrolysis that is
enzimética que se obtiene por resultado de la accién deobtained by the result of cellulolitic enzyme action of
enzimas celuloliticas de la cepa IB-105 sobre telas de the fungus IB-105 on cotton fabric. The lyophilized
algodon. El fermento liofilizado permitié la liberacion  ferment allowed the glucose liberation after the
de glucosa después del tratamiento enzimatico en la telaenzymatic treatment in yarn 1 of 29.21+ 0,15 mg of
1 de 29.21+ 0.15 mg de glucosa a las 75 horas. Cuandoglucose after 75 h of treatment. When the crude enzyme
el mismo fermento se empleo en la tela 2 se libero was tested in yarn 2 the released glucose was 23.81+
23.81+ 0.32 mg de glucosay la tela 3 libero 40.72 +0.31 0,32 mg and 40,72 + 0.31 mg of glucose on yarn 3 after
mg de glucosa a las 60 horas de tratamiento con la 60 h with 15 Ul/ml of enzyme activity. After the
enzimas celuloliticas con una actividad de 15 Ul/ml. biocatalysis the textiles lose weight. The hydrolysis with
Después de la biocatalisis se observo una pérdida del5 Ul/ml of cellulolitic enzymes as much provides
peso en los textiles. La hidrélisis con una actividad de greater lose of weight for yarn 1 (25.12% + 1,27) after
15 Ul/ml de enzimas celuloliticas proporcionan mayor 75 h, yarn 2 (17,67% + 1,33) after 90 hours and yarn 3
pérdida de peso tanto para la tela 1 (25,12 % + 1.27) a (25,11% + 1,07) after 75 hours. The measurement with
las 75 horas, tela 2 (17.67 % * 1.33) a las 90 horas y tela surface spectrophotometer showed after the enzymatic
3 (25.11 % £ 1.07) a las 75 horas. La medicién con el treatment as much for yarn 1 (60 h), yarn2 (75h) and
espectrofotdmetro de superficie mostro que después delyarn 3 (60h), exists difference in reflectance but exists
tratamiento enzimatico tanto para la tela 1 (60 h), tela 2 one slight difference of the color, but a clear biostoning
(75h) y tela 3 (60h), existe diferencia en la reflectancia of the yarn. The microbiological analysis and by
pero con soélo una leve diferencia del color y un claro techniques of molecular biology showed that fungus IB-
biodesgaste o “biostoning”. El andlisis microbiolégico y 105 has a homology witAspergillus sp. These results
por técnicas de biologia molecular mostro que la cepa show the possibility of a future use of enzymes
IB-105 tiene una homologia cokspergillus sp. Estos produced by microorganisms in industrial processes.
resultados muestran la posibilidad de un futuro empleo Key Words: Biostoning, denim, cellulase&spergillus

de las enzimas producidas por microorganismos en

procesos industriales.
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INTRODUCCION vigorosamente 5QL de una solucién de Tris 2M (pH
7), 150uL NaCl (5M).
En la naturaleza existe una variedad enorme de Los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm por el
reacciones quimicas que en su totalidad esta mediadatiempo 10 minutos, para recuperar el sobrenadante en un
por un conjunto de catalizadores bioldgicos nuevo tubo. Se afiadi6 800 de etanol absoluto al
cominmente conocidos como enzimas. Si bien éstas sobrenadante y se centrifugé a 12000 rpm por 15
estdn sometidas a las mismas leyes de la naturalezaminutos. El pellet que fue resuspendido con gDGle
difieren de los catalizadores quimicos por aumentar la etanol al 70%, luego se centrifugd a 12000 rpm por 2
velocidad de reaccién, mayor especificidad de reaccion minutos. Se repiti6 este paso tres veces. El pellet fue
y una alta capacidad de regulacion secado a 55° C por 15 minutos y finalmente se
El mercado del “denim” tiene una alta proporcion de suspendié el material genético con 100 de agua
“productos de apariencia desgastada”. Esta aparienciaestéril libre de DNAasas y fue almacenado a 4°, hasta su
se alcanza a través de diversos procesos, uno de los magosterior utilizacion.
populares es el “stonewashing” en el cual el material PCR. Las secuencias de los iniciadores para amplificar
recibe un desgaste por piedras. En la industria textil las la region D1/D2 LSU ribosomal de la cepa en estudio
enzimas celuloliticas son herramientas biotecnoldgicas son: F63 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
que permiten lograr este mismo efecto desgastado, 3°) y LR3 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3Y). Para
ademds estas enzimas limpian las pelusas que se formada amplificacion se utilizé los siguientes pasos en la
en la superficie de productos de algodén. Las celulasasPCR: 3 min a95°C;30sa95°C;30sab57°C;2mina
también pueden ser usadas en el terminado del jean parar2° C, seguido de 30 ciclos, 5 min a 72° C y finalmente
crear un aspecto de pre lavado sobre las prendas que esiempo indefinido a 4° C. Se utiliz6 como control
llamado “biostoning”. Las enzimas celuloliticas negativo agua de la reaccion y como control positivo
hidrolizan la celulosa presente en el tejido de algodén y ADN de Aspergillus sp. Para la visualizacion de los
estas enzimas son producidas por una gran variedad deproductos obtenidos, se utilizaron geles de agarosa al
bacterias y hongos, actualmente son importantes 1%, preparados con el amortiguador TBE 0,5X con
industrialment& * con un mercado de 190 millones de bromuro de etidio a una concentracién final de 0,5
dolareé. pg/mL y las muestras amplificadas se mezclaron con
El amplio espectro de usos industriales para las una solucion de cargado (0,25% azul de bromofenol,
celulasas, establece una necesidad de obtener celulasagd0% sacarosa) para la realizacion de la electroforesis.
comerciales que puedan actuar efectivamente a Las bandas fueron visualizadas por la fluorescencia
diferentes pH y rangos de temperatura, y por tanto ser emitida al irradiar con luz ultravioleta de 320 nm.
utilizado ampliamente en la industria. La finalidad del Secuenciaciéon y Andlisis de DNALa secuenciacién
presente estudio fue investigar el efecto “biostoning” de del fragmento amplificado fue llevada a cabo en la
las telas con tejido de algodén (jean) frente a la Unidad de Genética de la Facultad de Ciencias
hidrdlisis enzimatica utilizando celulasas producidas por Farmacéuticas y Bioquimicas de la UMSA. Se

