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1 Introduccion

Los mercados asignan a la calidad de Jos productos una importancia cada vez més creciente. Por ello las
empresas se ven en la necesidad de mejorar la competitividad para conseguir mercados més exigentes.

El sector textil uruguayo y en general toda la industria, tiene dificultades para alcanzar los mejores
estandares de calidad requeridos por los mercados internacionales, asi como para la adquisicién de tecnologia y
equipamiento que permita competir con mayores posibilidades. Para algunos de estos problemas, sin embargo,
existe capacidad local para generar soluciones especificas y apropiadas a nuestra realidad. Vista esta situacion el
Departamento de Bioingenieria de la Facultad de Ingenieria y el Sector Textiles del LATU se abocaron al desarrello
de una tecnelogia limpia nacional capaz de solucionar algunos de los problemas antes mencionados, con la
obtencion de un producto de lana diferenciado.

En este caso se esta trabajando con productos y procesos nuevos, que efectivamente consigan mejorar la
calidad de los articulos que la industria textil lanera uruguaya hoy ofrece al mundo y posibiliten obtener nuevos
mercados, hasta ahora inaccesibles, asi como productos y procesos que petmitan optimizar las operaciones
industriales y reducir costos e insumos,

Se estd en condiciones de desarrollar biotecnologias que, con estas caracteristicas, sean soluciones reales a
problemas concretos: permitan tinturas a menor temperatura y por ende menos roturas en la hilanderia, disminuyan
la afieltrabilidad, aumenten ¢l rendimiento tintoreo, ete.

En este trabajo se estd desarrollando la produceion de un extracto enzimético obtenido a partir de desechos
agroindustriales, adecuado para su uso a nivel comercial. La aplicacién de este extracto a telas o tejidos de lana
sustituye procesos contaminantes como el clorado, o tratamiento con permanganato de potasio. Los procesos
anteriores realizan un ataque muy agresivo a la lana, mucho més que ¢l enzimatico, siendo muy riesgosos desde el
punto de vista de la mano de obra que controla los mismos. Se evitan también los altos niveles de contaminacién
producidos en los efluentes cuando se aplican los métodos antes mencionados.

El desafio del desarrollo de una tecnologia limpia para la industria textil, fue acompafiado por una empresa
de gran importancia a nivel nacional como lo es HISUD S.A. Su contribucion primordial al presente trabajo serd en
la etapa de experimentacion a escala piloto e industrial.

1.1 Propiedades de los tejidos de lana tratados enzimaticamente

Con el uso de enzimas keratinasicas, se cbtienen resultados de similares caracteristicas al de los sisternas
de oxidacion (clorado, permanganato de potasio, peroxido de hidrégeno, etc.) para la obtencion de productos
inencogibles y de mayor rendimiento tintéreo ** @ @, La gran diferencia entre el proceso enzimatico v los clasicos
radica en la forma de accion de ambos procesos. El extracto keratindsico produce la ruptura de los enlaces disulfuro
de la fibra en forma especitica, por lo que el dafio a la lana se disminuye y a su vez, el proceso baja el grado de
contaminacion de los efluentes.

1.1.1 Encogimiento al lavado

Un tejido de punto o una tela plana de lana puede presentar dos tipos de encogimiento durante el lavado:
¢ cncogimiento por relajamiento
e encogimiento por afieltramiento

El primero es el encogimiento resultante de la distension de los esfuerzos impuestos en la fabricacion de la
estructura. Diche encogimiento no es progresivo ¥ no es exclusivo de los tejidos de lana.

El encogimiento por afieltramiento es progresivo, El afieltramiento es restringido a la fibra de lana v a
aquellas fibras de caracteristicas similares, se produce cuando los productos de lana son agitados en medios
acuosos. El fendmeno esté relacionado con el hecho que estas fibras son muy eldsticas en estado hiimedo y exhiben




un efecto de friccion direccional, cuya causa es que el coeficiente de friccion de la lana es mayor en la punta
disminuyendo hacia la raiz. En consecuencia durante la agitacién, las fibras de lana tienden a moverse s6lo en el
sentido de la raiz, lo que produce un enredamiento debido al efecto dentado de 13 fibra.

El mayor problema en la produccién de lana lavable es eliminar el encogimiento por afieltramiento. Como
se sabe, el proceso de clorado se usa actualmente con ese fin. Se han desarrollado diferentes tecnologias para
sustituirlo, por ser un proceso de dificil control.

1.1.2 Rendimiento tintéreo y solidez al lavado

El tratamiento enzimatico de la lana permite aumentar el rendimiento de tintura. Esto significa un ahotro
para la empresa en el gasto de colorantes, ya que estos son los gastos de mayor incidencia en el costo de materia
prima en las tintorerias de lana. Ademas al trabajar a menores concentraciones de colorante, se disminuye la carga
de sustancia coloreada en las aguas de lavado. De esta forma también es posible abaratar el costo de las plantas de
tratamientos de efluentes de las tintorerfas industriales .

