“Busqueda e identificacidw de microorganismos con actividad
queratinolitica”

A UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

DIVISION DE CIENCIA ANIMAL

DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TESIS
“BUSQUEDA E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
CON ACTIVIDAD QUERATINOLITICA”

POR
JORGE ALEJANDRO SILLER JUAREZ

Presentada como requisito para obtener el titulo de:
INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Buenavista, Saltillo, Coahuila, México

Junio 2012



“Busqueda e identificacién de microorganismos con actividad
queratinolitica”




“Busqueda e identificacidw de microorganismos con actividad
queratinolitica”

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Blisqueda e identificacién de microorganismos con actividad queratinolitica

Presentado por:
Jorge Alejandro Siller Juarez
TESIS

Que se Somete a Consideracién del H. Jurado Examinador Como Requisito

Parcial Para Obtener el Titulo de:
INGENIERO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

El presénte trabajo ha sido dirigido por el siguiente comité:

Director

R b \j &
MC. Maria LilishgFlores Lépez

Asesor Interno

Dra. Dolores Gabriela Martinez

Vazquez
S e
Dr/Ramiro Lépez Trujillo
COORDINADOR D LAP SION DE CIENCIA ANIMAL __
, SEADAUTONO
/ Q& “ANTONIO NARRO* N
Buenavista, Saltillo, Coahuila 3\“ gv,?ﬁ 2
Mayo, 2012 R

¥

COORDINACION DE CIENCIA
ANIMAL




“Busquedo e identificacionw de microorganismoy cow actividads
queratinolitica”

INDICE GENERAL

l. RESUMEN. .. ..o e e e e e e e e e e 1
Il. AB ST RA C T -ttt e e 3
. INTRODUCCION. .. ...ttt it e et et e et et e e e e ens 5
I I Y 1 =T o =T L= 1 1= 5
1.2, JUSHIFICACION. .. .t ettt e e e e et e e e e et e e 6
L B HIPOIESIS . .. et e e e e 7
1.4.0DJEtiVO GENEIAL. .. ... ettt e e e e 7
1.5. ObJetiVOS @SPECITICOS. . .uintt ittt et e e e e e e e 7
. REVISION DE LITERATURA ...t e e, 8
2.1.Residuos agroindUSTIaleS. .. ....o v e 8
2.2.PIUMAS 0B AVE..... ittt e e 9
2.2.1. Composicion de plumas de ave............ocoveiiiiiie i, 10
2.3. Alternativas de aprovechamiento de desecho.............c..covevvi i ien . 12
2.4.Uso potencial de plumas de ave..........coooo i 14
. MATERIALES Y METODOS ... .. iiit i e e e e e, 16
3.1. Caracterizacion fisicoquimica de plumas de ave.............cocevveiiiineinnnnn, 16
3.2. Aislamiento de microorganismos degradadores de queratina................. 19
3.3. Seleccién de microorganismos degradadores de queratina................... 20
3.3.1. Pruebas para seleccién de microorganismos con capacidad
QUETALINOIITICA. .. . e e e e e e e e e 21
3.4. Purificacién e identificacion parcial de microorganismos degradadores de
(0 [U TS = 1] - 22
. RESULTADOS Y DISCUSION.... .. oottt et e, 25
4.1. Caracterizacion fisicoquimica de plumas de ave...............ccooeeveneennnne. 25
4.2. Aislamiento de microorganismos degradadores de queratina................. 27
4.3. Seleccion de microorganismos degradadores de queratina.................... 31
4.3.1. Seleccién de cepas con capacidad queratinolitica........................ 33
4.4. Purificacion e identificacion parcial de microorganismos degradadores de
(o (VL] = 1] o = VPP 34
. CONCLUSIONES. ... .. ottt e e e e e e e e e e e e 42

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ciiiitieiii e e 43



“Busquedo e identificacionw de microorganismoy cow actividads
queratinolitica”

INDICE DE CUADROS

1. Perfil de aminoacidos de la harina de pluma fermentada (HPF) y de la
harina de pluma comercial (HPC).........c.oiiiiii i 11
2. Caracterizacion fisicoquimica de las pluma de ave utilizadas.................. 26
3. Morfologia y descripcién macroscopica de las cepas encontradas en el
aislamiento mMicrobiolOgICO..........iuie i e e 27
4. Seleccion de cepas por tamarfio de halo de crecimiento........................ 32

5. Descripcién morfolégica colonial y celular de las cepas seleccionadas para

© ® N O

010 1= T T | o P 35

Resultados de la identificacion de las cepas seleccionadas................... 39

INDICE DE GRAFICOS Y FIGURAS

Sustrato no convencional: residuos de la industria alimentaria............... 9
Sustrato no convencional: guishe, residuo del tallado del Agave
lecheguillaa TOITEY ... ..ot e e e e e 9
Diversas aplicaciones de aminoacidos en la industria: a) champu
enriguecido con aminoécidos, b) peliculas biodegradables a base de
aminoécidos, c) fertilizante con aminOAcidos.............c.ocoveiiiiiie i, 12
a) Fermentador piloto para escalamiento de procesos biotecnoldgicos, b)
fermentacion en medio sélido en charolas.............coooviiiiii i, 13
Plumas de ave molidas, lavadas y esterilizadas, condiciones necesarias
para su utilizacion CoOmMO SUSHIAL0. ... .....uue it e et e e e e 25
Halo de crecimiento de las diferentes cepas aisladas en APA................. 32
Medio de cultivo liquido al cabo de 48 h, cepas: 14, 19, 16, 20, 27 y 28....33
Prueba cualitativa de grupos amino libres (GAL), cepas no purificadas....34
a) Cultivo J19 en agar nutritivo 24h a 32C, b) Bacilo con espora observado
CON MICIOSCOPIO 100X ... . ettt et e et e et e e e e e e e 36



“Busqueda e identificacién de microorganismos con actividad
queratinolitica”

10. a) Cultivo J27 en agar nutritivo 24h a 32, b) Bacilo con espora
observado con MIicroscopio 100X, .....c.oiiiiuiie it e e 36
11.a) Cultivo J28 en agar nutritivo 24h a 32C, b) Bacilo con espora observado
CON MICIOSCOPIO 100X ... . et ei et e e e e e e e e e e e e 36
12. Prueba cualitativa de grupos amino libres (GAL), cepas purificadas......... 37
13.Visualizacion del segmento de 400 pb amplificados de las cepas J27 y J28,
1) Marcador 100 pb DNA Ladder, 2) J27, 3) J27, repeticion, 4) J28 y 5) J28,

1= 0= 170 o TP 40



“Busqueda e identificacién de microorganismos con actividad
queratinolitica”

Esta tesis fue financiada por el “Aprovechamiento de un residuo de
la industria avicola (plumas de ave) para la obtencion de aminoacidos
a través de degradacion microbiana” (COAH-2010-C15-149538).



“Busquedo e identificacionw de microorganismoy cow actividads
queratinolitica”

l. RESUMEN

Las plumas de aves representan un gran desecho a nivel mundial. Tan solo en
EUA son desechadas anualmente 8 mil toneladas de plumas a los basureros.
México es el cuarto pais a nivel mundial en la produccion de pollo, por debajo de
Estados Unidos, China y Brasil. En México se producen 260 millones de pollos por
ciclo (cada 45 dias), y de estos aproximadamente el 4% corresponden al peso de

las plumas.

Debido a su contenido proteico las plumas representan un recurso alimenticio
potencial, aunque con limitaciones en su estado natural debido a su baja
digestibilidad y escaso valor biolégico por la deficiencia en aminoacidos
esenciales. El tratamiento convencional de las plumas para mejorar su calidad
nutricional se ha basado en su degradacion mediante métodos fisicoquimicos. Sin
embargo, el producto obtenido por estos métodos también posee calidad limitada
debido a que durante el proceso ocurre la pérdida de aminoacidos esenciales.
Adicionalmente, esta tecnologia tiene un elevado costo termo-energético.
Hallazgos recientes han demostrado el potencial microbiano presente en la
naturaleza, capaz de degradar sustratos no convencionales, tales como queratina,

quitina, elastina y colageno.

