BENEMERITA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA G&)

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS presadcetendm Qimias vy

INSTITUTO DE CIENCIAS )
CENTRO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS MICROBIOLOGICAS
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE SUELOS

Estrategia biotecnoldgica para la biodegradacion de la
pluma de pollo con bacterias productoras de enzimas
gueratinasas

TESIS

Para obtener el titulo de:
Licenciatura en Quimico Farmacobidlogo

PRESENTA:
Luis Enrigue Hernandez Guzman

DIRECTOR DE TESIS:
M. en C. Moisés Graciano Carcaio Montiel

ASESORA
Dra. Lucia Lopez Reyes

ASESORA TECNICA
Dra. Reyna Del Consuelo Almiray Pinzon De Dios

Septiembre 2020



Agradecimientos

A mis padres Leticia Guzman Reyes y Luis E. Hernandez Barba por estar en cada
etapa de mi vida, apoyarme y forjar lo que soy.

A mis hermanos Ari, Diana y Eduardo, que estuvieron ayudandome en toda mi
vida y jamas permitieron que me rindiera.

A mis abuelos Concepcidn, Elizabeth, Bartolo y José, que siempre vieron por mis
hermanos y por mi, aun sin que nosotros lo pidiéramos.

A mis tios Viridiana, Wilder, Dante, que me escucharon y me ensefiaron muchas
cosas de la vida.

A mis padrinos Guadalupe y Alfonso, porque muchas veces vieron por mi familia.

Al Maestro Moisés que me dio la oportunidad de integrarme al laboratorio de
microbiologia de suelos y me permitié quedarme aun después de terminar mi
estancia, me dio a oportunidad de desarrollar algo mas que un solo proyecto y
darme cuenta lo que en verdad me apasiona.

A la Dra. Lucia que me ayudo en mi proyecto en todos los sentidos y muchas
veces me motivo para seguir con el trabajo.

A la Ing. Elizabeth y a la Bidl. Leticia, que no solo me ensefiaron y reforzaron mis
conocimientos, sino también siempre estuvieron al pendiente de miy no solo
académicamente, me ayudardn en muchos aspectos de mi vida y estoy en deuda
con ellas.

A mis Amigos de laboratorio Alejandra, Ceci, Joselyne, Jesus, Frank, Joaquin y
Héctor, por todos los momentos alegres que tuvimos y hacerme sentir en casa.

A la Ing. Alexa por todo el tiempo que me ayudo en cada parte de mi trabajo y por
todas las charlas que me daba, su motivacibn me ayudé mucho con las ultimas
etapas del proyecto.

A mis mejores amigos Jaz, Esther, Maurilio, Lalo, Arnulfo, Alexis y Paul, que
estuvieron conmigo en el transcurso de la carrera apoyandome y de darme los
mejores recuerdos de esta bonita etapa, que se volvieron mas que mis amigos 'y a
los cuales estimo mucho. Gracias por tolerarme.

A Yesenia, gracias por todo lo que has hecho por mi, por ser mi confidente y mi
fuerza.



Dedicatoria

A Ne y Tochi que siempre creyeron en mi.

A mis hermanos Diana, Godi y Lalo, si se puede y sé que ustedes también lo
lograran.



indice

1.

2.

3.
3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.4
34.1
3.4.2
3.5
3.5.1
3.5.2
3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
4.

5.

6.
6.1
6.2

RESUMEN ... e e e 9
INTFOAUCCION ... 10
IMAICO TEONICO ..o e e 12
Residuos agroindUSLHalEs ..............uvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 12
Residuos en la aviCultura ..........ooeuvveiiiiiieeeeeee e 12
o 18] 0= LU 12
Usos de la pluma de Pollo.........coevvviiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 13
Proteina fIDroSa.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii 14
(@ 11T = 11 = USSP 14
HOJA B 15
Microorganismos productores de queratinasas...........cccceeevvvveieeeeeennn. 15
QUETALINASAS ...uuu e eiiieieeee ettt e et e ettt e e e et e e e e e et e e e e e sba e e e e eabaeeeeens 16
Mecanismo de degradaciéon de queratina en las plumas ................. 16
SUBIO e 17
Ciclo del carbONO0 ...........uuuiiiiiiiiiiiii 17
Materia OFQANICA ..........covvuiiiiiee e e 18
COMPOSE ...t 19
Planteamiento del problema............cooooii, 20
JUSHIfICACION ... 21
(@] 11 1)V TP PPPPPPPPP 22
(7= 01T - | 22
T (o0 P 22
HIDOTESIS .o 23

