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Abstract

El depilado enziméatico es una alternativa
potencial al depilado convencional donde se
utilizan la cal y el sulfuro sodico, pero el
depilado de piel de ternera utilizando
solamente una proteasa no puede eliminar el
pelo de la piel completamente, en especial el
pelo muy delgado. Con el objetivo de eliminar
dicho efecto, se ha utilizado la mezcla de
proteasa y a-amilasa para realizar un depilado
de piel de ternera libre de cal y de sulfuros. Se
determina el efecto del pH y de la temperatura
en la actividad de la proteasa y de la a-amilasa,
y se optimizan las condiciones de depilado
analizando el grado de eliminacién de pelo y la
concentracién de hidroxiprolina en el bafio de
pelambre. Los resultados experimentales
indicaron que la adicion de a-amilasa beneficia
la eliminacién del pelo durante el proceso de
depilado enzimatico. Las condiciones éptimas
de depilado son 0.3% de proteasa, 0.1% de a-
amilasa y 50% de agua a pH 7 y 250C durante
2 h (los porcentajes se expresan sobre peso de
piel en remojo), pudiendo conseguir como
resultado una completa eliminacion del pelo en
bombo sin utilizar el caballete ni cuchillo de
pelar.

Palabras clave: depilado, pelambre,
proteasa, amilasa.

1. Introduccién

La técnica de depilado convencional donde se
utilizan el sulfuro sédico y la cal es un método
efectivo y econémico para la eliminacién del
pelo, debido al bajo coste de los reactivos
utilizados y la gran calidad de la piel
resultante. Asi, el proceso convencional de
depilado tiene como punto débil la presencia
de sulfuros, la gran cantidad de residuo de cal
y los productos de degradacion del pelo que
estan presentes en los bafios residualesl. Por
este motivo, se han desarrollado tecnologias
medioambientalmente mas aceptables, como el
pelambre “Sirolime”, el pelambre tipo “Blair”,
el pelambre enzimatico, y el pelambre
oxidativo, las cuales se han investigado con el
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objetivo de reducir las cargas contaminantes de
los bafios. 2-7

El depilado enzimético utilizando proteasa o
proteasa alcalina se ha estudiado de forma
extensiva en las ultimas décadas y se considera
la tecnologia de pelambre mas acorde con el
medio ambiente.4, 5, 8-10 Sin embargo, se
observan algunas desventajas que restringen su
aplicacion préactica. Una de las desventajas es
que en el depilado enzimético utilizando
solamente la proteasa no se elimina el pelo por
completo, especialmente el repelo, hecho que
influye en una menor calidad de la piel.1,11

La Alpha-amilasa, utilizada ampliamente en el
sector alimentario, en detergentes, en el sector
textil y en el del papel; tiene la capacidad de
generar reacciones hidroliticas sobre los
carbohidratos que contienen proteoglicanos.12,
13 Se determina que la division de los
proteoglicanos es beneficiosa para la accion de
la proteasa sobre la piel.14 De este modo, es
razonable hacer la hipdtesis de que la
introduccion de la o-amilasa durante el
pelambre enzimatico permitird aumentar el
rendimiento de la eliminacion del pelo.

En este estudio, se utiliza una mezcla de
proteasa y o-amilasa para eliminar el pelo de la
piel de ternera en bombo. Se determina el
efecto del pH y de la temperatura sobre la
actividad de la proteasa y de la a-amilasa, y se
optimizan las condiciones de pelambre
analizando el grado de eliminacion del pelo y
la concentracion de hidroxiprolina (Hyp) en el
bafio de pelambre. Ademas, se compara la
eficiencia del pelambre donde se utiliza la
mezcla de la proteasa y la a-amilasa con un
pelambre convencional de cal y sulfuro sédico.

2. Materiales y método
2.1 Materiales

Se utilizan pieles de ternera en remojo para las
pruebas de depilado. Todos los reactivos
utilizados para los procesos convencionales
son de grado comercial. La proteasa utilizada
en el pelambre es una endo-proteasa alcalina
modificada genéticamente por una cepa de
Bacillus alcalophilus de calidad comercial. La
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a-amilasa usada en el depilado es de grado
bioguimico. Los productos quimicos utilizados
para los andlisis son también de grado
analitico.