El producto final del tratamiento con enzimas, es un producto diferenciado, por lo que puede
comercializarse a un mayor precio de venta. Esto significa que es posible el empleo de colorantes mas costosos
como los colorantes reactivos, que confieren en general propiedades de buena solidez al lavado; ésta es otra
propiedad distintiva del articulo.

1.1.3 Tintura a baja temperatura

Con el tratamiento enzimdtico de la lana se logran tinturas a baja temperatura. De esta forma se mejora la
calidad de la lana, por una menor pérdida de las propiedades extensométricas, disminuyendo las roturas en la
hilanderia y en el tisaje. También se logra un menor amarilleamiento de las fibras, siendo esta una caracteristica
relevante en las tinturas de colores claros.

1.2 Detalles del trabajo

Hay que tener en cuenta la interdisciplinariedad del presente trabajo:

*por un lado la generacién a nivel nacional de una industria: la de produccién de enzimas proteoliticas
para lana y por otro,

*la optimizacion en la industria textil nacional de los procesos que emplean esas enzimas y de las etapas

posteriores.

En base a lo anterior se puede dividir el trabajo en cuatro puntos fundamentales, segin la etapa o la
industria a la cual se realice la transferencia de tecnologia:

® desarrollo, puesta a punto y optimizacién de una tecnologia nacional para la produccién de enzimas
para la industria textil. Este punto involucra establecer una industria biotecnolégica nacional, capaz
de generar, en el futuro, fuentes de trabajo para el pais, asi como inversiones.

® desarrollo de técnicas analiticas para evaluacion de la actividad enzimatica del complejo producido,
descritoen 2.4.

¢  para la industria textil nacional: optimizacién del tratamiento de la lana con el producto enzimético.
Estudiar la modificacién necesaria a realizar en las etapas posteriores, ya que debido al empleo de lana
pretratada, los procesos de tintura se ven afectados. La cinética de la tintura se ve modificada pues
disminuye la resistencia a la penetracion del colorante a la fibra y por ende aumenta la afinidad. Este
efecto puede provocar un manchado si no se regulan diferentes pardmetros en el proceso de teftido.

¢ finalmente, contemplar al cliente de la industria textil nacional, es decir al confeccionista que en
muchos casos se puede encontrar en el exterior del pais. Para ello se ha visto la necesidad de asegurar
la calidad de funcionamiento del producto tratado. Esta informacion, que no siempre es suministrada
por el fabricante del producto comercial, es primordial para garantizar el comportamiento posterior de
las prendas.

1.3 Produccién del extracto enzimdtico a partir de desechos agroindustriales

En el marco de la politica implementada por el Departamento de Bioingenieria en los tltimos afios, en
cuanto al desarrollo de tecnologias limpias, se realizé una bisqueda de microorganismos autéctonos capaces de
producir enzimas proteoliticas de aplicacion industrial ™. En el programa de screening de ¢epas antes mencionado,
los microorganismos del género Bacillus fueron especialmente considerados. Esto es debido a que dichos
microorganismos se caracterizan por la produccion de proteasas y amilasas de gran aplicacion a nivel industrial.
Ademas, este género de microorganismos es considerado seguro desde el punto de vista sanitario para su manejo en
gran escala.

Se aislé un total de 130 microorganismos, de los cuales uno presentd caracteristicas destacables en el




tratamiento de la lana ©. El extracto enzimitico keratindsico obtenido a partir de esta cepa produjo la deseada
ruptura de los enlaces disulfuros de la fibra, como ya se menciond,

A partir de la cepa del género Bacillus seleccionada en el programa de screening, se sembraron medios de
cultivo de diferente composicién. Con los extractos enziméticos obtenidos se estudié el desempefio de los mismos
sobre la lana.

La viabilidad economica de estos extractos de origen microbiano, estd directamente vinculada con el costo
del medio de cultivo. Inicialmente, la produccién del extracto enzimatico fite realizada a partir de medios de cultivo
provenientes de laboratorios comerciales (Britania, Difco, Merck, etc.). La utilizacién de estos medios hace que el
proceso de produccién sea econdmicamente no viable a nivel industrial. Con tal motivo se utilizaron desechos y
sub-productos agro-industriales para la formulacién de un medio de cultivo de uso industrial adecuado para la
produccion de proleasas para aplicacién en la industria textil, como una alternativa atractiva desde el punto de vista
econdmico y ecoldgico.

Los sub-productos y desechos agro-industriales son causa de alarma a nivel mundial. En particular los
provenientes de la industria ldctea representan un serio problema de dificil solucién para nuestro pais”. La
utilizacion de suere y permeado licteo ha sido objeto de una intensa investigacion en los Gltimos afios, debido a los
grandes y crecientes volimenes de este sub-producto de la industria lechera. El tratamiento de este tipo de efluentes
es costoso debido a la alta DBOs (mayor a 50 kg/ton). Dada la composicién del mismo (proteinas, lactosa,
vitaminas, minerales, ete.), es muy factible su aplicacion como medio de cultivo. Su uso principal en Uruguay, es
como alimento animal de bajo costo.