Disefio de iNVeStIgaCiON...........ccoeiiiiiiiieecee e 24



S 200 R T o To R0 [T =T (F o | o 24

8.2  Tamafo dE MUESHIA .......uuuuiiie it 24
8.3 Sede y lugar de eStUdIO............uuuuumummmmiiiiiiiiiiiiiiiii 24
8.4  Periodo d& MUESIIEO ......uuuueiiieieieeeieeiiie e 24
8.5  CriterioS de INCIUSION ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinriaeaaenaeerarnennnanenaannne 24
8.6 CriterioS de eXCIUSION ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiinnereaaenerrannennnaennnnnnne 24
8.7  Andlisis estadistico de la informacion............ccccccvvvviiiiiiiniiieiinnns 24
8.8  RECUISOS NUMANOS ......covviiiiiiieeiiiiiiiiie e 25
8.9  RECUISOS MALErAleS.......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaeebiee e 25
8.10 RECUISOS fINANCIEIOS ... ..uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiintiaaerirereeebaeeerereeanaenane 25
9.  MaterialeS Y MELOUOS ........uuuiiiiieiiiiiice e 26
9.1  Material biolOQICO ......coceviiiiiie i 26

9.2  Sitio de muestreo para el aislamiento de bacterias con actividad

QUETAEINMEISA .. 26
9.3  FASE dE MUESIIBO ....coeeeeiiiiiee et 26
9.4  Diagnéstico microbiolégico y aislamiento de otras bacterias.............. 27
9.5 Aislamiento de BacCilluS SP........ccooviiriiiiiiiiieeeeeeeie e 27
9.6  Caracterizacion morfoldgica, actividad catalasa, oxidasa y O/F......... 27
9.7 Degradacion de qUEratiNng ............cceeeeeeeiiiiiiiiiiieeee e eeieieeeee e e e e 27
9.7.1 Degradaciéon de queratina en medio de cultivo ..., 27

9.7.2 Indice de degradacién y crecimiento en medio de cultivo APA sélido

CON VariaCiones de PH .....oovui i 28
9.7.3 Indice de solubilizacion y actividad queratinolitica de la B-queratina 28

9.8 Caracterizacion bioquimica de cepas bacterianas con actividad
queratinolitica por medio de sistema API 20NE...........cccccoovviiiiiiiiiiiiiineeeee, 28



9.9 Aplicacion de bacterias degradadoras de queratina como prueba de

COMPOSEAJE AE PIUMES ...ttt 29
10. Resultados Y diSCUSION ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 31
10.1  SitiO 0€ MUESIIEO .....vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it 31
10.2 DiagnGstico MICrobIOlIOQICO......ccceeiiiiiiiiiiiiiieiee e 31

10.3 Aislamiento y caracterizacion morfolégica, actividad catalasa, oxidasa
y O/F 32

10.4 Degradacion de qUEratiNna ..........cccceevvreriiiiiiiieeeeeeeeeiee e e 33
10.4.1 Degradacion de queratina en medio de Cultivo ...............ccceevvvvvnnnnnn. 33

10.4.2 indice de degradacion y crecimiento en medio APA sélido con

variaciones de PH ... 34
10.4.3 Indice de solubilizacién y actividad queratinolitica de la B-queratina 37

10.5 Caracterizacion bioquimica de cepas con actividad queratinolitica por
medio de sistema API 20NE ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee s 39