2.2 Ensayos de actividad enzimética
2.2.1 Efecto del pH y de la temperatura en la
actividad de la proteasa

Se estudiaron los efectos del pH y de la
temperatura sobre la actividad de la proteasa
por incubacién de 1 ml de 0,1 mg/ml de
solucién enzimética con 1 ml al 2% (p/v) de
solucion de caseina preparada en soluciones
tampén de diferentes pH a diferentes
temperaturas de incubacion (25°C, 30°C, 35°C
y 40°C) durante 10 min. A continuacién, la
incubacion se detuvo mezclando la solucion de
enzima-caseina con 2ml de de é&cido
tricloroacético 0,4 mol/L. La mezcla se
mantuvo a 25°C durante 20 minutos Yy
seguidamente se filtr6. Se determind la
concentracion de tirosina en el filtrado.15 Las
soluciones tampon utilizadas fueron un tampon
de fosfato (pH 7.2, pH 8.0) y un tampon de
acido boérico-solucion salina (pH 9.0, pH 10.0,
pH 11.0). Una unidad de actividad de proteasa
se define como la cantidad de enzima que
libera 1 pg de tirosina por minuto.

2.2.2 Efecto del pH en la actividad de la o-
amilasa
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Figura 1 Muestreo realizado sobre las pieles de
ternera en remojo para las pruebas de depilado

2.4 Optimizacién del depilado mediante el
uso de proteasa

Se aplicé un disefio experimental ortogonal
L16 (45) (Tabla 1) para optimizar las
condiciones de depilado aplicando la proteasa.
Se evalta el efecto de la temperatura, el
tiempo, el pH inicial del bafio de pelambre, la
cantidad de proteasa y la cantidad de agua
analizando el grado de eliminacion del pelo
después del depilado.

Tabla | Disefio experimental ortogonal L4 (4°) ?

Se mezcla 1 ml de 1,0 mg/ml de solucion de Factor  Temperatura( Tiemp pH Cantidad Cantidad
enzima con 1 ml de tampdn britanico- °C) 0 de de agua
Robinson (pH 5.6, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0). La (min) pr%}/e;lsa (%)

A o H 0
mezclg se (_:alentp a 25 °C durante 15 min y Nivel 1 i 50 =5 02 30
después se incub6 con 1% (p/v) de solucién de
almidén durante 5 min. a 25 °C. Se afiadieron a Nivel 2 20 120 80 0.3 50
la mezcla sucesivamente 4 mL de solupllon de Nivel 3 25 150 90 04 80
NaOH 0,4 mol/L para detener la reaccion. La
mezcla se filtré y posteriormente se determiné Nivel 4 30 180 10. 0.5 100
la concentracion de maltosa en el filtrado. Una - 0 -
unidad de actividad de a—amilasa se define a- Pprcentaje expresado SObre pESO de plel en

remojo.

como la cantidad de enzima que libera 1 g de
maltosa por minuto a 25°C.16

2.5 Optimizaciéon de la cantidad de a-

2.3 Muestreo para las pruebas de depilado

La piel de ternera en remojo se sometié a un
proceso de lavado y se dividi6 en 8 trozos
numerados segun se indica en la Figura 1 para
los ensayos de pelambre. Cada grupo de
muestras incluye cuatro piezas de piel en
remojo tomadas del cuello, de la espalda, de la
falda y de la culata, respectivamente.
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amilasa

El pelambre se llevd a cabo en la solucion de
X% de a-amilasa (X representa la cantidad de
a-amilasa, que corresponde a 0, 0.05, 0.10,
0.15, y 0.20); 0.3% de proteasa y 50% de agua
a 25 °C y pH=7. Después del pelambre, se
analizaron las concentraciones de Hyp en los
efluentes de pelambre.
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2.6 Comparacion del depilado enzimatico
con un pelambre convencional

Una piel en remojo se dividid por el espinazo
en dos hojas. Una hoja se sometié al proceso
de pelambre o depilado utilizando la mezcla de
proteasa y a-amilasa para el experimento, y la
otra hoja se someti6 a un proceso de pelambre
convencional con sulfuro de sodio y cal para el
control. Los procesos experimentales y de
control del pelambre y calero se muestran en la
Tabla Il y en la Tabla Ill, respectivamente.
Después del calero, las pieles son
desencaladas, rendidas, piqueladas y curtidas
al cromo segun los procesos convencionales.
Las pieles encaladas fueron liofilizadas y se
observé la flor de la piel por microscopia
electronica de barrido (SEM, JSM-5900LV,
JEOL LTD., Japdn). Después de la curticion al
cromo, se determind la temperatura de
contraccién (Ts) de la piel wet-blue mediante
el uso de un instrumento de registro de
temperatura de contraccion. A continuacion,
los trozos de cuero curtido al cromo se dejaron
apilados durante 24 h y se analiz6 su contenido
en cromo.