Para el presente trabajo se detallan solamente los resultados obtenidos a nivel de matraces para dos de los
medios ensayados. De los resultados desde el punto de vista textil se seleccioné el medio de cultivo a partir del cual
se puede obtener el extracto mas apropiado. Del anélisis de los resultados obtenidos en la produceién del extracto
enzimatico (composicién del medio de cultivo, agitacion, aireacién, pH, temperatura, etc) se definieron los
pardmetro de escalado. Con estos pardmetros se estd realizando el escalado a nivel de fermentador piloto (3 v 10
litros).

1.4 Desarrollo de técnicas analiticas de actividad proteolitica

La industria textil uruguaya que estd usando extractos enzimaticos comerciales carece habitualmente de la
informacién necesaria por parte de los fabricantes de estos productos sobre la forma de medir la actividad
proteolitica de los mismos. Esto implica no poder determinar la actividad del producto en stock ni la actividad de
una nueva partida del producto. Se desarrollaron técnicas analiticas sencillas para la medida de la actividad
proteolitica de productos enziméticos de aplicacién textil. Se tuvo en cuenta que estas téenicas iban luego a ser
aplicadas en la industria, por lo que se traté que fueran lo mds sencillas posibles vy que el equipamiento necesario
fuese el minimo y més elemental, de forma de evitar a la empresa gastos en equipamiento sofisticado, con un uso
muy restringido.

Estas técnicas son también fundamentales para el monitoreo de la actividad proteolitica durante los
procesos fermentativos de obtencion de los extractos enziméticos.

Es decir que este punto es esencial para el control de calidad de la industria biotecnolégica de produccién
de enzimas, pero también para su cliente, la industria textil nacional, que podr4 controlar la partida recibida o su
stock y la dosificacion en el tratamiento de la lana, sin correr riesgos de dafio a la produccion y sin desperdicio del
producto.

1.5 Transferencia a la industria textil

1.5.1 Tratamiento con extracto enzimatico

En este punto del proyecto se estudid la optunizacion del tratamiento con los extractos enzimaticos
producidos. Las variables de importancia fueron: pll, temperatura, tiempo v actividad enzimatica inicial del
tratamiento.

En estudios anteriores se determiné la relacion entre el tiempo de tratamiento y la temperatura . Se
establecid una temperatura optima de trabajo de 60 °C para tiempos de tratamiento de 60 min. Temperaturas
inferiores significaban tiempos de trabajo de 2, 4 o mas horas, los cuales no eran factibles en la industria ”. Estos
estudios se realizaron a nivel de equipo de tintura multiposicion (250 ml).

En el presente trabajo se estudi6 a escala piloto (jigger de 1.0 L), la optimizacion del pH del tratamiento
cen los diferentes complejos enzimaticos. Las respuestas del proceso que se evaluaron fueron: rendimiento tintdreo
(con colorantes reactivos), encogimiento y resistencia a la traccion. Las dos primeras respondian directamente a los
objetivos del trabajo respecto al producto diferenciado que se ofrece. La tercera buscaba demostrar la influencia de
estos tratamientos en la resistencia a la traccién por tira deshilada y evidenciar o no un deterioro de las propiedades
mecanicas de la tela tratada.




Determinando estas variables, es que se estd en condiciones de realizar la transferencia a nivel piloto
mdustrial.
Los resultados y discusion de este tratamiento se muestran en los puntos 3.2,3.3,3.5 v3.6.

1.5.2. Etapas Posteriores

La obtencion de tinturas igualadas de lana es uno de los principales objetivos del tintorero. Se puede
entender en sentido amplio que una tintura estd igualada cuando dos muestras extraidas al azar de diferentes puntos
de la pieza, o de la prenda tiene una diferencia de color en coordenadas Cielab de “trazas”, o lo que el cliente acepte
como limite ®. En las tinturas de lana se puede encontrar dos tipos de “desigualacion™: zonas tefiidas de mayor o
menor intensidad, distribuidas en diferentes partes del tejido, o diferencias en el tono de las fibras que constituyen
los hilados a todo lo largo de la picza (esta forma se denomina “skitteriness™).

La primera forma de desigualacién es debida esencialmente a la maquinaria, o a la distribucién del
material en la misma. La mala distribucién del material, la circulacién no uniforme del bafio a través del sustrato
textil, o una no homogenea distribucion de temperaturas, aumentan las posibilidades de que la tintura resulte
desigualada. Este efecto se ve incrementado si el colorante es de gran afinidad, o st la lana est4 pretratada quimica o
enzimaticamente, como en €l caso en estudio. Para solucionar este problema se debe trabajar con colorantes
seleccionados con buenas propiedades de migraciény emplear cinéticas de tintura més moderadas.

En funcién de lo descripto antes se selecciond el empleo del método eptilan para colorantes reactivos para
lana. Este metodo es de los mds adecuados para la obtencién de tinturas igualadas para lana tratada por el método
tradicional clorado/Hercosett. Por etlo se decidié su empleo en las lanas pretratadas por el método enzimatico. Con
el método epfilan se obtiene buena solidez al lavado y especialmente buena solidez al frote himedo. Este métedo se
basa en controlar la cinética de tintura por medio del control de la temperatura, haciendo que ésta suba lentamente.
Se emplearon los colorantes reactivos  Drimalan F.

