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Resumen

En un proceso de depilado conservador del
pelo, se puede recuperar hasta el 10% en peso
de la piel bovina salada como “residuo pelo”.
Una cepa del hongo Trichophyton ajelloi fue
aislada a partir de muestras de suelo local
usando la “Técnica del anzuelo de
Vanbreuseghem”. Esta cepa fue capaz de
crecer en un medio mineral liquido adicionado
con 10 g/l de glucosa y 5 mM de éacido
tioglicolico, usando “residuo pelo” como tnica
fuente de C y N. Luego de la optimizacion de
diferentes variables de cultivo fue posible
obtener un extracto crudo de maximo
rendimiento en  actividad  proteolitica,
especialmente  queratinolitica 'y en la
produccién de iones amonio y sulfhidrilos.
Cuando el extracto crudo fue aplicado en el
proceso de ribera (etapas de remojo, depilado y
purga) en condiciones Optimas de reaccién
junto con tensioactivos y biocida a escala
laboratorio, se observaron cambios a nivel
histolégico y efecto depilante por medio de
microscopia Optica.

Es posible sugerir que este extracto puede ser
un sub-producto de utilidad en tecnologia del
cuero.

Keywords: hongo Trichophyton, piel bovina,
residuo pelo.

1. Introduccién

La industria del cuero produce residuos
potencialmente peligrosos. La generacion de
estos residuos dependen, en la etapa ribera, del
proceso de depilado utilizado, principalmente.
Para disminuir la contaminacién se han
desarrollado diversos sistemas de depilado,
entre ellos el enzimatico. La sustitucion del
proceso convencional a base de sulfuro de
sodio y cal por el depilado asistido con
enzimas puede reducir la polucién y el costo
del tratamiento de los efluentes (Galarza et
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al.2012; Crispim et al. 2003; Schraeder et al.
1996).

La actividad de la enzima debe estar dirigida
hacia la epidermis, foliculos pilosos y lamina
basal. Esta protedlisis debe ser controlada para
evitar dafios sobre el colageno, principal
proteina relacionada con la calidad del cuero
(Cantera 2001; Cantera et al. 2004; Garro et al.
2008). Las posibilidades de la utilizacion
comercial de las enzimas en la industria del
cuero posee un importante impacto econémico
y ambiental (Riffel et al. 2003).

Las queratinasas, enzimas capaces de actuar
como agentes depilantes proteoliticos y de
degradar la queratina, han sido purificadas,
caracterizadas y aisladas a partir de pancreas y
de diferentes microorganismos tales como
hongos, actinomycetes y bacterias.

Dentro de los hongos, algunos pertenecientes
al Fungi imperfecti y a géneros de
Dermatofitos (Kunert 2000; Simpanya 2000)
han sido reportados como productores de
enzimas queratinoliticas (Friedrich et al 1999).
Estas enzimas extracelulares son capaces de
degradar diversas proteinas presentes en la piel
vacuna: queratinas, albiminas, globulinas
(Lollar 1956) y proteoglicanes (Cantera 2001).
El proceso de degradacion de la queratina en
los Dermatophytos implica dos mecanismos
complementarios: la sulfitolisis y la hidrélisis
de los enlaces peptidicos intracatenarios. En el
primer mecanismo, la ruptura de los puentes
disulfuro de la queratina produce ion sulfito
gue a su vez vuelve a actuar sobre el mismo
tipo de enlace para generar ésteres
tiosulfuricos (S-sulfocisteina principalmente) y
tioles (Ruffin et al. 1976). En el segundo
mecanismo tendria lugar la protedlisis de la
proteina.

Durante el proceso de depilado conservador
del pelo, se puede recuperar hasta un 10% del
peso de la piel bovina salada como “residuo
pelo”.
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En el presente trabajo, este residuo fue
utilizado como fuente de C y N para el
crecimiento del hongo Trichophyton ajelloi.
Esta cepa fue aislada en muestras de suelo
local con la “Técnica del anzuelo de
Vanbreuseghem" (Galarza et al. 2004). El pool
enzimatico obtenido fue aplicado en distintas
etapas del proceso de ribera a escala
laboratorio, principalmente como agente
depilante. Los cambios a nivel histologico
fueron analizados con microscopia Optica.