El objetivo de este proyecto se ha orientado al aprovechamiento de las plumas
de ave para obtener aminoacidos. Se propone como alternativa, el uso de
tratamientos fermentativos con microorganismos queratinoliticos aislados del
propio ambiente de las aves; esto dentro del marco de las tendencias actuales de
blusqueda de procesos biotecnologicos para el tratamiento de residuos

agroindustriales.

En esta investigacion se aislaron 26 cepas a partir de los suelos de naves

avicolas de una empresa de la region y, adicionalmente fueron estudiadas 2 cepas

1
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del género Bacillus pertenecientes a la Coleccion de Cepas de la empresa
Biorganix Mexicana S.A. de C.V.; a estas cepas se les determin6 su capacidad
degradadora de plumas de ave mediante la evaluacién cualitativa de la
concentracion de grupos amino libres (GAL) presentes en el medio de

fermentacion.

Los métodos de prueba aplicados a las 28 cepas estudiadas, permitieron
seleccionar las cepas J19, J27 y J28, las cuales fueron identificadas parcialmente
como pertenecientes al género Bacillus a través pruebas bioquimicas primarias, y
por extraccion de ADN y comparacion de las secuencias obtenidas con los bancos
de genes por megablast en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI), obteniendo porcentajes de identidad de 87 y 88% de homologia a Bacillus
subtilis para las cepas J19 y J27; mientras que la cepa J28 fue confirmada como
Bacillus firmus.

La aplicacion de cepas J19, J27 y J28 que presentaron actividad
gueratinolitica, representan un alto potencial para el aprovechamiento de las
plumas de ave como sustrato para la obtencién de productos de alto valor

agregado.

Palabras clave: Bacillus spp., actividad queratinolitica, plumas de ave.
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. ABSTRACT

The waste of feathers is a huge problem worldwide. In the U.S., 8 000 tons of
feathers are discarded annually to landfills. Mexico is the fourth largest producer of
chicken, just below U.S., China and Brazil. In Mexico there are 260 million
chickens produced per cycle (every 45 days), and about 4% of the chicken’s

weight is accounted for by feathers.

Because of the protein content, feathers represent a potential amino acid
source, although with limitations in their natural state due to their low digestibility
and low Dbiological value because of the deficiencyin essential amino
acids. Conventional treatment of feathers to improve their nutritional quality has
been based on  their  degradation by  physicochemical methods.
These methods also have limited quality because, during the process, the loss of
essential amino acids occurs. Additionally, this technology has a high cost and it
consumes too much energy. Recent findings have shown the microbial potential
presented in nature, capable of degrading unconventional substrates such as
keratin, chitin, elastin and collagen.

The objective of this project was to use feathers by fermentation treatments
with keratinolytic microorganisms isolated from an environment close to chickens,
as an alternative to obtain amino acids, given current trends on the pursuit of

biotechnological processes applicable to agro-industrial waste.
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In this study 26 strains were isolated from soils of poultry ships and in addition
were studied 2 more strains of the genus Bacillus belonging to the Strains
Collection of Biorganix Mexicana S.A de C.V. company, which degrading capacity
of chicken feathers was determined by qualitative assessment of free amino
groups (FAG) concentration in the fermentation medium.

The tests methods applied to the 28 strains studied, allowed to select J19, J27
and J28 strains, which were partially identified as belonging to the genus Bacillus,
by primary biochemical tests and for DNA extraction and comparison with
sequences obtained by the gene banks in the National Center for Biotechnology
Information (NCBI), obtaining identity rates of 87 and 88% to Bacillus subtilis for

strains J19 and J27; and the J28 strain was identified as Bacillus firmus.
The application of the J19, J27 and J28 strains, which showed keratinolytic
activity, poses a potential to the use of chicken feathers in order to obtain high

value products.

Key words: Bacillus spp., keratinolytic activity, feathers.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En todo el mundo, la industria procesadora de carne de pollo desecha grandes
cantidades de plumas que afectan al medio ambiente, al no presentar una opcion
econdmica y técnicamente viable para su utilizacién. Los aminoacidos contenidos
en las plumas pueden servir para enriquecer suelos (Goldstein et al., 2004),

nutricion de la planta entre otras cosas.

Las plumas, en su mayoria, son destinadas a la elaboracién de harinas para
ser utilizadas como suplemento de los alimentos concentrados para aves, debido
al alto contenido proteico (95% de peso seco), principalmente de queratina (88%).
Sin embargo, los procesos tradicionales a los que son sometidos mediante
coccidn a altas presiones, no mejoran la digestibilidad de estas harinas. La razén
es el alto contenido de enlaces bisulfuro presentes en la queratina, lo que la
convierten en una proteina muy resistente a la degradacion por las enzimas
digestivas de las aves. Por otro lado, existe un desbalance de aminoacidos e
incluso algunos de ellos son destruidos durante el proceso que combina los
tratamientos térmicos con los quimicos (acidos o alcalinos) (Norbest’s, 1971).

Los aminoacidos son compuestos organicos que constituyen la base
fundamental de muchas moléculas biologicas. No puede realizarse proceso
biolégico alguno, sin que en alguna fase del mismo intervengan los aminoacidos.
Las plantas sintetizan los aminoacidos a través de reacciones enzimaticas, por
medio de procesos de aminacion y transaminacion, los cuales conllevan un gran
gasto energético por parte de la planta. Partiendo del ciclo del nitrégeno, existe la
posibilidad de poder suministrar aminoacidos a la planta, para que ésta se ahorre

el trabajo de sintetizarlos. Los aminoacidos, ademas de una funcion nutricional,
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pueden actuar como reguladores del transporte de microelementos, ya que

pueden formar complejos con metales en forma de quelatos (Xia et al., 2012).

Hallazgos recientes han demostrado el potencial microbiano presente en la
naturaleza, capaz de degradar sustratos no convencionales, tales como queratina
(Coello et al., 2000; Wang y Parson, 1997), quitina (Vidal, 1999), elastina (Frosco
et al., 1992) y colageno (Revista Fenavi, 1998).

Actualmente, Biorganix Mexicana cuenta con una linea de investigacion para el
estudio y aprovechamiento de residuos. Dadas las tendencias actuales hacia la
busqueda de procesos biotecnologicos aplicables al tratamiento de los residuos
agroindustriales y la existencia de un alto potencial microbiano en la naturaleza,
capaz de utilizar una amplia variedad de sustratos organicos, se ha dirigido el
objetivo de esta investigacién a la busqueda de microorganismos queratinoliticos
con capacidad de degradar las plumas de ave como sustrato, como alternativa

para la obtencion de aminoacidos de aplicacion en la industria agricola.

Este trabajo de investigacion se realizo en la empresa Biorganix Mexicana S.A.
de C.V., como parte del proyecto “Aprovechamiento de un residuo de la industria
avicola (plumas de ave) para la obtencibn de aminoacidos a través de
degradacién microbiana” financiado por Fondos Mixtos del Estado de Coahuila
(COAH-2010-C15-149538). El trabajo experimental se realiz6 en colaboracion con
el Departamento de Produccién Animal de la Universidad Autobnoma Agraria
Antonio Narro.

1.2 Justificacion

Las plumas de aves representan un gran desecho a nivel mundial, lo que
ocasiona el aumento de carga microbiana al suelo, situacion que puede propiciar

una importante fuente de enfermedades para los humanos y los animales.
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México ocupa el cuarto lugar del mundo en la produccién de pollos, tan sélo
por debajo de Estados Unidos, China y Brasil. Por ciclo (45 dias), se producen 260
millones de pollos, y de éstos aproximadamente el 4% de su peso corresponde al
peso de las plumas; y dado al alto contenido proteico de las plumas de ave, puede
considerarse a este residuo como fuente potencial para la obtencion de
aminodacidos con aplicacién en la industria agroquimica. A través de procesos
biotecnologicos innovadores se pueden desarrollar nuevos productos que

representen una fuente econémica.

1.3 Hipotesis

Los microorganismos aislados de zonas cercanas al habitat de las aves

(camas avicolas) presentan potencial queratinolitico.

1.4 Objetivo General
Aislar e identificar parcialmente microorganismos con actividad queratinolitica

para la obtencion de aminoacidos a partir de queratina de plumas de ave.

1.5 Objetivos Especificos

» Caracterizar fisicoquimicamente plumas de ave de naves avicolas de la
region.

» Aislar microorganismos degradadores de queratina.

» Seleccionar y purificar al menos 2 cepas degradadoras de queratina.