1.6 Calidad de funcionamiento del producto tratado

Como se indica en la norma ISO 9000-1 "Normas para ta gestién de la calidad y el aseguramiento de la
calidad”, pueden identificarse cuatro facetas que son clave para la calidad del producto:

*calidad debida a la definicion de las necesidades del producto

*calidad debida al disefio

*calidad debida a la conformidad con el disefio del producto

*calidad detnda a la asistencia al producto

La cuarta faceta es la calidad que resulta de proporcionar asistencia al producto a lo largo de su ciclo de
vida, con el fin de asegurar a los clientes (confeccionistas) y a los otros involucrados (usuarios finales de las
prendas) un producto con las caracteristicas y valores disefiados. En este caso se puede entender que la seguridad de
funcionamiento (es decir confiabilidad, mantenibilidad de las propiedades mecénicas) es asegurar esa cuarta facet
de calidad. '

2 Materiales y Métodos

2.1 Microorganismo
Se trabajo con una cepa autéctona de Bacillus sp. proveniente del programa de screening antes
mencionado, la que fue conservada a4 °C en tubos inclinados de agar nutriente.

2.2 Extractos Enzimaticos

Se emplearon los extractos enzimaticos denominados PK4, PK3 v PC. Los dos primeros extractos
enzimdticos provienen de la fermentacion de los Medios 1 y 2 respectivamente (citados en 2.3), mientras que el
ultimo es el producto comercial enzimético usado como referencia,

2.3 Medios de cultivo

2.3.1 Medio de propagacion (inéculo)
El Medio 2, se prepard en 600 mL de agua de acuerdo a la composicion dada en la Tabla 1. En el caso del
Medio 1, se tomaren 600 mlL de suero de leche proveniente de la fabricacion de queso. En los dos casos el pH se




gjustd a 7.0 con hidréxide de sodio 1 N o con dcido clorhidrico 1 N. Cada Medio se trasvasé a 6 matraces de 1 L
agregando 100 mL a cada matraz. Los matraces correspendientes al Medio 2 se esterilizaron durante 15 min. a
121°C, mientras que los correspondientes al Medio 1 fueron pasteurizados a vapor fluente, 100 °C, durante 30 min.

2.3.2 Desarrollo del indculo ¢ iniciacién

Se sembraron 6 matraces de 1 L conteniendo cada uno 100 ml del correspondiente Medio, a partir de 6
cultivos de Bacillus sp. en agar nutriente inclinado, incubados durante 12 horas. El cultivo del microorganismo se
suspendié agitandolo en una solucién salina estéril (cloruro de sedio 0.89%) en el mismo tubo. Cada matraz se
sembré con 10 mlL, se mezeld y se incubd en un agitador orbital de matraces, New Brunswick R-25/KC, a 37°C,
300 r.p.m. durante 12 horas. Desarrollado el indculo, la concentracion de biomasa fue medida turbidimétricamente
a 650 nm y a partir de ésta, se caleuld el volumen a utilizar para obtener una concentracién inicial de biomasa de 0.2
g/L en el medio de fermentacién. Se centrifugd el indculo en condiciones asépticas a 9500 r.p.m., 4°C durante 15
min. y se suspendié el centrifugado en suero fisiolégico. Finalmente se inoculd cada uno de los medios de
fermentacion.

Tabla 1 Medios de propagaciéon y fermentacién

Medios de Cultivo | Compasicion gL

Medio ] Lactosa contenido en suero 70
de leche

Medio 2 W-pol 24
Extracto de levadura 6

Suero de teche proveniente de la elaboracidn de queso.
W-pol es un desecho proteico proveniente de la industria frigorifica,
con una relacion C/N de 8.65

2.3.3- Medio de fermentacion
De acuerdo a ta composicién dada enla Tabla 1, se inocularon 10 matraces de 2L conteniendo cada uno
200 mL del correspondiente Medio.

2.4 Desarrollo de técnicas de actividad proteolitica
2.4.1 Actividad Coagulante

24.1.1 Fundamento

La caseina es una fosfoproteina que contiene un grupo prostético formado por el ester fosférico de la serina
odela treonina. Hay tres clases bien definidas de caseina: o, Py K.

La a, -caseina es la fraccion méds abundante y a su vez la mds rica en fosforo. Su propiedad mas seiialada
¢s la de ser insoluble en presencia de pequefias cantidades de calcio ionizado (0.03 M) tanto a baja temperatura
(atrededor de 0°C), como a temperaturas medias (20 - 40°C). Debido a este hecho s¢ dice que es sensible al
calcio.

La B-caseina presenta analogias con la anterior aunque no es sensible al calcio mis que por encima de los
20°C. A baja temperatura permanece en solucion en las mismas condiciones en que precipita la o, -caseina.
Igualmente se considera sensible al calcio.