Materiales y Métodos
Condiciones del cultivo

El in6culo fue preparado a partir de un cultivo
de Trichophyton ajelloi de 7 dias en Agar
Sabouraud en Erlenmeyers de 250 ml cuyas
conidias (esporas fungicas) fueron
resuspendidas en agitacion mediante el
agregado de 10 ml de agua destilada
adicionada con Tween 80. Los cultivos
sumergidos se realizaron en Erlenmeyers de
500 ml usando 200 ml de medio mineral
minimo (MMM) (buffer NaH2PO4- K2HPO4
pH 7, cloranfenicol 0,5 g/l y cantidades trazas
de CI3Fe, Cl2Zn and CI2Ca) con 1% (p/v) de
“residuo pelo” proveniente de un proceso de
depilado conservador del pelo lavado, molido
y autoclavado a 121°C, 15 min (Galarza et al.
2007). EI MMM fue adicionado con é&cido
tioglicolico en una concentracion final de
5mM vy posteriormente inoculado con 10 ml de
suspension de conidias cuyo conteo de viables
fue de 105 ufc/ml en promedio. ElI medio
inoculado fue incubado en estufa a 28°C, 200
rpm durante 28 dias. El extracto crudo (EC)
fue separado por centrifugacion a 5°C a 3000 g
durante 15 min. EIl sobrenadante fue filtrado a
través de filtro de nitrocelulosa de 0,45 um en
bafio de hielo y guardado a -20°C hasta el
posterior andlisis de los parametros en estudio.

Determinacion de parametros
Condiciones de ensayo

Se determinaron la actividad enzimética, la
concentracion proteica y el pH en el EC inicial
y en los bafios de proceso de cada etapa donde
fue utilizado  (actividad remanente). Se
evaluaron previamente las condiciones Optimas
de actividad del pool enziméatico al aplicarlo
junto al biocida, distintos tensioactivos y Ca+2
(Matikeviciené et al. 2011). Para evaluar la
estabilidad de la enzima a la incubacion en
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presencia de tensioactivos y biocida, se midio
la actividad queratinolitica residual luego de la
incubacion durante 4 h 30 min a 37°C.

Se aplico el EC a trozos de piel bovina en las
siguientes etapas del &rea ribera: remojo,
depilado, desencalado y purga.

Los controles se realizaron con trozos de piel
sin ningdn tratamiento, y otros sometidos al
proceso convencional con sulfuro de sodio y
cal.

Ensayos previos

La activacion o inactivacion que los distintos
componentes adicionados a los procesos
ejercen sobre las enzimas queratinoliticas
fueron determinadas mediante las siguientes
relaciones finales (Cantera et al. 2003):

A. biocida/enzima (p/p) : 100/1

B. Ca+2/enzima: 1 mg/ml EC

C. biocida/enzima(p/p): 100/1;
Cat+2/ml EC

Img de

Condiciones iniciales del EC: 1,32 Uk/ml; 0,42
Uazo/ml, 0,136 mg/ml de prot.

Ca +2 como Ca(OH)2: 1 mg/ml en buffer Tris-
HCI 0,1M pH 9.

Biocida: TCMTB  27%, 10%  N,N-
Dimetilamino (penetrante/emulsificante), 63%
cresol (FUBA chem).

Determinacion de la concentracién proteica y
actividades enzimaticas

La concentracion proteica fue determinada por
el método de Bradford (Bradford 1976).

Determinacion de la actividad proteolitica y
queratinolitica

La actividad azocaseinolitica fue determinada
usando el sustrato azocaseina (sulphamide
azocasein, Sigma Chem.Co., St. Louis, MO).
La mezcla de reaccion que contenia 100 pl de
extracto crudo y 250 pl de 1% (w/v) del
sustrato en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 9, se
incub6 a 37°C, 30 min y la reaccién se detuvo
por el agregado de 1 ml de TCA (&cido
tricloroacético) 10% (p/v) 'y posterior
centrifugacién a 3000xg, 15 min. Luego a 0,9
ml del sobrenadante se le agregd 1 ml de
OHNa, se agitd y se midié a 440 nm (por
triplicado). Para el blanco se realiz6 el mismo
procedimiento pero se inactivo la enzima por
calentamiento a 100°C por 5 min (Liggieri et
al. 2004).
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La unidad de actividad enzimética (Uazoc) se
definié como la cantidad de enzima que bajo
las condiciones de reaccion produce un
incremento de 0,1 Abs 440 nm por minuto.

La actividad queratinolitica fue determinada
usando “residuo pelo” como  sustrato,
previamente lavado con tensioactivos, secado a
45°C, molido, tamizado por tamiz de malla
850um (USA Standard ASTM E 11-61) y
autoclavado a 121°C por 15 min.