» ldentificar parcialmente cepas degradadoras de queratina.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1Residuos agroindustriales

Tipicamente, los residuos agroindustriales, los cuales son generados en altas
cantidades a nivel mundial, tienen un bajo valor comercial. La utilizacion de estos
residuos a veces resulta en costos adicionales para los productores, de manera
gue en la mayoria de las veces éstos son dispuestos en rellenos sanitarios sin
ningun aprovechamiento. Sin embargo, su acumulacion suele ocasionar
contaminacion del medio ambiente (Daroit et al., 2011). Por tal motivo, existe cada
vez un mayor interés en el aprovechamiento de tales residuos en procesos que
permitan la obtencion de productos de alto valor agregado. Asi, pueden por
ejemplo, ser sustratos de bajo costo para la produccion de enzimas y otros
productos microbianos de valor agregado (Ko et al., 2010; Lateef et al, 2010;
Siqueira et al., 2010).

La biotecnologia permite la bioconversion de residuos agroindustriales en
productos de interés comercial mediante procesos de extraccion directos o de

transformacion quimica o microbiologica (Moldes et al., 2002).

En este sentido, existe un gran niamero de subproductos de la agroindustria
que podrian ser utilizados como sustratos no convencionales (Figuras 1y 2). Las
plumas de ave, generadas a partir del procesamiento de pollos alrededor de todo
el mundo, son un buen ejemplo. Por su composicidn, en su mayoria de queratina,
éste desecho representa una fuente de aminoacidos para el complemento

alimenticio de animales, entre otros productos.



Figura 1. Sustrato no convencional: residuos de la Figura 2. Sustrato no convencional: guishe, residuo

industria alimenticia. del tallado del Agave lecheguilla Torrey.

2.2Plumas de ave

México es el cuarto pais a nivel mundial en la produccion de pollo, tan solo por
debajo de Estados Unidos, China y Brasil. En México son producidos 260 millones
de pollos por ciclo (cada 45 dias). De éstos, aproximadamente el 4% de su peso
corresponden a plumas. Cada afio se producen cerca de 5 millones de toneladas
de plumas de pollo, como un residuo de la produccion de carne de esta ave para
consumo humano (Poole et al., 2009).

Las plumas de ave representan un alto porcentaje de los desechos generados
en las plantas beneficiadoras de aves de corral, son aproximadamente el 4% del
peso total del ave, lo que alcanzaria aproximadamente 770 millones de kg/afio en
deshecho de la industria avicola a nivel mundial, aunque la mayoria de los
granjeros tiran la pluma fuera o las muelen y las mezclan con el pienso para afiadir
la proteina a las dietas de los animales, no es suficiente para poder eliminar el
problema; por lo que se ha considerado la utilizaciéon de dicho desecho como
alimento para las aves, reduciendo costos por el uso del complemento alimenticio

y la cantidad del mismo (El-Boushi y van der Poel, 2000).

Los procesos tradicionales de produccién de suplemento alimenticio a partir de

plumas de ave se realizan mediante métodos quimicos y fisicos, como hidrdlisis
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alcalina y coccion con vapor a presion (Dalev et al. 1997; Cai et al. 2008). Sin
embargo, estos métodos requieren de mucha energia, ademas que degradan en
cierta proporcion a los aminoacidos que contienen las plumas, resultando en un
producto de baja digestibilidad y de bajo valor nutrimental (Wang y Parsons,
1997).

2.2.1 Composicion de plumas de ave

Las plumas de ave estan compuestas en aproximadamente un 90% de
proteinas, las cuales estan conformadas fundamentalmente de queratinas (Harrap
y Woods, 1994). Estas son proteinas de tipo fibroso cuyas cadenas polipeptidicas
se ordenan en filamentos; en su mayoria como B-queratina (Sawyer et al., 2000),
gue es dificil de degradar por proteasas comunes, debido a la presencia de

enlaces disulfuro y enlaces cruzados (Papadopoulos et al., 1986).

Por otro lado, los aminoacidos son compuestos organicos que constituyen la
base fundamental de muchas moléculas biolégicas. Su denominacién responde a
la quimica general, en la que un grupo amino (NH;) y otro carboxilo o acido (-
COOH), se unen a un carbono. Existen 20 aminoacidos diferentes, sin embargo,
las multiples combinaciones en que se pueden encontrar, forman todas las

proteinas (Moldes et al., 2002).

Los amino&cidos que un organismo no puede sintetizar y, por tanto, tienen que
ser suministrados con la dieta, se denominan aminoacidos esenciales. Estos son
treonina, metionina, lisina, valina, triptéfano, leucina, isoleucina y fenilalanina.
Mientras que los aminoacidos que son sintetizados por el cuerpo se denominan

aminoacidos no esenciales (Moldes et al., 2002).

Se ha reportado que la queratina de plumas de ave muestra un alto contenido
de glicina, serina, alanina, cisteina y valina; y a su vez bajo contenido de

metionina, lisina y triptéfano (Harrap y Woods, 1994).

10
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A nivel mundial existen pocas investigaciones dirigidas al aprovechamiento
de este residuo. En México no se tienen reportes sobre el aprovechamiento de las
plumas de ave; motivo por el cual no se cuenta con informacion concerniente a la
composicion de las plumas de ave nativas. Sin embargo, se ha reportado la
caracterizacion de harinas de pluma de ave que son indicativas de la composicién
de este residuo sin procesamiento. Uno de estos estudios fue realizado por
Bertsch et al. (2005) (Cuadro 1), en el cual se compard la digestibilidad y
presencia aminoacidica en la harina de plumas fermentadas contra la harina de
plumas comercial. Como resultado se encontr6 que la harina de plumas
fermentadas presentd una mayor disponibilidad de aminoéacidos, especificamente
de lisina, metionina e histidina. La explicacion se dio en términos de que los
procesos biotecnoldgicos no fueron tan drasticos y permitieron obtener una mayor
disponibilidad de aminoacidos esenciales; lo que puede resultar interesante para

la reduccion de costos y de desecho para la industria procesadora de pollos.

Cuadro 1. Perfil de aminoacidos de la harina de pluma fermentada (HPF) y de la harina de pluma comercial

(HPC)
Aminoécido HPF (%) HPC (%)
Lisina 3.46 2.46
Metionina 0.69 0.54
Histidina 0.94 0.62
Cisteina 3.28 1.55
Acido aspartico 9.18 7.14
Triptéfano 4.42 4.12
Acido glutamico 11.01 10.33
Alanina 9.04 7.14
Tirosina 1.37 1.10
Glicina 12.05 14.76
Serina 6.45 8.42
Prolina 10.79 11.45
Valina 8.02 9.04
Isoleucina 4.09 4.79
Fenilalanina 3.33 3.65
Leucina 7.23 8.03

Fuente: Bertsch, 2005.

11
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Los aminoacidos presentes en las plumas de ave pudieran tener diversas
aplicaciones. En la industria farmacéutica se podrian usar en la obtencién de
productos de cuidado personal como champus y productos exfoliantes (Figura 3a).
En el area de la biotecnologia, en el desarrollo de peliculas biodegradables (Figura
3b); y en la agronomia pudiera representar una materia prima importante en

productos biofertilizantes y promotores de crecimiento vegetal (Figura 3c).

AMINOTEC
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Figura 3. Diversas aplicaciones de aminoéacidos en la industria: a) champu enriquecido con aminoacidos, b)

peliculas biodegradables a base de aminoécidos, y c) fertilizante con aminoacidos.

2.3 Alternativas de aprovechamiento de desecho

En la actualidad se generan como residuos grandes cantidades de queratina
(proteina formadora de fibras duras y tejidos musculares), las cuales por lo general
son acumuladas en rellenos sanitarios e incineradas, lo que conlleva a muchos
problemas ecologicos (Deydier et al., 2005; Paisley y Hostrup-Pedersen, 2005).

Debido a su contenido proteico, las plumas representan un recurso alimenticio
potencial, aunque con limitaciones en su estado natural, debido a su baja
digestibilidad y escaso valor bioldgico por la deficiencia en aminoacidos esenciales
(Dalev et al., 1997; Tsujibo et al., 2000). El tratamiento convencional de las plumas

para mejorar su calidad nutricional se ha basado en su degradacién mediante
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meétodos fisicoquimicos (Burgos et al., 1974; Hollmeyer 1994). El producto
resultante también posee calidad limitada debido a que durante el proceso ocurre
la pérdida de aminoacidos esenciales (Pifiero-Bonilla et al., 2000). Adicionalmente,

esta tecnologia tiene un elevado costo termo-energético.