La K-caseina, es una fosfoglicoproteina de cardcter 4cido. Difiere mucho por su compesicién y
propiedades de las otras casefnas. Sus caracteristicas més sobresalientes son:

e gran solubilidad en presencia de calcio, atin a concentraciones relativamente elevadas (0.4 M). Debido a este
hecho se dice que es insensible al calcio y
e poder estabilizante frente al calcio para las otras caseinas, a las que incluye en un complejo soluble.

Contiene una proporcién ¢levada de hidroxiaminodcidos, existiendo una acumulacién de grupos —OH
hidréfilos, lo que indica su gran solubilidad.

Una de las propiedades mds sobresalientes de las o, B, y K-caseinas es la de poderse asociar para formar
polimeros (asoctacion de moléculas idénticas) o complejos (asociacién de moléculas diferentes). En presencia de
caleio i6nico tales complejos se relinen para formar agregados heterogéneos a los que se suele llamar micelas. En
ausencia de K-caseina y en presencia de calcto idnico, no se forman micelas con las otras caseinas, por lo que la K-




caseina actia como coloide protector frente a los otros componentes.

Durante la coagulacion enzimatica de la leche, se distinguen dos fases sucesivas:
* wna fase enzimdtica o primaria, en el curso de la cual la enzima ataca la caseina y solubiliza una pequefia parte
de la misma. Esta accion enzimatica altera la K-caseina, la que perderia sus propiedades protectoras, por lo que el
coloide protector desaparece.
s Jfase de coagulacién o secundaria, en donde reaccionan la mayor parte de las sustancias procedentes de la
reaccion primaria. En esta fase, se forman puentes salinos entre las micelas de caseina sensibles al calcio, debido a
la presencia de iones de este metal. La coagulacién se produce répidamente, no teniendo lugar la misma sin previa
reaccién enzimatica .

2.4.1.2 Técnica

Se empled la téenica de  Arima modificada

Sc utiliza como sustrato una solucién al 10% (p/v) de leche descremada en polvo en CaCl, 0.01 M. Esta
solucion es agitada durante 15 minutos en agitador magnético ¥ luego se filtra a través de algodén. A 5.0 mL de la
solucidn previamente incubada a 35°C durante 30 minutos en bafio de agua, se adiciona S00 uL de una dilucién
adecuada de la enzima. Se tapa con tapén de goma y el tubo de ensayo se rota manualmente en el bafio de agua
hasta visualizar la formacion de pequefios codgulos sobre la pared del tubo. Se mide el tiempo de coagulacion en
segundos.

Se define como 400 U la cantidad de enzima que coagula el sustrato en 60 segundos.

En caso de obtener tiempos de coagulacidn inferiores a 90 segundos es necesario la dilucidn del extracto
enzimatico cuya actividad est4 siendo determinada.

(1

2.4.2 Actividad proteolitica sobre azocaseina

2.4.2.1 Fundamento

El método de medida de la actividad proteolitica con azocaseina es un método espectrofotométrico
aplicable atin en muestras con muy bajos valores de actividad proteolitica 1.

Mientras la coagulacién enzimatica de la leche es consecuencia de una reaccién proteolitica limitada,
donde la caseina constituye el sustrato, en este método el sustrato utilizado es caseina modificada por mitracion
{azocaseina) la cual es hidrolizada por la enzima de la misma forma que la natural. La azocaseina no hidrolizada
durante el proceso de digestion precipita con el agregado de écido tricloroacético (TCA) y se separa de los
productos de hidrolisis por cenirifugacion. Los péptidos no precipitables con TCA se  determinan
espectrofotométricamente luego de la alealinizacién de la solucion (revelado). La nitracién de la caseina le confiere
a ¢sta y a sus productos de hidrolisis un color naranja que posibilita la medida en la regién visible.

2.4.2.2 Técnica

Para cada muestra de enzima a ensayar, colocar 1.25 mL de la solucion de azocaseina en un tubo de ensayo
y dejar un tubo vacio para usar como blanco. Termostatizar durante 5 minutos en bafio de agua a 35°C. Agitar la
muestra de enzima a ensayar en vortex, tomar con micropipeta 250 ul y agregar a uno de los tubos conteniendo
solucion de 4 mg/ml. de azocaseina en Buffer Trizma pH 8. En el momento de la adicién marcar tiempo cero en el
cronometro, mezclar con vortex y mantener en el bafio agitado a 35°C durante 30 minutos (tiempo de digestion).
Pasado un minuto repetir el procedimiento para un tubo vacio (blanco). Proceder de igual forma para cada muestra
de enzima manteniendo un minuto entre cada agregado. Al cumplirse exactamente el tiempo de digestién para cada
tubo se detiene la reaccion agregando 1.25 mL de [a solucién de TCA. Se agita y se vuelve a dejar en el bafio de
agua por media hora mas para favorecer la floculacion. Una vez cumplidos los tiempos, centrifugar todas las
muestras (incluido el blanco) a 27.000 g y 4°C durante 10 minutos. A 1.5 mL de sobrenadante se le agregan 1.5 mL
de solucionde Na,C0O;0.3 M.