La mezcla de reaccion que contenia 150 ul de
EC y sustrato al 1%(p/v) en buffer Tris-HCI
0,1 M pH 9 (Yamamura et al. 2002), se incub6
a 37°C en agitacion (100 rpm) por 1 h y luego
se detuvo por la adicion de 1 ml de TCA 10%
(p/v) y posterior centrifugacion a 5000xg, 15
min. El sobrenadante fue medido a 280 nm.
Para el blanco de actividad enzimatca, se
inactivo el EC mediante el agregado de 1 ml
de TCA 10% (p/v) al comienzo de la
incubacion.

La actividad keratinolitica (Uk) se definio
como la cantidad de enzima que, bajo las
condiciones de reaccion causa un incremento
de 0,01 Abs280 nm por min.

Procedimiento experimental utilizando
la piel vacuna

Se utilizaron piezas de piel bovina en fresco de
3cm x 2,7 cmy aproximadamente 3 g de peso.
Se coloc6 cada trozo en sendos vasos de
precipitado con 30 ml de medio liquido de
acuerdo a los siguientes tratamientos:

1) Etapa de remojo:

Tratamiento 1 (T1): enzima (EC) (proveniente
de un liofilizado disuelto en buffer Tris-HCI
0,1 M, pH9), isogras AN 0,1%: R1.
Tratamiento 2 (T2): sin enzima, en las mismas
condiciones que en 1: R2.

Tratamiento 3 (T3): enzima (EC) (disuelta en
las mismas condiciones), isogras AN 0,1%,
biocida FUBAC al 0,2% de piel himeda: R3.
Tratamiento 4 (T4): sin enzima, en las mismas
condiciones que en 3: R4.

Tratamientos 5 y 6 (T5 y T6): sin enzima,
buffer Tris-HCI 0,1 M pH 9, biocida FUBAC
al 0,2% de piel hiumeda: R5 y R6.

Duracion y condiciones del remojo: agitacion a
40 rpm en bafio termostaticoa 37°C durante 4
h.

I1) Etapa de depilado:
Se agreg0 tensioactivo Baymol al 0,5% final a
los tratamientos: T1 (D1), T2 (D2), T3 (D3) y
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T4 (D4). Previamente se habia determinado
gue el agregado de este tensioactivo
incrementaba la actividad azocaseinolitica en
un 117% y la actividad queratinolitica en un
331%.

A los tratamientos 5(D5) y 6 (D6)
(procedimiento convencional) se les agrego6 cal
al 3% (p/p), sulfhidrato de sodio 1% (p/p) y 30
min mas tarde sulfuro de sodio 2%(p/p). Los
porcentajes se refirieron al % de peso de piel
himeda.

Duracion y condiciones del depilado: agitacion
a 40 rpm en bafio termostatico a 37°C durante
un intervalo de entre 24 hy 48 h.

I11) Etapa de desencalado: sdlo se realizé en
los tratamientos 5 y 6. Para remover la cal
residual de la piel, se disminuyé el pH para la
subsecuente accion enzimatica, reduciendo el
hinchamiento de la piel. Se agreg6 sulfato de
amonio al 2% (p/p) y metabisulfito de sodio al
1% (p/p). Los porcentajes

se refirieron al % de peso de piel himeda.
Duracion y condiciones del depilado: agitacién
a 40 rpm en bafio termostatico a 37°C durante
un intervalo de entre 60-120 min. El control
del pH se realizé en el bafio de proceso con un
pHmetro y en el interior de la piel con
fenolftaleina.

IV) Etapa de purga: para remover los
remanentes del proceso de depilado no
deseados de la piel (epidermis, raices de los
pelos, glandulas, lipidos) se procedi6 a agregar
el EC s6lo en T5 (P5). En T6 (P6) el trozo de
piel fue lavado e inmerso en Buffer Tris-HCI
0,1 M pH 9.

Duracion y condiciones de la purga: agitacién
a 40 rpm en bafio termostatico a 37°C durante
40 min.

Técnicas histoldgicas

De cada etapa se cortaron trozos de piel que se
fijaron en formol al 10%. Las muestras se
deshidrataron en alcoholes 100, 96 y 70%,
luego se aclararon en dos cambios de xilenos
y se embebieron en parafina. Los bloques de
parafina se cortaron en secciones de
aproximadamente 6 um de espesor y se
montaron en portaobjetos  limpios. A
continuacion se desparafinaron en xileno y se
rehidrataron por pasajes en alcohol 100, 96,
70% y agua destilada. Luego se tifieron con
hematoxilina eosina (Prophet et al.1992) y se
observaron en microscopio Olympus CHBS.
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Resultados y discusion

En los ensayos previos de
activacion/inactivacion se observé activacion
en A (30 veces) y en C (17 veces) luego de la
incubacion de la enzima con biocida y con
biocida y Ca+2 (respectivamente) durante 4 h
30 min a 37°C en agitacion (100 rpm).