Debido a la necesidad de reduccion de costos y contaminantes, se ha tratado
de aplicar otros procesos para el aprovechamiento de residuos que sean eficaces
y econdémicos. La alternativa la ofrecen los procesos biotecnolégicos a través de
procesos de degradacion de sustratos no convencionales, utilizando para ello

fermentaciones en medio liquido o sélido (Figura 4).

)i MOLIERAR)

Figura 4. a) Fermentador piloto para escalamiento de procesos biotecnolégicos y b) fermentacién en medio

a)

sélido en charolas.

Hallazgos recientes han demostrado el potencial microbiano presente en la
naturaleza, capaz de degradar sustratos no convencionales, tales como queratina
(Coello et al., 2000; Wang y Parson, 1997), quitina (Vidal, 1999), elastina (Frosco
et al., 1992) y colageno (Revista Fenavi, 1998). En la basqueda de tecnologias, la
biotecnologia puede ser una alternativa interesante, con los consecuentes
beneficios a nivel ambiental por la remocién de este tipo de residuos de la
naturaleza. Existen evidencias en la literatura sobre la factibilidad del
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procesamiento biotecnolégico de las plumas a través de la utilizacion de
microorganismos con actividad queratinolitica, asi como el de sus queratinasas
purificadas, en la obtencién de hidrolizados de plumas (Papadopulus et al., 1986).

La aplicacion de bacterias para la degradacion de ciertos desechos y obtencion
de productos de interés, ha resultado benéfica para la industria avicola, ya que no
€S un proceso que requiera de mucha energia ni gasto monetario. Ademas se ha
comprobado que el uso de hidrélisis enzimatica aumenta la digestibilidad total
aminoacidica de las plumas crudas y del complemento alimenticio (Lee et al.,
1995).

Existen varios microorganismos unos pertenecientes al género Actinomycetes
y otras al reino fungi (Santos et. al, 1996), asi como ciertas subespecies de
Bacillus como: B. pumilus, B. licheniformis, B. subtilis, B. halodurans y B.
pseudofirmus (El-Refai. et al., 2005; Evans. et al., 2000; Suh et al., 2001; Kojima et
al., 2006) que tienen la capacidad de degradar la queratina. También se ha
reportado que B. cereus y B. polymyxa presentan actividad queratinolitica
(Wojciech y Rodziewicz, 2010).

2.4Uso potencial de plumas de ave

El alto contenido proteico de las plumas de ave, permite considerar a este
residuo como fuente potencial para la obtencién de aminoacidos con aplicacion en
la industria agroquimica. Acorde con estadisticas del SIAP (2009), en México la
produccion de carne de canal de ave rebaso los 3.3 millones de toneladas, lo que
de acuerdo con los datos indicados por Robles, et al. (2010), equivaldrian a mas

de 140 mil toneladas de plumas generadas, tan sélo de aves para sacrificio.

En México no existen antecedentes de investigacion en el aprovechamiento de
plumas de ave como sustrato para la obtencion de subproductos de alto valor

agregado. También son de considerar las tendencias actuales hacia la busqueda
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de procesos biotecnoldgicos aplicables al tratamiento de los residuos
agroindustriales y la existencia de un alto potencial microbiano en la naturaleza,
capaz de utilizar una amplia variedad de sustratos organicos. Por estas razones,
se ha dirigido el objetivo de esta tesis a la busqueda de microorganismos
gueratinoliticos capaces de degradar plumas de ave, mediante tratamientos
fermentativos. Lo anterior como una alternativa para la obtencion de aminoacidos
de aplicacién en la industria agricola. La tesis se basa en la hipétesis de que
existen evidencias acerca de la utilizacion de este potencial microbiano, que
permitan el uso de bacterias para modificar la queratina de las plumas en ausencia
de tratamientos drasticos y asi obtener harina de plumas fermentadas enriquecida

en aminoacidos.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollo en las instalaciones de la empresa Biorganix
Mexicana S.A. de C.V., situada en el municipio de Ramos Arizpe, Coahuila,
México. La caracterizacion fisicoquimica de la materia prima se realiz6 en el
Departamento de Produccion Animal de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio

Narro.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de plumas de ave

Para el estudio fueron proporcionados aproximadamente 5 kg de plumas de
ave, producto del desecho de una nave avicola de la region, las cuales fueron
lavadas con abundante agua corriente y después secadas al sol. Para su
utilizacion, las muestras fueron molidas en molino de martillo (SIEMENS) y
posteriormente, fueron esterilizadas a 121 °C por 15 min. Las muestras asi
obtenidas, se empacaron en bolsas de plastico y se almacenaron en un lugar

fresco y seco hasta su uso.

La caracterizacion fisicoquimica de las plumas de ave comprendié los analisis
bromatoldgicos convencionales: contenido de proteinas, cenizas, materia seca
total, humedad vy fibra cruda utilizando los métodos recomendados por la AOAC
(1996). El extracto etéreo se determind siguiendo el método Soxhlet (AOAC,
1996). La descripcion de cada metodologia empleada se precisa en los siguientes

apartados.

3.1.1 Materia seca total
Se usaron crisoles sometidos a peso constante mediante secado en estufa
durante 1 h a 120C monitoreando su peso al quedar secos. Una vez determinado

el peso de cada crisol, se agregaron 0.5 g de plumas y se coloc6 en estufa por 1 h
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a 120<C. Transcurrido el tiempo, el crisol se dejé enfriar en desecador y se tomo
su peso. El calculo de la Materia Seca Total se determiné usando la siguiente

ecuacion.

) __ (peso crisol con muestra—peso crisol solo)

Materia Seca (% x 100 (1)

gramos de muesta

3.1.2 Cenizas
La muestra obtenida a partir de la determinacién de Materia Seca Total se pre
inciner6 a 120C en una campana de flujo laminar. P osteriormente se colocé en
una mufla (Felisa) entre 2 y 3 h a una temperatura de 550C. Se dejo enfriar el
crisol en un desecador por 15 a 20 min y se registr0 el peso del crisol con

cenizas. Se realizaron los célculos necesarios siguiendo la siguiente ecuacion.

. (peso del crizol con cenizas—peso del crisol solo)
Cenizas (%)
0 —_—

X100 @)

gramos de muestra

3.1.3 Proteinas

La determinacion de proteinas se realizo por el método Kjeldhal.

Para la digestion: se pes0 1 g de muestra sobre papel filtro. Se pas6 a un
matraz Kjeldhal de 800 mL con 4 perlas de vidrio para evitar el burbujeo excesivo
durante la ebullicién. Se agregd una cucharada de mezcla reactiva de selenio. Se
adicion6 30 mL de &cido sulfarico concentrado y se conecté al aparato Kjeldhal en

la seccion de digestion durante 4 horas.

Para la destilaciéon: Se diluyé con 300 mL de agua destilada el resultado de la
digestion. Al enfriarse la muestra se agregaron 50 mL de solucion de acido bérico
al 4% (v/v) y 6 gotas de indicador mixto (rojo de metilo y verde de bromocresol) en

un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Se agregaron al matraz Kjeldhal 110 mL de
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NaOH al 45% y seis granallas de zinc, después se conecté a la parte destiladora
del Kjeldhal. Se recibieron 250 mL de destilado.

Para la titulacion: Se hizo con acido sulfurico 0.098 N hasta que viré de color
azul a rojo. Para determinar el contenido de proteina se realizd6 el calculo

siguiendo la siguiente ecuacion.

%N = (mL gastados en muestra—mL de blanco)(N del 4cido)(0.014) X100 (3)

gramos de muestra

%P = %NX6.38

3.1.4 Humedad
Esta determinacion se realizo por la diferencia del peso de la muestra inicial

menos el peso de la Materia Seca Total.