La intensidad del color anaranjado obtenido se mide a 440 nm contra el blanco. En caso que la absorbancia
medida no se encuentre en el rango 0.05 a 0.200 deberé realizarse una nueva dilucion del extracto enzimético cuya
actividad est4 siendo determinada.

Se define una unidad de azocaseina como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pg de azocaseina en un
minuto en las condiciones de ensayo %

2.5 Lana
Para los ensayos realizados se utilizo a nivel de top lana Corriedale de 25  peinada la cual es la raza mds
abundante en el Uruguay (71%).
La tela de lana tiene las siguientes caracteristicas:
Hilos de cuerpo 3200; titulo 1/21; tpm 340 S; 100% lana; 23 p




Pasadas en telas 1700; titulo 1/21; tpm 340 S; 100% lana; 23

Orillo titulo 2/36, tpm 500 S (se evit el empleo del orillo en todos los ensayos, dejando una zona de
10 cm de seguridad para cortar las probetas)

Peso/m®: 300 g/m®

Ancho final: 150 em

Dnsefio: sarga 2/1

2.6 Colorantes
Se emplearon colorantes reactivos Drimalan F:
Rojo Brillante Drimalan FB
Azul Brillante Drimalan FB

2,7 Método de tintura
Como ya se indicé el método seleccionado fue  optilan que se detalla a continuacion:
a) temperatura del bafio 40°C
adicidn: 1 g/L. acetato de sodio
X% Drimalan F
1% de Lyogeno N liquido
pH =5 acido acético
b) subir en 40 minutos a 85°C
¢) dejar entre 30 - 60 minutos a 85 °C
RB=1/100

2.8 Determinacion del agotamiento

Se midié el agotamiento final de los baiios de tintura, mediante el empleo de un espectrofotémetro Unicam
UV2, de longitud de onda variable.

2.9 Determinacién de color
Método empleado ITR TEX T023  Sector Textiles (LATU)
Equipe empleado : Elrepho 2000
[luminante  :luzD 65
Observador :10°
Spot : 12Zmm
Blanco T Rx Ry Rz
82.22 8165 7738
Se empled un programa para determinar las diferencias de color en unidades Cielab. En tedos los casos se
caleulo la diferencia de color (AE) con respecto al mismo tefiido sobre un sustrato de lana de iguales caracteristicas
pero sin ningln tratamiento enzimatico.

2.10 Resistencia a la traccién

Meétodo empleado: Protocolo TEX 004 Sector Textiles (LATU) (basado: ASTM D 5035-95)

Probeta obtenida por deshilado

Velocidad de extension: 200 mm / min.

Distancia entre mordazas: 75 mm

Largo de mordazas: 75 mm

Equipe empleado: JJ Lloyd M 5K (T43) de elongacion constante.

Ancho de la probeta: 25 mm

N° de Probetas utilizadas en el sentido de la Trama : 8

N? de Probetas utilizadas en ¢l sentido de la Urdimbre : 5

Condicién de la muestra: acondicionada

El resultado se expresa como la carga al momento de rotura:
sentido del largo (Urdimbre): kg/25mm
sentido del ancho (Trama): kg/25mm

Incertidumbre expandida:




PROBETA Sentido Incertidumbre Expandida

Tira deshilada Urdimbre +2.82kg/25 mm

Trama +2.46 kg/25 mm

2.11 Solidez al lavado
Método empleado: Protocolo TEX 005 Sector Textiles (LATU) (basado en AATCC 61 1996)
Multifibra: N° 10 Testfabric
Se analiza el sangrado sobre:
lana, acrilico, poliéster, nylon, algodon, acetato.
Se realiza la comparacion con Escala de Grises para evaluacién de la transferencia de color
[SO R105/1 Parte 3.
Incertidumbre: un punto para toda la escala, tipo B determinada por  interlaboratorio.
Evaluacion (en plataforma de evaluacion con un dngulo de 45°):
- Clase 5 _ manchado inexistente o despreciable.
- Clase 4 _ valor 4 en la de Grises, el blanco esta ligeramente manchado.
- Clase 3 _ valor 3 en la de Grises, el blanco esta visiblemente manchado.
- Clase 2 _ valor 2 en la de Grises, el blanco esta considerablemente manchado.
- Clase 1 _ valor 1 en la de Grises, el blanco estd muy manchado.

2.12 Encogimiento al lavado en lavarropa
Método Empleado: ITR TEX EO 29 Sector Textiles (LATU): AATCC 135
Equipo empleado ; lavadora automética  Electrolux
Temperatura del lavado : 40° C
Ciclo de lavado : 3 (lavado comin, no ciclo de Iana)
Secado: al aire
Planchado: a vapor

2,13 Identificacion de fibra

Meétodo empleado: Protocolo Tex 406 a Sector Textiles (LATU) (basado en AATCC 20 A -1995)

Equipo empleado: Microscopio de luz polarizada Leitz Laborlux 12 Pol (T13) con equipo fotogrifico
incorporado.