Ensayos en los bafios de proceso
(actividad remanente)

D: proceso de depilado
P: proceso de purga
SN: sobrenadante

En D2 y D4 se observo cierta hidrdlisis de
material queratinico; por lo tanto a A 280 nm,
donde absorben aminoécidos y polipéptidos, la
absorbancia se incrementd aunque la enzima
no estuviera presente.

Cuando se llevd a cabo el depilado
convencional (D5, DG6), se produjo una
maxima destruccion del pelo mientras que en
P5 continu6 la disolucion de proteina
proveniente de la dermis, epidermis y pelo por
lo que los valores de absorbancia fueron altos.
Dentro de los tratamientos donde se utilizo la
enzima, solamente se extendid hasta el proceso
de purga el del T3 (P3) ya que en los otros (T1,
T2, T4) el depilado no fue evidente.

Observaciones microscopicas

Mediante las técnicas histoldgicas se
observaron cambios a nivel de la dermis-
epidermis y anexos, en la piel sometida a
distintos tratamientos.

El control sin tratamiento mostré que la piel
conservaba intacta la dermis y la estructura de
la epidermis. Las fibras de colageno
presentaron una distribucion normal y los
estratos epidérmicos no presentaron cambios

Act. querat. y conc, proteicadel SN de cada etapa
u 8
-% 7
£6
55
Eu Mact.querat.
E 3 - mconc. proteica
o
E2 -
z1 -
Yo
D.1 D2 D3 D4 D5 D6 P3 PS5 P6
etapa
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visibles con las tinciones empleadas. Las
vainas  del foliculo piloso se observaron
claramente (Figuras la-2a).

En las muestras después de 48 h de tratamiento
con enzima, biocida y tensioactivo (T3, D3 ),
se observaron cambios: las fibras de coldgeno
desorganizadas y los estratos de la epidermis
no resultaron visibles (Figuras 1b-2b). .

La combinacién de tensioactivos con enzima
después de 48h (T1, D1) produjo la pérdida de
distribucién tipica del colageno, pérdida de las

vainas foliculares y separacion dermis
epidermis (Figura 3b).
Diversos tensioactivos son capaces de

combinarse con proteinas fibrosas y gobulares
como es el caso del SDS (dodecilsulfato de
sodio) que cuando se aplica en solucion
produce desorganizacion de la estructura del
coladgeno (Cantera et al. 2004). En las pieles
tratadas 48h con tensioactivo (T2, D2) los
haces de colageno de la dermis superficial
presentan una distribucion extremadamente
cerrada vy compacta (Figura 3a)
(Sivasubramanian et al. 2008).

Figura 1. Hematoxilina.

b. Encima-tensioactivo-biocida
48 h tratamiento (10 x)

(E: epidermis D: dermis)



(10 x)

Enzima-tensioactivo-biocida
48 h tratamiento (10 x)

Figure 3. Hematoxylin Eosin
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Tratamiento

Microscopia
Optica

la Control sin
tratamiento

Colégeno con
distribucién
caracteristica.
Estratos
epidérmicos
visibles. Vainas
epiteliales del
foliculo sin
cambios.

1b Enzima-
biocida-
tensioactivo
(48 hs)

Fibras de
colageno
desorganizado,
estratos

de epidermis
sin morfologia
caracteristica

2a Control sin
tratamiento

Corte de foliculo
piloso con
vainas
epiteliales sin
modificaciones.

2b Enzima- Foliculo piloso
biocida- con vainas
tensioactivo epiteliales sin
(48 hs) morfologia
tipica.
3a Tensioactivo Haces de
(48 hs) colageno
compactos
3b Enzima- Vainas
Tensioactivo tensioactivo foliculares y
48 h tratamiento (4x) (48 hs) colageno
| Tensioact _ desorganizados.
o s Separacion
dermis
epidermis

Conclusiones

Los tratamientos

donde se aplicaron las
enzimas combinadas con tensioactivo y
biocida, enzimas con tensioactivo, como asi
también con tensioactivo so6lo, generaron
alteraciones a nivel del col&geno, foliculo y
epidermis. Los cambios fueron mas evidentes
en los tratamientos en que se agregaron
enzimas. El tiempo de contacto entre las
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sustancias y la piel es un factor que podria
influir sobre los cambios que se generaron y
por lo tanto debe tenerse en cuenta para futuros
experimentos.

Las condiciones Optimas y en que etapa del
proceso utilizar el extracto enzimatico flngico
deberan ser analizadas para poder aplicarlo
como subproducto en la tecnologia del cuero.
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