3.1.5 Extracto etéreo

Se pesaron 5 g de muestra seca sobre papel filtro y se depositaron en un
cartucho poroso de celulosa, se cubrié con algodén y se puso en un sifon. Se
tomé un matraz redondo de fondo plano y boca esmerilada y se llevd a peso
constante en estufa a 200C. Posteriormente se dejo enfriar por 15-20 min en
desecador y se pesd. Como siguiente paso, al matraz redondo se le adiciond
hexano hasta la mitad. Se acoplé al refrigerante del dispositivo Soxhlet. Se extrajo
por un periodo de 4 h (se conto el tiempo a partir de que empezo la ebullicion). Al
finalizar la extraccién se evapor6 el solvente en rotavapor (Yamato). Se puso a
peso constante nuevamente el matraz en estufa a 100- 103<C por un espacio de
12 h. Transcurrido el tiempo, se sacé, se dejo enfriar y pesé. EIl célculo de

extracto etéreo se realizé usando la siguiente ecuacion.

peso de matraz con grasa—peso de matraz solo

Grasa total = X100 4)

gramos de muestra
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3.1.6 Carbohidratos
La determinacion de carbohidratos se hizo por diferencia de los porcentajes de
las pruebas anteriores. Utilizando la siguiente ecuacion.
% Carbohidratos =
100% — (%Proteina + %Fibra cruda + % Extracto etéreo + %MST + %Cenizas +
%Humedad) (5)

3.1.7 Fibra cruda

Se pesaron 2 g de muestra, previamente desgrasada. Se puso la muestra en
un vaso de Berzelius. Se agregaron 100 mL de solucion de acido sulfarico 0.225
N. Se conect6 al aparato de reflujo por un periodo de treinta minutos contados a
partir de punto de ebullicion, al hervir se mantuvo en ebullicién suave. Transcurrido
el tiempo se saco y filtré a través de una tela de lino y se lavo con 3 porciones de
100 mL de agua destilada caliente. Se paso la fibra (residuo que quedoé en la tela
de lino) al vaso de Berzelius con 100 mL de solucion de hidroxido de sodio 0.313
N y se conectd al aparato de reflujo por 30 minutos. Transcurrido el tiempo se
saco y filtré a través de lino y se lavo con 3 porciones de agua destilada caliente.
Se escurrié el exceso de agua presionando la tela de lino. Se sacé la tela de lino
del embudo, se extendié y se retir0 la fibra con una espatula para depositarla en
un crisol de porcelana, previamente identificado. Se puso a peso constante en la
estufa a 100 - 103<C, por 12 h. Transcurrido el tie mpo, se sacoO de la estufa, se
enfrio y pesé. Se pre incinerd la muestra en parrillas para meterla en la mufla a
600° C por tres horas. Al finalizar se registré el peso y se realizaron los calculos
correspondientes de acuerdo a la siguiente ecuacion.

%Fibra cruda =

(pérdida de peso en la incineracion—pérdida de peso del blanco de fibra de ceramica) X100

(6)

gramos de muestra
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3.2 Aislamiento de microorganismos degradadores de queratina

Para el aislamiento de microorganismos degradadores de queratina, se
muestred suelo de camas de gallina vieja y de gallina joven. Para tener acceso a
las diferentes naves de gallinas, fue necesario seguir las recomendaciones de
sanidad indicadas por la granja de muestreo. Se tomaron muestras
representativas para realizar las pruebas de aislamiento, de aproximadamente 100
g en bolsas de plastico con sellado hermético. En total se recolectaron 10
muestras: 5 de gallina vieja y 5 de gallina joven, las cuales fueron trasladadas al
Laboratorio de Microbiologia de Biorganix Mexicana para su procesamiento.
Posteriormente, cada suelo fue colocado en cajas petri y se secaron a 60°C por 2
h. Se tom6 1 g de cada muestra y se disolvié en 100 mL de agua destilada estéril,
se mezclo bien y se tom6 1 mL de muestra, la cual fue sometida a un proceso de
pasteurizaciéon a 80T por 15 min. Se realizaron dil uciones seriales con agua
destilada estéril (10 a 10°) y se colocaron 100 pL de cada dilucién en cajas petri
con agar nutritivo y se incubaron a 32-35T (Demian et al., 1986) por 24 h, para el

aislamiento de microorganismos esporulados.

Se realizaron observaciones macroscoépicas (tamafio, forma, borde, superficie,
consistencia, comportamiento frente a la luz, color y pigmento) de los crecimientos
obtenidos. Las colonias bacterianas con morfologia distinta fueron resembradas
en agar nutritivo y evaluadas para la seleccibn de cepas degradadoras de

gueratina y su posterior purificacion.

3.3 Seleccion de microorganismos degradadores de qu eratina

Para la seleccién de cepas con potencial actividad queratinolitica, se desarrollo
una técnica rapida en placa. Se prepararon cajas de agar selectivo denominado
Agar Plumas de Ave (APA) con plumas de ave, 15 g/L; cloruro de amonio, 0.5 g/L
(Baker Analyzed); cloruro de sodio, 0.5 g/L (Fermont); fosfato monobasico de
potasio, 0.3 g/L (Quantyka); fosfato dibasico de potasio, 0.4 g/L (Baker); cloruro de
magnesio hexahidratado, 0.1 g/L (Analytyka); extracto de levadura, 0.1 g/L
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(Bioxon); agar bacteriologico, 15 g/L (Difco). En la prueba de seleccién se
incluyeron 2 cepas del género Bacillus sp., pertenecientes a la Coleccion de

Cepas de Biorganix Mexicana.

Las cepas aisladas a partir de las muestras obtenidas en la granja avicola,
fueron sembradas en cajas petri con agar APA por el método de picadura. Se
colocaron 4 cepas por caja en orden aleatorio; posteriormente se incubaron a 32-

35 T por 48-72 h. La prueba se realizo por triplic ado.

Para identificar las cepas que mostraron mejor crecimiento en APA, se
realizaron mediciones del didmetro del halo de crecimiento. Finalmente, las cepas
gue presentaron mejor crecimiento fueron sometidas a pruebas de degradacion de

gueratina para la seleccion de aquellas con mayor potencial queratinolitico.

3.3.1Pruebas para seleccion de cepas con capacidad  queratinolitica

Para el montaje de la prueba, se prepararon matraces Erlenmeyer de 250 mL
con 100 mL de medio salino basal descrito por Williams et al. (1991): Cloruro de
amonio, 0.5 g/L (Baker Analyzed); cloruro de sodio, 0.5 g/L (Fermont); fosfato
monobasico de potasio, 0.3 g/L (Quantyka); fosfato dibasico de potasio, 0.4 g/L
(Baker); cloruro de magnesio hexahidratado, 0.1 g/L (Analytyka); extracto de
levadura, 0.1 g/L (Bioxon); y fue suplementado con plumas molidas a una
concentracion de 20 g/L, se ajusté el pH a 7.5 con hidroxido de potasio 1 M
(Fermont) y se esterilizdé por autoclave 15 min a 121°C. Se inocularon las cepas
aisladas, en el medio suplementado con plumas, y se mantuvieron en incubacion a
32T con agitacion orbital (Daigger), por 48 h a 300 rpm. La seleccién de los
microorganismos se llevé a cabo tomando como base su capacidad degradadora
de plumas en medio de cultivo, lo cual se estimd cualificando la concentracién de
grupos amino libres (GAL) presentes en el medio de fermentacion mediante el

meétodo colorimétrico de ninhidrina (Meyer, 1957).

21



“Busquedo e identificacionw de microorganismoy cow actividads
queratinolitica”

Para la determinacion de GAL, se filtr6 el contenido del matraz a través de filtro
Whatman No. 5 utilizando bomba de vacio. Posteriormente, se agregé 3 mL de
muestra en tubos de ensaye y 0.5 mL de ninhidrina (1.0 %) (Hycel). La mezcla se
dejé en bafio maria durante 10 min y se enfrié en bafio de agua con hielo durante
5 min. Al terminar se tomd lectura de absorbancia en el espectrofotbmetro

(Thermo Spectronic) a 540 nm de longitud de onda.

Fueron seleccionadas para la etapa de purificacion, las cepas con mayores
titulos de GAL presentes en el medio de fermentacion.

Después del proceso de purificacion se realiz6 una segunda prueba bajo las
mismas condiciones (incubacion a 32 T por 48 h a 300 rpm), para seleccionar las

2 cepas con mayores titulos de degradacion de queratina.