la cepa IB-105 a través de métodos cuantitativos. purificaron los amplicones utilizando el protocolo de
Applied Biosystems y se realiz6 la secuenciacion por el
MATERIAL Y METODOS método de Sanger en un secuenciador 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems). Las secuencias
Para el presente estudio se utilizé la cepa IB-105 la cual obtenidas se analizaron con el programa BioEdit para la
fue aislada en un trabajo previo, en de muestras obtencidon de una secuencia consenso y se compard esta
obtenidas del altiplano boliviaholLas cepas fueron secuencia con las existentes en las base de datos del
conservadas por réplicas en medio de cultivo Agar NCBI considerando ademas el porcentaje de maximo de
Patata Dextrosa (APD) y fueron incubadas a 25° C para identidad. Ademas se utilizé el programa Mega4 para
su desarrollo. realizacion del alineamiento mudltiple usando el
Aislamiento y purificacién de DNA. Para la extraccion CLUSTAL W.
del material gendmico se utiliz6 un mililitro de una
suspension de esporas del hongo en estudio. Se realizdProduccidn vy liofilizacién de enzimas celuloliticad_a
la precipitacion de la suspension de esporas produccidon de enzimas se realizé cultivando la cepa
centrifugando a 6000 rpm por 5 minutos. El precipitado fungica 1B-105 en medio liquido de Mandels
fue resuspendido con 5Q0. de una solucién de lisis Modificado al Medio C de optimizacién realizado en un
(0.1 M NaCl, 0.5 M pH 8 TrisHCI, 5% SDS), dejando anterior estudid . El mismo se sometié a incubacién
incubar por 1 hora a 65° C. Posteriormente se centrifugd durante 24 dias en medio estatico a una temperatura de
las soluciones 13000 rpm por 10 minutos, para recuperar 25 °C. La liofilizacion se realizdé después de la filtracion
el sobrenadante en un nuevo tubo y adicionar mezclandoy de la elijacion de esporas el cual se recoge en un
frasco limpio y estéril se deja en un refrigerador
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convencional a — 20 °C un dia. Posteriormente se sometede algodén, tela 2 color negro a 60 % de algodoén y tela
a — 80° C durante otro dia y se procede a colocar en el 3 color azul a 100 % de algodén (ver Figura 1). Las
liofilizador (LYOVAC GT2) a 1x10° mmHg -20° C por mismas se cortaron a 2 cm x 2 cm y los mismos se
aproximadamente 72 horas pesaron en una balanza analitica por triplicado hasta
Muestra textil. Se evalu6 tres tipos de tela jean; la tela alcanzar peso constante.