Tabla Il Procesos experimentales de pelambre

y calero

Proceso Oferta de reactivo Tiempo

Pelambre  50% agua, 0.3% proteasa, 0.1% 120 min
a-amilasa

Lavado 20min

Calero 6% cal, 250% agua 30min

Rodar automatico noche (5min/h), durante 10 horas.
Siguiente dia rodar 30 min.

Tabla 111 Procesos de control de pelambre y
calero

Proceso Oferta de reactivo Tiempo
Pelambre y 100% agua, 1% NaHS Run 20 r_nm/
calero stop 40 min
Run 20 min/
0,
1% NayS stop 40 min
Run 20 min/
0,
1% cal stop 20 min
0.5% NajS, 05% cal ~ <un 20 min/
stop 40 min
0.5% Na,S, 05% cal, Run 20 min/
0.5% agente humectante  stop 40 min
6% cal 10min
300% agua 10min

Rodar automatico noche (5min/h), durante 8 horas.
Siguiente dia rodar 30 min.

2.7 Métodos de estimacion

2.7.1 Determinacién de la concentracién de
Hyp

Los bafios de pelambre se filtraron mediante el
uso de tela de filtro de malla 100, y la

81

Vol:64 N3 2013

concentracion en Hyp se determind por el
método descrito en la literatura."’

2.7.2 Determinacion del grado de eliminacion
del pelo

El grado de eliminacion del pelo se controlo y
se valord en funcién de la zona sin pelo de la
superficie total de las pieles en tripa.

2.7.3 Determinacion del contenido en cromo
Se afadieron 2,0 g de piel curtida al cromo en
100 ml de solucién de HCI de 2 mol/L, y se
mantuvieron en agitacion constante a 130 rpm
durante 4 horas.®® A continuacion, la mezcla se
filtrd y se determind la concentracion de cromo
en el filtrado mediante el uso de un equipo de
Espectroscopia de Emision Atémica por
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES,
Optima 2100DV, Perkin Elmer, EE.UU.). La
humedad del cuero curtido al cromo se analizo
inicialmente y el contenido en cromo se
calcul6 de la siguiente forma:

Contenido en cromo = Cr,05 peso en la piel al
cromo x100%

Peso
seco de piel al cromo

3. Resultados y discusion

3.1 Optimizacién del proceso de pelambre
con el uso de proteasa

La actividad de la enzima tiene un efecto
importante sobre la eficacia de pelambre
enzimético. Por lo tanto, en este estudio se
investiga por primera vez el efecto del pH y de
la temperatura sobre la actividad de la
proteasa. Tal y como se muestra en la Figura 2,
la actividad de la proteasa fue relativamente
inferior a pH neutro y se increment6 con el
aumento de pH. Los dafios en el colageno de la
piel aumentaran significativamente si la
temperatura es superior a 40°C durante el
proceso de depilado, por lo que el rango de
temperatura empleada en este estudio es de
25°C a 40°C. Se determiné que el aumento de
la temperatura tiene un efecto positivo sobre la
actividad de la proteasa, hecho que puede
atribuirse a que el aumento de la temperatura
aumenta la velocidad de colision entre la
proteasa y el substrato."

El grado de eliminacién del pelo de la piel es
un parametro clave para evaluar la eficacia de
depilado, porque el pelo restante en la
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superficie de las pieles tiene un efecto negativo
sobre la calidad del cuero. Los efectos de las
condiciones de pelambre, tales como la
temperatura, el tiempo, el pH inicial del bafio
pelambre, la cantidad de proteasa y la cantidad
de agua sobre el grado de eliminacién del pelo
se muestran en la Figura 3. De acuerdo con el
experimento ortogonal, los efectos de las
condiciones de pelambre se clasificaron de la
siguiente forma: temperatura> tiempo> pH>
cantidad de proteasa = cantidad de agua. Las
condiciones éptimas para el pelambre
mediante el uso de la proteasa fueron de 0,3%
de proteasa y 50% de agua a 25 °C y pH=10
durante 150 min. Sin embargo, se observé que
el pelambre en bombo usando sélo la proteasa
bajo las condiciones dptimas de trabajo no

podia eliminar el pelo completamente,
especialmente el repelo.
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Figura 2 Efecto del pH y de la temperatura en
la actividad de la proteasa