3.4Purificacion e identificacion parcial de microo rganismos

degradadores de queratina

Los microorganismos con mayores titulos de GAL fueron seleccionados para
su purificacion y posterior identificaciéon a nivel género y especie, por medio de

técnicas moleculares y pruebas bioquimicas.

Para la purificacién de cepas se utilizo el método de resiembras por asada, asi
como diluciones de la muestra y la posterior siembra a 32-35T durante 24 h.

Adicionalmente, se realizaron pruebas primarias de identificacion: reaccion
rapida de Gram con hidroxido de potasio al 3 % (p/v) (Schaad, 1988), tincion de
Gram siguiendo las instrucciones del fabricante (Hycel), prueba de catalasa
(Madigan et. al. 2004) y prueba de oxidasa realizada con discos (Becton Dickinson

and Company).
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Para corroborar la identidad de las bacterias, se amplificé y secuenci6 parte del
gen ribosomal 16S; para ello, se realizd extraccion y determinacion de la
integridad del ADN de las colonias bacterianas.

Para la extraccion de ADN se utilizé el método de extraccion de ADN de
bacterias Gram positivas de Graham et al. (1994), modificado por Rodriguez-
Herrera et al. (2009). Previamente, se inoculd cada cepa en caldo nutritivo
(Bioxon) estéril, contenido en tubos de ensaye 13X100 mm con rosca, se incubo a
32T por 24 h. Posteriormente, se tom6 1 mL de medi o de cultivo y se centrifug6 a
10000 rpm por 2 min en una centrifuga (Spectrafuge). La pastilla de células
resultante de la centrifugacion se resuspendio en 400 pL de buffer TE (88 mL de
agua grado MilliQ, 10 mL de Tris, 1 M, 2 mL de EDTA, 0.5 M, pH 8.0), 25 pL de
SDS al 20% (Usb) y 20 uL de proteinasa K (20 mg/mL) (Invitrogen) y se dejo
incubando a 37T durante 1 h. Después de transcurri do el tiempo se le adicion6
1/3 del volumen de acetato de amonio 7.5 M (Research organics), 0.1 volumen de
etanol al 100% (Bio Basic Inc.) y se precipité en hielo por 10 min. Al término del
tiempo, se centrifugd a 12000 rpm por 10 min. Al sobrenadante resultante se le
agreg6 0.5 mL de cloroformo Probiotek-alcohol isoamilico (Baker Analyzed) (24:1),
se mezcld y se volvid a centrifugar a 12000 rpm por 5 min (este paso se repitid
una vez mas). Se recuperd el sobrenadante y se le agregd 400 uL de isopropanol,
mezclando y centrifugando de nuevo a 12000 rpm por 5 min. Transcurrido el
tiempo se decanté y se dej6 secar la pastilla que después se disolvié en 50 pL de
agua MilliQ y se ley6 absorbancia de la relacién 260/280 para la determinacion de
concentracion de ADN (ng/ul).

La amplificacion del gen ribosomal 16S del ADN extraido de las cepas
degradadoras de queratina, se llevo a cabo preparando un coéctel con 22.5 uL de
reactivo PCR-mix (Invitrogen), 1 uL del ADN (100 ng/pL) de cada cepa, se coloco
1 pL de cada uno de los iniciadores especificos para la regién del gen ribosomal
16S 5° AGGAGGTGATCCAACCGCA 3 y 5° AACTGGAGGAAGGTGGGGAT 3

(Griesen et al., 1994) a una concentraciéon de 25 mM en microtubos de 200 yL
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(Axygen); se colocaron en el termociclador (Techne) y se seleccioné el programa
con temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 5 min, y 35 ciclos de 94°C por 1
min (desnaturalizacion), 54°C por 1 min (alineacion) y 72°C por 1 min. Una vez
terminada la reaccion se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (p/v).
Para la visualizacién de los segmentos amplificados se utiliz6 como referencia un
marcador molecular de 100 bp (pares de bases) DNA Ladder (Invitrogen). Los
geles se visualizaron y documentaron en el sistema de fotodocumentacién
(Minibispro DNR).

Los amplificados de 400 pb, fueron enviados para su secuenciacion en un
laboratorio externo en Macrogen (Corea). La identificacion se realizé comparando
los datos obtenidos con la base de datos Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), soportado por el Centro de Informacién Biotecnologica (National Center

for Biotechnology Information U.S. National Library of Medicine).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de plumas de ave

La primera parte de la tesis involucré la recolecciéon de plumas de ave (Figura
5) a partir de las cuales se realizaron las pruebas de seleccién de cepas

degradadoras de queratina.

Figura 5. Plumas de ave lavadas, molidas y esterilizadas; condiciones necesarias para su utilizacion como

sustrato.

La concentracion de proteinas determinada fue bastante baja en comparacion
con datos reportados en trabajos anteriores. Tal es el caso de Bonilla et al. (2000),
quienes encontraron concentraciones por encima del 95% de proteinas de las
cuales aproximadamente un 88% correspondié a queratina. Una de las causas
pudiera ser la sensibilidad del método utilizado para la determinacion de proteinas,
asi como el procesamiento previo de las muestras. Macedo (2002), reporté que el
contenido de proteinas en plumas molidas y harina de plumas, puede variar en
funcion del método previo de preparacion de la muestra (secado). Otra de las
explicaciones a la alta divergencia del contenido de proteinas determinado,

también pudiera relacionarse con la alimentacion de las aves.
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En el Cuadro 2 se presenta la caracterizacion fisicoquimica de las plumas de

ave,

Cuadro 2. Caracterizacion fisicoquimica de las plumas de aves utilizadas.

Componente Porcentaje (%)
Proteinas 14.10
Grasas 2.92
Fibra cruda 87.62
Humedad 5.30
Cenizas 0.18
Materia seca total 94.70

Por otro lado, se observé un alto contenido de fibra (87.6%) el cual pudiera
deberse a que la recoleccién de plumas de ave se hizo a partir de monticulos de
desecho expuestos al medio ambiente. Asi, la composicion se considera que el
alto contenido de fibra pueda estar relacionado con las particulas adheridas del

medio ambiente, y podria compensar al bajo valor de proteinas encontrado.

En cuanto al contenido de grasas, humedad, cenizas y materia seca total,
determinado en las plumas de ave de esta investigacion, los datos coinciden a
reportes de caracterizacion fisicoquimica presentados previamente (Xia et al.,
2012).

La importancia de la caracterizacion fisicoquimica radica en que, para la
produccion de enzimas, es necesario conocer la composicién de las plumas de
ave, ya que con esta se puede dar una idea del porcentaje de algun componente
de interés para su utilizacion proxima; en este caso para esta investigacion fue
necesario conocer el porcentaje de proteinas, para su degradacion y la final
obtencion de aminoécidos.
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4.2 Aislamiento de microorganismos degradadores de queratina

Como resultado en la busqueda de microorganismos con caracteristicas de
produccion de espora, caracteristica tipica del género Bacillus (Cai et al. 2008), se
obtuvieron 26 cepas con morfologia distinta de los 10 suelos que fueron
muestreados en las naves avicolas de la empresa. De las cuales se observo:
tamafo, forma, borde, superficie, consistencia, comportamiento frente a la luz,
color y pigmento; las cuales se describen en el Cuadro 3. Adicionalmente, se
incluye la descripcion morfolégica de las 2 cepas del género Bacillus sp.,

pertenecientes a la Coleccion de Cepas de Biorganix Mexicana.

Cuadro 3. Morfologia y descripcién macroscépica de las cepas encontradas en el aislamiento microbiolégico.

Circular, plegada, umbilicada, bordes ondulados,

1. color beige con filamentos oscuros hacia el centro,
opaca frente a la luz.

5 Circular, filamentosa, beige con pliegues oscuros al

' centro, convexa, opaca frente a la luz.

Circular, bordes lisos, umbilicada, opaca frente a la

3. luz, color beige, rugosa, pigmento ligeramente
amarillo.

4 Circular, bordes lisos, plana, color café claro,

rugosa, opaca frente a la luz
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Circular, bordes lisos, plana, color café oscuro,

opaca a la luz, rugosa.

Circular, bordes ondulados, color beige oscuro,
opaca a la luz, rugosa, pigmento ligeramente

amatrillo.

Circular, bordes ondulados, umbilicada, color beige

claro, opaca frente a la luz.

Filamentosa, umbilicada, color gris, rugosa, opaca

frente a la luz.