1 color negro corresponde en su composicidon a 100 %

a b c
a) Tela 1 color negro (100 % algoddn), b) Tela 2 color negro (60% algodén) c) Tela 3 color azul (100% algoddn)
Figura 1. Muestras de los textiles utilizados para el presente estudio

Proceso de “Biostoning”. Se procedi6 a realizar ILUM.1 D65

soluciones con enzimas celulolitcas a las ILUM.2
concentraciones de 5 Ul/ml, 10 Ul/ml y 15 Ul/ml, cada OBSERVADOR 10°

solucién se alicuoto6 en tubos de ensayo a un volumen deESP. COLOR L*a*b* E*

2 ml donde se sumergieron cada trozo de tela y se PROMED. AUT 1

procedid a incubar en Bafio Maria a 50 °C durante 90 DESV. EST. SCI---- SCE----1
horas. INTERVALO 0.0s

Métodos de evaluacion del proceso de Biostoning§e

utilizé la técnica de DNS (Acido Dinitrosalicico) ~RESULTADOS

correspondiente a la liberacion de azlcares reductores

por la hidrélisis del algodén presente en la tela de’jean Identificacién de la Cepa IB-105.La cepa IB-105 se

Se determiné la cantidad de peso perdido de la tela jeancaracteriz6 primeramente mediante el crecimiento vy
mediante la determinacién cuantitativa en una balanza desarrollo microscépico en medio ARBigura 2). De
analitica, de esta manera se procedi6 a pesar previo a laeste mismo medio de cultivo, se realiz6 la
accion enzimatica y después de la misma. Esta caracterizacion microscopica por observacion directa en
determinacion se realizé por triplicado hasta alcanzar portaobjetos, identificando hifas y conidios (Figura 3).
peso constante. También se realizé la medicidn espectralLas caracteristicas encontradas en ambos casos fueron
de la superficie de la tela con el espectrofotometro similares al del génerdspergillus. Con respecto al
Konica Minolta CM 2600d con las siguientes andlisis de secuenciacion y el alineamiento (Figura 4) de

caracteristicas: la secuencia de los nucleétidos segln la base de datos
NCBI-BLAST se encontré un 98% de similitud con el
AREA/ESPEC M/I+E génerocAspergillus sp.

COND. UV UV 100%
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Fig. 3. Observacion de la cepa I1B-105 (Hifa y Conidio)
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Figura 4. Secuencia de nucleotidos secuenciados de la cepa IB-105 alineados en el NCBI BLAST

ARRERERERRRRTR R RS



G. Torrezet al. /BIOFARBO, 18(1), Junio 20101 - 12 5

“Biostoning”. Después del tratamiento enzimatico a observd el efecto de desgaste enzimatico como se
diferentes concentraciones y tiempos de accién se observa en la Figura 5

i

Tela 1l

Tela 2

Tela 3

ey g _ L ) .- 1 'li
a, ¢, e corresponden a las telas control para la telal, 2 y 3 respectivamente y b, d y f corresponden a las telas tratadas
enziméticamente tela 1 (75 horas), tela 2 (60 horas) y tela 3 (60 horas)

Figura 5 Fotografias de las muestras control y las tratadas enzimaticamente donde se muestra el efecto
biostoning
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Evaluacion de azUcares reductores (Método de DNS).  con 23.81 £ 0.32 mg de glucosa y tela 3 con 40.72 *
La mayor liberacion de glucosa después del tratamiento 0.31 mg de glucosa. En los Ultimos casos la
enzimético se observé para el tela 1 a las 75 horas conconcentracién de glucosa es a las 60 horas (Figuras 6, 7
29.21 + 0.15 mg de glucosa en comparacion con el tela 2 y 8).

Hidrolisis de la Tela 1

% ==ge=0 )]
B
E == 10Ul
=
=d=15 LI
s ) iy
-0 i} 20 4a0n 6l 80 100

Tiempo [horas)

Figura 6. Cinética de hidrdlisis enzimética con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de celulasas para la tela 1

Hidrolisis de la Tela 2
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25,000
Fa
g 20,000 -
S vt
= i ——
= 15,000 >Vl
£ o —8—10 U]
T 10,000 = LUl
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Figura 7. Cinética de hidrdlisis enzimética con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de celulasas para la tela 2
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Hidrolisis de la Tela 3
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Figura 8. Cinética de hidrdlisis enzimatica con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de celulasas para la tela 3

Determinacion de la pérdida de peso después de la tela 3 25.11 £ 1.07 % (75 horas); en todos los casos se
hidrélisis enzimatica.La mayor cantidad de pérdida de observé la mayor cantidad de peso perdido con la

peso se observé para la tela 1 a las 75 horas con 25.11 4utilizacion de una concentracion del5 Ul/ml de enzimas

1.27 % (75 horas), tela 2 17.67 + 1.33 % (60 horas) y celuloliticas (Figura 9, 10 y 11).