100 (b)
? ] [ ]
S /
= 90 u
[
>
g /
& 804
=
£ 704
-
(=]
=
§ 60
x
i
501 T T T
90 120 . 150 180
Time (min)

Figura 3 Efectos de (a) temperatura,
(b) tiempo, (c) pH, (d) cantidad de
proteasa y (e) cantidad de agua en el
grado de eliminacién del pelo
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3.2 Optimizacion del pelambre utilizando la
mezcla de proteasa y a-amilasa

El efecto del pH sobre la actividad de la a-
amilasa se presenta en la Figura 4. La actividad
se inhibe significativamente cuando el pH es
superior a 8,0. Asi, las pieles de ternera se
depilaron con una solucion al 0,3% de
proteasa, una cierta dosis de a-amilasa y 50%
de agua a pH=7 y 25 °C para lograr un mayor
grado de eliminacion del pelo. Se observé que
el pelo se habian eliminado completamente en
bombo en tan solo 2 h, cuando la dosis de o-
amilasa fue del 0,1% o superior. Los resultados
sugieren que la mezcla de proteasa y a-amilasa
tiene una accion sinérgica, obviamente, para la
eliminacion del pelo, especialmente el repelo,
y por lo tanto, podria superar con eficacia las
deficiencias del pelambre s6lo con proteasa.
Este fendmeno se explica porque la a-amilasa
puede beneficiar la division de los
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proteoglicanos en la piel, lo cual es beneficioso
para la accion de la proteasa sobre la piel.** ™
Tal y como se muestra en la Figura 5, la
concentraciéon de Hyp en los bafios de
pelambre no presenta cambios con el aumento
de la cantidad de a-amilasa. Por lo tanto,
considerando el coste del reactivo, la dosis
optima de o-amilasa es de 0,1%. Otros
experimentos indican que las condiciones
Optimas de depilado se presentan mediante la
mezcla de 0,3% de proteasa y 0,1% a-amilasa,
50% de agua y el pH 7 a 25°C durante 2 h.
Estas condiciones de pelambre son aceptables,
ya que el pH inicial del bafio pelambre es
neutro y respetuoso con el medio ambiente, y
la temperatura es inferior a la de otros procesos
de pelambre enzimatico. Ademas, el depilado
en bombo durante 2 h ahorra mucho tiempo y
mano de obra en comparacion con el depilado
enzimatico.'* %
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Figura 4 Efecto del pH en la actividad de la a-
amilasa
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Figura 5 Concentracién de Hyp en los bafios
de depilado

3.3 Comparacién del control con el depilado
experimental

Tal y como se muestra en las fotos SEM
(Figuras 6a y 6b), los poros del pelo tanto del
control como de las pieles en tripa eran
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visibles y claros, hecho que indica que el
pelambre con proteasa y a-amilasa no dafa el
grano de flor de la piel. El contenido en cromo
y la Ts de los cueros curtidos al cromo
utilizando los procesos experimentales de
pelambre y de control se muestran en la Tabla
IV. El contenido en cromo y la Ts del cuero
curtido al cromo fueron superiores a los del
control, lo que significa que el pelambre con
proteasa y a-amilasa beneficia la absorcion de
cromo. Esto indica que el pelambre con la
mezcla de proteasa y a-amilasa puede mejorar
el grado de apertura de las fibras, mejorando la
absorcion del cromo.?

(6)

Figura 6 Observacion de la cara flor de las
pieles depiladas mediante SEM con un
aumento de 50: (a) experimento y (b) control

4. Conclusiones

La Alfa-amilasa es eficaz ayudando a la
proteasa en la eliminacion total del pelop
debido a su reaccidn hidrolitica sobre los
proteoglicanos. La mezcla de proteasa y a-
amilasa muestra una gran capacidad para el
depilado en bombo de la piel de ternera. La
combinacion de proteasa y a-amilasa puede
reemplazar el método convencional de cal y
sulfuro de sodio en el proceso de depilado.
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Tabla IV Contenido en cromo y Ts de la piel
curtida al cromo del control y de los procesos
experimentales de depilado

Contenido
Muestras enCr,0;  Ts(°C)
(%)
Experimentales 2.68 112
Control 2.35 105
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