10.

Circular, bordes ondulados, color café, umbilicada,
rugosa, opaca frente a la luz.

11.

Circular, bordes ondulados, color café con centro

claro, rugosa, opaca frente a la luz, plana.

Circular, bordes ondulados, color beige, rugosa,

poco brillante frente a la luz, convexa.
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13.

Circular, bordes dentados, color café, rugosa,

opaca frente a la luz, convexa.

14.

Circular, bordes ondulados y extensos, color gris,
opaca frente a la luz, plegada al centro, rugosa,

plana.

15.

Irregular, bordes dentados y extensos, color gris,

opaca a la luz, rugosa, plana.

16.

Circular, bordes ondulados, color café, rugosa,

umbilicada, opaca frente a la luz.

17.

Circular, bordes ondulados y muy extensos, color
gris, plana, rugosa, opaca frente a la luz.

18.

Filamentosa, bordes ondulados, color gris, rugosa,
plana, opaca frente a la luz.

Irregular, bordes lisos, color beige, rugosa, plana,

opaca a la luz.

29



19.

“Busquedo e identificaciéw de microorganismos con actividad
queratinolitica”

20.

Irregular, bordes ondulados y extensos, color beige

con manchas oscuras, plana, opaca a la luz.

Circular, bordes lisos, color café, rugosa, convexa,

poco brillante frente a la luz.

21.

22.

Circular, bordes dentados, color beige con centro
café y pliegues centrales oscuros, rugosa,

convexa, opaca frente a la luz.

23.

Circular, bordes poco dentados, color beige,

rugosa, plana, poco brillante frente a la luz.

24.

Circular, bordes ondulados, plegada hacia el
centro, color gris, rugosa, plana, opaca frente a la

luz.

Circular, bordes dentados, color beige con centro
oscuro, rugosa, convexa, poco brillante frente a la

luz.

25.

Irregular, bordes poco ondulados, color beige,

rugosa, plana, poco brillante frente a la luz.
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Circular, bordes ondulados, color gris, plegada al

26.
centro, rugosa, convexa, opaca frente a la luz.
Circulares, bordes poco ondulados, color beige con
27. centro oscuro, rugosa, convexa, opaca frente a la
luz.
Circular, bordes ondulados, color beige con
28. pliegues centrales oscuros, rugosa, convexa,

opaca frente a la luz.

Las cepas se seleccionaron tomando como base igualdades en morfologia con
el género Bacillus, de acuerdo con la literatura, ya que se sabe que son capaces
de formar espora y presentan capacidad para degradar el sustrato no
convencional, plumas de ave, utilizado para este proyecto (Goldstein et al., 2004).

4.3 Seleccién de microorganismos degradadores de q  ueratina

Las 28 cepas obtenidas con morfologias distintas, fueron sometidas a pruebas
en placa para la seleccion de aquellas con mayor capacidad para degradar
queratina. Para ello, se prepar6é el medio APA, con un medio salino basal
suplementado con plumas de ave. El parametro de seleccién de las cepas
degradadoras de queratina, fue el tamafio del halo de crecimiento que produjo
cada cepa. El diametro promedio del halo de crecimiento producido por las cepas

gue mostraron mayor capacidad queratinolitica se presenta en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Seleccion de cepas por tamafio de halo de crecimiento.

14 1.3+0.1
16 1.0+0.20
19 0.65+0.05
20 1.0+0.26
27 1.1+0.3
28 1.2 +0.46

Nota: Se presentan resultados promedio.

En la Figura 6 se presenta la evidencia de crecimiento de las cepas
seleccionadas. Los microorganismos que presentaron crecimiento sobre el medio
APA, son microorganismos con potencial actividad queratinolitica, ya que para su
desarrollo utilizaron el sustrato (plumas de ave), como fuente de carbono y
nitrdgeno. Esta accion es lograda por la produccion de enzimas denominadas
gueratinasas o enzimas queratinoliticas (Jeong et al., 2010). Estas cepas, fueron
sometidas a otras pruebas mas especificas para la degradacion de queratina, en
funcion de la liberacién de grupos amino libres a fin de seleccionar aquellas con

mayor potencial queratinolitico.

Figura 6 . Halo de crecimiento de las diferentes cepas aisladas en APA.
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4.3.1Seleccion de cepas con capacidad queratinolitica

Las 6 cepas seleccionadas por su crecimiento en medio APA, se
sometieron a otra prueba para medir los niveles de degradacion de queratina.
Para ello, cada cepa fue inoculada en un medio de cultivo liquido, que también fue
suplementado con plumas de ave, con agitacion constante durante un periodo de
48 h a 32<T.

Al cabo de las 48 h, el medio, que al inicio era de apariencia densa, cambi6
a un aspecto casi completamente liquido. Ademas se pudo observar la aparicién
de un precipitado al fondo de los matraces, lo que fue un indicativo de que las

cepas seleccionadas presentan potencial de actividad queratinolitica (Figura 7).

Figura 7 . Medio de cultivo liquido al cabo de 48 h, cepas: 14, 19, 16, 20, 27 y 28.

Después de transcurrido el tiempo de incubacién, donde los microorganismos
estuvieron en contacto con las plumas de ave como Unica fuente de carbono; el
medio de cultivo fue filtrado. Posteriormente el filtrado resultante fue evaluado en
su composicion de GAL por medio de la técnica de ninhidrina (Meyer, 1957). En el
Gréfico 1 se presentan los resultados obtenidos de contenido de GAL presentes
en cada muestra. Cabe sefalar que la técnica de ninhidrina utilizada es una
prueba cualitativa, ya que no se consideré una curva estandar de aminoéacidos,
por lo que se presentan solamente los valores de absorbancia obtenidos a la

longitud de onda de 540 nm.
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Gréfico.1l. Prueba cualitativa de grupos amino libres (GAL), cepas no purificadas.

Como puede observarse del Grafico 1, las cepas que presentaron los mayores
titulos de GAL promedio, determinados por el método de ninhidrina fueron las
cepas 27, 19, 14 y 28. Lo anterior se puede relacionar con la probable mayor
produccion de enzimas queratinoliticas (Jeon et al., 2010).

De esta manera, las cepas 19, 27 y 28 fueron sometidas a un proceso de
purificacion para realizar una identificacion parcial; la cepa 14 no fue considerada
para la etapa de purificacion, debido a que presenté crecimiento y comportamiento
irregular en la liberacion de GAL.

4.4 Purificacion e identificacion parcial de microorganismos

degradadores de queratina

El proceso de purificacion se llevé a cabo por medio de diluciones seriadas y
de resiembras de muestras por asada. Para la etapa de purificacion, las cepas se
denominaron de la siguiente manera: J19, J27 y J28.
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La importancia de este proceso de purificacion radicd en saber con certeza, si
la cepa que presentd capacidad de degradacion de queratina, era un unico
microorganismo, o era una mezcla de microorganismos que lograban tal actividad
gueratinolitica. La morfologia de las cepas sometidas a este proceso, se describe

y presenta en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Descripcion morfolégica colonial y celular de las cepas seleccionadas para purificacion.

Caracteristica J19 J27 J28
Colonias de forma Colonias de forma Colonias de forma
irregular, bordes | irregular, bordes lisos | irregular, bordes lisos
lisos con un halo | con un halo transltcido, | con un halo

) translucido, superficie plana, | translicido, superficie
Morfologia colonial
superficie plana, | consistencia mucoide, | plana, consistencia
consistencia color crema y opacas. mucoide, color crema
mucoide, color y opacas.

crema y opacas.

Bacilos G (4), Bacilos G (+), Bacilos G (4),

cortos, con | cortos, con endospora | cortos, con endospora

Morfolot endospora central no | central no deformante, | central no deformante,

orlologla deformante, dispuestas en cadenas | dispuestas en cadenas
cear dispuestas en | largas y sencillos. largas y sencillos.

cadenas largas vy

sencillos.