Perdida de Peso (Tela 1)

30,0000
25,0000 'I T
Pl
2 L
2 20,0000
U
T ——5UI
£ 15,0000 T .
T 4 t ——10U]
(]
& 10,0000
< 15 U
5,0000 = Buiffer

-20 0 20 40 60 80 100

Tiempo (horas)

Figura 9. Cinética de pérdida de peso debido a la hidrélisis enzimatica con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de
celulasas para la tela 1
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Perdida de Peso Tela 2
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Figura 10. Cinética de pérdida de peso debido a la hidrélisis enzimética con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de
celulasas para la tela 2
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Figura 11. Cinética de pérdida de peso debido a la hidrdlisis enzimética con concentraciones de 5, 10 y 15 Ul de
celulasas para la tela 3



G. Torrezet al. /BIOFARBO, 18(1), Junio 20101 - 12

Medicién espectral.
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Figura 12. Medicion del Patron de referencia para el textil 1
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Figura 13. Medicion Espectral del textil 1 a las 75 h de accién enzimatica
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Figura 14. Medicion del Patron de referencia para el textil 2
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Figura 15. Medicion Espectral del textil 2 a las 60 h de accién enzimatica
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a) Reflectancia paralatela 3 (Patrén)

Figura 16. Medicion del Patron de referencia para el tela 3
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Figura 17. Medicion Espectral del tela 3 a las 60 h de accion enzimatica

Para la tela 1 se observé que existe una variaciéon en la
reflectancia entre 420 nm y a mas de 650 nm, con los
siguientes valores L= 0.46 *a= 0.99 *b= -4.27. Esta
medicién corresponde a la mediciébn mas representativa
del conjunto de muestras y corresponde al tratamiento
enzimatico al tiempo de 60 h.

Para la tela 2 se observé que la variacion de reflectancia
no se elevd, en cambio con la anterior muestra hubo una
variacion en el color (L =8,43 *a= -0.31 *b=-1.74).

Para la tela 3 se observo la variacion en la reflectancia
de la misma forma que la tela 1, la cual oscil6 en 420
nm y a mas de 650 nm con los siguientes valores L=
29.99 *a = -2.25 *b=-9.36. Ademés hubo una variacién
en el color existiendo el efecto deseado de “desgaste y
ligero blanqueamiento” de las fibras de jean.

DISCUSION

*  Laidentificacion de la cepa IB105 con respecto
al desarrollo del hongo, la observacién de las
hifas y conidios en el microscopio y la
utilizacion de primers que amplifican un
segmento del dominio de las regiones D1/D2
que pertenecen a la sub unidad larga del RNAr

para la respectiva secuenciacion, nos demuestra
gue aparentemente la cepa en estudio pertenece
al géneroAspergillus sp. por las similitudes
encontradas en el desarrollo y la observacion
microscépica, ademas del alineamiento del
segmento amplificado con este género. Sin
embargo para mejorar el andlisis en la
identificaciéon a nivel de especie seria ideal la
utilizacion de otros marcadores, asi como la
secuenciacion de las regiones espaciadoras
internas transcritas (ITS), que se encuentran
dentro de las repeticiones altamente
conservadas del DNAr.

La mayoria de los autores sugieren el empleo
de ITS y SSU/LSU para dilucidar relaciones
filogenéticas, diferenciacion entre especies y
diagnésticd ° % ™ 2por este motivo la
utilizaciébn de estas regiones sera importante
para corroborar los resultados encontrados con
la amplificacion D1/D2 realizados en este
estudio. Aunque la regién ITS es la regién del
DNA de hongos, su utilizacion es tipica para el
nivel de especies como método molecular
sistémico, pero debido a que existen otras
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regiones con mas alto grado de variacion que utilizacion de enzimas oxido-reductoras o
otras regiones génicas del DNA ribosomal, sélo alguna enzima de origen microbiano capaz de
se permite observar la amplificacion selectiva modificar colorantes aromaticdsomo el azul

de las secuencias de hongos, reduciendo el indigo utilizado en la telas jean, ademas se debe
rango de identificaciébn a algunas especies evaluar la accion de los colorantes industriales
fungicas utilizando ITS como estufio como el azul indigo porque pueden modificar la
Se observo una disminucion leve en la cantidad actividad enzimatica de forma sinérgica o
de glucosa liberada en el tela 2, esto se puede antagonic® 2>

atribuir que esta tela posee 40 % de polyester,

en cambio se observé un aumento en la AGRADECIMIENTOS

concentracién de glucosa en el tela 3, puesto

que la prenda es en su totalidad 100% de A la Agencia Internacional de Cooperacion Sueca ASDI
algodoén, por tanto la enzima tiene mayor / SAREC, Recursos IDH, PIEB e International
sustrato para su actividad. Foundation for Science, cuyo apoyo al proyecto de
Para la determinacion de la pérdida de peso se Biodiversidad Microbiana del LI.F.B. permitié el
observo el efecto “Backstaining” descrito en desarrollo de este trabajo.

otro estudié* *en el mismo que se observa la

tendencia de re-deposicion de fibras liberadas REFERENCIAS
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