2.14 Tratamiento enzimatico

El tratamiento enzimatico con los diferentes complejos ensayados (PK3, PK4, PC) se realizd en jigger
piloto (John Jeffreys), tratando 8 m de tela en bafio 1.0 L (RB = 1/3). Se trabajéd a 60 °C durante 60 minutos. Cada
complejo enzimatico se ensay a dos niveles de pH: 9.0y 7.7.

Se realizé un tratamiento de lavado posterior, durante 10 minutos a 80 °C.

Se verifico luego de cada fratamiento que la actividad coagulante en el bafio final fuese despreciable.

Los ensayos con PC se realizaron en las condiciones de concentracién indicadas por el proveedor. Los
niveles de actividad coagulante empleados para PK3 y PK4 corresponden a los habitualmente obtenidos a nivel de
matraces y fermentador piloto (3 v 10 L)

3 Resultados y Discusion

3.1 Niveles de actividad proteolitica alcanzados por los extractos producidos
Con el grado de avance alcanzado actualmente en la producién de los extractos enzimaticos a nivel de
matraces y fermentador, los niveles habituales de actividad coagulante logrados fueron:
para PK4 entre 600 y 9500 U/mL
para PK3 entre 3000 v 4500 U/mL

3.2 Resistencia a la traccidn




Se evalud la resistencia a la traccién por tira deshilada para todos los complejos enzimaticos a los dos
niveles de pH ensayados. En las Figuras 1 a 3 se pueden observar los resultados obtenidos.

Se puede observar que ninguno de los tratamientos afecta la resistencia a la traccion, aungue en todos los
©asos s¢ aprecia una disminucion respecto a la tela sin tratar en urdimbre. Esta disminucion de hasta 4.5 kg/25mm
no implica que el tratamiento sea riesgoso ya que la incertidumbre del métodoes ~ +2.82 kg/25 mm.

3.3 Encogimiento al lavado en lavarropa

En las Figuras 4, 5y 6 se pueden ver los resultados obtenidos para los distintos complejos enzimaticos. Se
observa que tedos los tratamientos disminuyen el encogimiento al lavado en lavarropa doméstica en
aproximadamente un 64 %, no encontrandose diferencias entre el producto comercial v los extractos enziméticos
ensayados. Independientemente de la actividad proteolitica de los extractos ensayados (para PK3 entre 480 y 4267
U/mL, para PK4 entre 59y 893 U/mL v para PC entre 0.8% y 6%), el encogimiento obtenido fue similar.

3.4 Solidez al lavado comercial
Los resultados obtenidos tanto para la tintura en color rojo como azul, fueron de transferencia o sangrado 5
0 4-3 en todas las fibras de la multifibra N° 10, para todos los tratamientos.

3.5 Diferencia de color coordenadas Cielab

Se ensayaron dos tefiidos, de color azul (2% Azul Bte. Drimalan FB) y de color rojo (2% Rojo Ble.
Drimalan FB).

Los resultados de la tintura con Azul se nuestran en las Figuras 7, 8 y 9.

Para PK4 y PC al aumentar la actividad proteolitica se observa una mayor diferencia de color (AE). Este
efecto no se evidencia para PK3, ya que la diferencia de color es practicamente constante a todos los niveles de
actividad ensavados.

En los tratamientos con el complejo PK3 no se observa influencia del pH. Las diferencias de color AE
para los ensayos realizados en los cuatro niveles de actividad no son significativas. Con el extracto PK4 se observa
que a pH 9.0y 800 U/ml de actividad coagulante se logra una mejora de AE en 1.5 unidades respecto al tratamiento
apH 7.7. En PC se observa un comportamiento similar a PK3 respecto al pH de tratamiento.

Los resultados obtemdos en la tintura con azul para PK4 y PC son similares, con un  AE de cuatro
unidades. Para PK3, AE fue de tres untdades.

En las Figuras 10, 11 y 12 se muestran los resultados obtenidos para la tintura con Rojo.

Se puede observar que al aumentar la actividad proteolitica de PK3, aumenta la diferencia de color, para
los dos niveles de pH de trabajo. La mayor diferencia de color a pH 7.7 es de 9 unidades, mientras que a pH 9.0, ¢l
mayor AE es de 6.

Para el extracto PK4 a pH 9.0 se evidencia una mejora en las diferencias obtenidas con el aumento de la
actividad en el tratamiento, mientras que a pH 7.7 la diferencia de color obtenida en los tres niveles superiores de
actividad proteolitica ensayados, es practicamente constante. La mayor diferencia de color a pH 7.7 es de 12
unidades, mientras que a pH 9.0, el mayor AE esde [3.

Para PC se puede observar el mismo comportamiento a pH 7.7 v pH 9.0 al aumentar la concentracion de
producto, presentando un maximo de  AE para la concentracion de 1.5%.

En particular, para el estudio de PK4 a pH 9.0, los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 2:

Tabla 2 Diferencias de color para la tintura con rojo usando PK4 a pH 9.0.