En la Figuras 8a, 9a y 10a, se presentan las imagenes correspondientes a la
morfologia colonial (10X) de las cepas J19, J27 y J28, respectivamente, tomadas
al estereoscopio (Zeigen). De igual manera, en las Figuras 8b, 9b y 10b, se
observa la morfologia microscopica (100X) de cada cepa tomadas con ayuda del

microscopio de contraste de fases (Carl Zeiss).
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a) %, b)
Figura 8. a) Cultivo J19 en agar nutritivo 24 h a 32<C, b) Ba cilo con espora observado con microscopio 100X.

a) b)
Figura 9. a) Cultivo J27 en agar nutritivo 24 h a 32<C, b) Bacilo con espora observado con mic roscopio 100X.

a) p b)
Figura 10. a) Cultivo J28 en agar nutritivo 24 h a 32T, b) Ba cilo con espora observado con microscopio
100X.
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Al concluir el proceso de purificacién de las cepas J19, J27 y J28, se realizd
una segunda prueba de degradacion de queratina y se llevéd a cabo la prueba de
ninhidrina para medir los titulos de GAL. En el Grafico 2 se presentan las
absorbancias promedio que cada cepa mostro al realizar la prueba de

determinacion de GAL.
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Gréfico 2. Prueba cualitativa de grupos amino libres (GAL), cepas purificadas.

En los resultados que se muestran en el Grafico 2, se puede observar que dos
de las cepas sometidas al proceso de purificacién (J27 y J28), aumentaron su
nivel de degradacion de queratina con respecto a la prueba de degradacion
realizada con las cepas sin purificar. La cepa J28 fue la mejor, obteniendo titulos
dos veces mayor en comparacion a los titulos obtenidos antes de ser purificadas.
De esta manera se confirma la capacidad queratinolitica de las cepas
seleccionadas y su potencial aplicacion para su uso en la obtencion de
aminod&cidos a partir de plumas de ave. Es importante considerar que las cepas
J27 y J28 no fueron aisladas de suelos del ambiente de las plumas de ave, por lo
gue el mecanismo enzimético de estas cepas tiene caracteristicas relevantes y

gue se sugiere estudiar a mas profundidad en siguientes trabajos.
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Por otro lado, existen reportes en literatura en donde las evaluaciones de
actividad queratinolitica realizados por Jeong et al. (2010) utilizando la bacteria
Gram-negativa Stenotrophomonas maltophilia, indicaron la liberacion de altos
niveles de valina, histidina, metionina (1797.70, 270.10 y 125.30 uM,
respectivamente). Mientras que Mukherjee et al. (2011), midieron directamente la
actividad [(-queratinasa (Mukartinasa) purificada a partir de un mutante de
Brevibacillus sp. cepa AS-S10-ll, sobre plumas de ave, reportando que esta
enzima degradd un 78-82% de la queratina de plumas después de 48 h de
incubacién. Dicho estudio se realizé utilizando microscopia electronica de barrido y
se detect la liberacion de los siguientes aminoacidos por cromatografia de gases-
masas en el siguiente orden: cisteina > valina > treonina > lisina > isoleucina >

fenilalanina = metionina.

Cabe sefialar que la presente tesis, forma parte de un proyecto cuyo objetivo
principal es obtener una cepa capaz de producir aminoacidos a partir de la
degradacién de la queratina de plumas de ave. En esta investigacion solo se
determinG el nivel de produccién de GAL a través del método cualitativo de
ninhidrina (Meyer, 1957), a fin de cumplir el objetivo de seleccionar cepas con alto
potencial queratinolitica. Sin embargo, en la continuacion del proyecto se utilizaran
técnicas cromatograficas que respalden los resultados obtenidos en esta

investigacion.

Después de haber corroborado la capacidad de degradacion de queratina de
las cepas seleccionadas, se realiz6 una serie de pruebas de identificacion
primaria, cuyos resultados se presentan en el Cuadro 6. Los resultados confirman
caracteristicas del género Bacillus y corresponden a algunas caracteristicas
reportadas por Guillén Cruz et al., (2006) para una serie de Bacillus aislados de
suelo con potencial actividad contra hongos fitopatdgenos. Los Bacillus aislados
por Guillén Cruz et al.,, (2006) presentaron formacion de endospora y dieron
negativo a la prueba de oxidasa y positivo a la prueba de catalasa, resultando

correspondientes a B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y B. subtilis.

38



“Busqueda e identificacién de microorganismos con actividad
queratinolitica”

Cuadro 6. Resultados de la identificacién de las cepas seleccionadas.

Prueba Resultado
J19 J27 J28
Reaccion KOH - - -
Gram + + +
Catalasa + + +
Oxidasa - - +
Endospora + + +

Considerando los resultados de las pruebas primarias de identificacion, a estas
cepas se les realiz6 extraccion, visualizacion, amplificacion y secuenciacion del
gen 16S. En la Figura 8, se muestran los amplificados visualizados por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %. En la amplificacién se observo la
presencia de una sola banda en las cepas J27, J28 y J19. Dichas bandas
correspondieron a un tamafio aproximado de 400 pb; estos amplificados fueron
purificados para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas se compararon con
las existentes en los bancos de genes para corroborar la identidad de las
especies. Los resultados en BLAST mostraron que la secuencia J19 correspondio
a la cepa Bacillus subtilis con un 87% de homologia, mientras que para las cepas
J27 y J28 se tuvieron para ambas un porcentaje de homologia de 88% con
Bacillus subtilis. Sin embargo, los porcentajes de homologia encontrados son
bajos para considerar la confiabilidad de los mismos; por lo que, se considero que
la identificacion parcial confirma que las cepas J19 y J27 pertenecen al género
Bacillus sp.

Por otra parte, la empresa Biorganix Mexicana realizd pruebas adicionales para
obtener el perfil completo de la cepa J28, por considerar los resultados generados
a partir de esta cepa de relevancia para la ejecucion del proyecto
“Aprovechamiento de un residuo de la industria avicola (plumas de ave) para la
obtencion de aminoacidos a través de degradacién microbiana” (COAH-2010-C15-

149538); este andlisis se llevd a cabo por solicitud a la Coleccién Microbiana del
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Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV).

400 pb

100

Figura 8. Visualizacién del segmento de 400 pb amplificados de las cepas J27 y J28, 1) Marcador 100 pb
DNA Ladder, 2) J27, 3) J27, repeticién, 4) J28 y 5) J28, repeticion.

Los resultados generados de las pruebas de identificacion realizados por el
CINVESTAV, confirmaron la identificacion de la cepa J28 como Bacillus firmus, las
pruebas D-manitol, esculina, almidén y glucégeno resultaron negativas y aunque

son predominante positivas, no son primordiales para su caracterizacion.

Bacillus firmus se ha utilizado para la decoloracion de poliéster y otras telas
(Arora et al., 2011) ademas produce sustancias antimicrobianas activas contra
diferentes cepas de Bacillus y son capaces de inhibir bacterias sulfo-reductoras
(Korenblum et al., 2005; Korenblum et al.,, 2008). Esta especie tiene una
capacidad de adsorcion de metales (Ahluwalia y Goyal, 2007) y algunas cepas
forman carotenoides (Pane et al., 1998). Es una especie comun en la piel (Bidel y
LeBrun, 1975) y no se considera patogénica para el ser humano (Mickova et al.,
2001); y ya que presentd un interesante comportamiento para la liberacién de GAL
a partir de la degradacion de plumas de ave, esta cepa puede considerarse como

potencial para su aplicacion en la agroindustria.
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Para fines de la investigacion se cumplié el objetivo principal propuesto, al
lograrse seleccionar e identificar cepas con alto potencial queratinolitico, siendo
mejor la cepa J28, seguida de las cepas J27 y J19.

Este trabajo permitird la continuidad de una serie de pruebas para optimizar la
produccion de aminoacidos a partir de plumas de ave, desecho de la industria

avicola, y su potencial aplicacion en la obtencién de productos de alto valor
agregado.
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5. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 fisicoquimicamente las plumas de ave que fueron

utilizadas como sustrato no convencional en esta investigacion.

Se seleccionaron las cepas J19, J27 y J28 que presentaron los titulos
mas altos en las pruebas de degradacion de queratina de las 28

estudiadas en la investigacion.

Las cepas fueron identificadas como pertenecientes al género Bacillus;
mientras que la cepa J28 (cepa que presentd mayor actividad

queratinolitica) fue confirmada como Bacillus firmus.

La investigacion realizada confirma la factibilidad del uso de las plumas
de ave (residuo industrial) como sustrato para microorganismos con
actividad queratinolitica (Bacillus spp.), para la obtenciéon de productos

con alto valor agregado.
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