AC, UmlL 4L & o AE Observaciones

800 8.8l -933  -2.06 13 muy grande, mis oscuro, méas saturado,
mMAs 10jO

361 6.35 -6.52  -0.98 9 muy grande, mas oscuro, mas saturado,
mas rojo

208 5.49 -7.62  -149 10 muy grande, més oscuro, més saturado,
N4s rojo

78 5.59 -7.37  -1.00 9 muy grande, mas oscuro, méas saturado,
més 1ojo

Se empled un programa para determinar las diferencias de color en unidades Cielab

3.6 Agotamiento de los bafios de tintura




Se observé un mayor agotamiento de los bafios de tintura en los casos de telas tratadas. Estos resultados
se muesiran en la Tabla 3.

Tabla 3 Agotamiento de los bafios de tintura para el tefiido con azul

Absorbancia 620 nm Agotamiento(%)
Sol. madre (*)
2.213
2213
2213
2.273
Sin tratar
0.624 71.8
0.584 73.6
0.740 66.6
0.578 74.6
PK3, pH 7.7
4267 0.368 834
1979 0.661 70.1
1073 0.530 76.1
490 0.446 80.4
PK3, pH 9.0
3822 0.392 82.3
1901 0.565 74.5
1085 0.597 730
480 0.433 81.0
PK4,pH 7.7
893 0311 859
425 0.376 830
200 0.520 76.5
59 0.281 87.6
PK4, pHl 9.0
800 0.674 69.5
361 0.369 833
208 0.506 77.1
78 0.341 85.0
PC, pil 7.7
6.0% 0.459 792
3.0% 0471 787
1.5% 0611 724
0.8% 0.375 835
PC, pH 9.0
6.0% 0.299 86.5
3.0% 0.401 81.9
1.5% 0.540 75.6
0.8% 0.355 84.4

(*) La solucion madre es el bafio de tintura a tiempo cero.

Se observa un compeortamiento similar para la tintura con rojo.

3.7 Calidad de funcionamiento de! producto tratado
Se verificd la calidad de funcionamiento de la tela tratada. Los resultados de resistencia a la traccion en




funcién del tiempo se muestran en la Tabla 4, Se observé que no hay modificacién de la resistencia a la tracei6n ni
con el tiempo ni con la condicion de almacenamiento.

Tabla 4 Estudio en el tiempo de la resistencia a la traccién (kg/25mm) de tela plana
tratada con PC y almacenada en diferentes condicicnes

tiempo (dias)
0 7 14 21 28
trama
Tela sin tratar . 16.7 16.4 16.7 168 16.9
Tela tratada con PC! 154 158 16.2 155 15.4
Tela tratada con PC? 154 15.6 15.6 15.5 15.3
wrdimbre
Tela sin tratar 18.6 18.2 179 18.5 18.3
Tela tratada con PC ! 162 156 16.1 16.3 16.5
Tela tratada con PC* 16.2 16.2 154 158 16.6

PC!: Tratamiento de tela plana cen producto comercial al 3%, calentamiento a 50°C a pH 9.0
durante 60 min, enjuague en frie 10 miu, enjuague en frio con feido formice a pH 3.5 durante 10
min. Se almacend en bolsas de polietileno 2 humedad ambiente.

PC?: Tratamiento idéntico al anterior. Se almacené en camara a 65% de humedad relativa.

3.8 Identificacion de la fibra
En las Figuras 13, 14, 15 y 16 se puede observar distintos niveles de la accién proteolitica, en
particular keratinasica, de los extractos empleados sobre la fibra,




4 Conclusiones

¢ En el estudio de la resistencia a la traccion con el tiempo para lanas tratadas con PC, en las
condiciones descritas en 3.7, se observo un mantenimiento en el comportamiento de la tela de lana.

¢+  Nmnguno de los tratamientos afecta a la resistencia a la traccidn, ya que todos los valores obtenidos
estan comprendidos en la incertidumbre del método.

¢  Se disminuy6 en un 64% el encogimiento para lavados en lavarropas domésticos, en ciclo no
correspondiente a lana,

¢ De la observacion visual de los tops tefiidos se evidencié una mejora de los rendimientos tintéreos
de hasta 30%.

¢ Los agotamientos de los bafios de tintura fueron 15% superiores respecto a los agotamientos
obtenidos para las tinturas de telas sin tratar.

¢ Las solideces al lavado fueron las deseadas: nivel 5, manchado inexistente.

¢ Dec los dos extractos estudiados se puede concluir que el complejo PK4 a pH 9.0 posee un
comportamiento ligeramente supertor:

Las respuestas encogimiento v resistencia a la traccion, para toda la tela tratada con los
complejos enziméticos fueron similares.

Para la tintura en azul las diferencias de color para ¢l extracto enzimético PK4 a pH 9.0 y
800 U/mL fueron ligeramente superiores con respecto a los demas exiractos y condiciones.

Para la tintura con rojo el extracto PK4 en el tratamiento a pH 7.7 y actividad coagulante
mayor o igual a 200 U/l y en particular a pH 9.0 v 800 U/mL, presenté diferencias de color
superiores a los otros extractos v condiciones.

¢ Los extractos enziméticos PK3 y PK4 pueden ser aplicados a nivel industrial como sustitutos del
producto comercial utilizado en este trabajo como referencia y de actual empleo en la industria textil
uruguaya.
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