10.6 Aplicacion de bacterias degradadoras de queratina como propuesta de

COMPOSEAJE A€ PIUMAS ... e 41
0 o o 11153 o] 1= SR 46

12, BiblOgrafia ........eueeeiiiieeeie e 47



indice de figuras

Figura 1. Mecanismo de actividad queratinolitica por enzimas queratinasas........ 16
Figura 2. Tiradero de plumas al aire libre ubicado en el municipio de San José
=2 Vo3 | o] T PP 26
Figura 3. Muestras recolectadas del tiradero de plumas ............ccccccuviviiiiiinnnnnnns 31
Figura 4. Placas de dilucion de muestras M1 y M2 para el conteo de bacterias
A TST Y0 1T T 33
Figura 5. Placas de medio APA inoculadas con un crecimiento de 48 h a
TEMPEratUra 08 32°C ...ttt e 33
Figura 6. Didmetros de crecimiento de colonias bacterianas en funcion a pH de 6,
7Y 8 rESPECHVAMENTE. .....eeiiiiiiiiiee et e e e 35
Figura 7 Degradacion de PIUMA ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiecee e 37

Figura 8. Actividad queratinolitica de la B-queratina...............ccceeevveevvviinieeeereeennns 38



indice de cuadros

Cuadro 1. Analisis microbiolégico de suelo con residuos avicolas....................... 32
Cuadro 2. Bacterias aisladas de muestras de residuos avicolas ..........cccovvvuneenn.. 32

Cuadro 3. Halos de crecimiento de diferentes cepas en actividad queratinolitica en

medio APA con variaCiones de PH ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 36
Cuadro 4. Actividad queratinolitica de la B-queratina...............cccooeeeeeeiieeeee, 39
Cuadro 5. Identificacion de cepas bacterianas............cccccceeeiiiiiiiiiiee e 40

Cuadro 6. Aplicacion de bacterias productoras de enzimas queratinoliticas para el
proceso de compostaje en ensayo de invernadero por tratamiento, clave y
(o0 01 (=T 0 o o 1SR 41
Cuadro 7. Evaluacién de indice de acidez o alcalinidad ...................oeeeeeeeeeeeen. 43

Cuadro 8. Evaluacion de materia organica disponible ..............cccceveeiiieiiiniiinnnee. 43



1. Resumen

La avicultura nacional es un campo muy explotado, debido a ello hay un
aumento en la cantidad de residuos generados desde la crianza hasta el sacrificio
de aves. Las plumas representan del 5% al 10% del peso vivo del ave, por lo que
se ha registrado que hay una produccion de alrededor de cinco millones de
toneladas al afio a nivel mundial. Las plumas presentan una estructura compleja,
constituida principalmente de queratina, lo cual provoca que su degradacion sea
lenta. Se han descrito bacterias y hongos que producen enzimas queratinoliticas
capaces de degradar la estructura de la queratina por accion sobre los enlaces di-
sulfuro y los enlaces peptidicos. El objetivo del trabajo es desarrollar una
estrategia biotecnoldgica para la reduccion de residuos avicolas a partir de
bacterias aisladas del suelo que presenten actividad queratinolitica. Se realizo el
conteo de la poblacion bacteriana asociada a plumas en diferentes estados de
descomposicion. Se aislaron 47 bacterias de las cuales 16 presentaron actividad
queratinolitica. Se evalué la actividad de las queratinasas en distintos pH y
también la degradaciéon de la B-queratina en todas las bacterias prospecto. Tres
cepas fueron seleccionas por su eficiente actividad enzimatica para la degradacion
de plumas in vitro. Las cepas fueron identificadas como Brevundimonas
vesicularis, Burkholderia cepacia y una no identificada. Se evalu6 la actividad
queratinolitica de las tres bacterias mediante un disefio de bloques al azar donde
se aplicaron cuatro tratamientos, un testigo con Chryseobacterium indologenes y
un tratamiento control. Se mezcldé suelo-plumas-bacterias en relacién 1:8 y se
mantuvo a humedad constante y se evalud la degradacién a través de cinco
muestreos mensuales. Se observé en todos los tratamientos una variacion en el
pH desde el segundo mes de inoculacion con un promedio de pH 4.5,
posiblemente por el rompimiento de puentes di-sulfuro, la produccion de acidos
carbonicos, COz, liberacion de N2 y iones amoniaco, ademas un aumento en el
porcentaje de materia organica con respecto del control. El tratamiento con
Chryseobacterium indologenes fue mas eficiente en la degradacion biotecnolégica

de plumas en un periodo de 150 dias.



2. Introduccidn

La avicultura nacional es un campo muy importante en la produccion
agrupecuaria, en el 2018 se produjeron 3.470 millones de toneladas de carne de
pollo superando a la res y al puerco con una diferencia del 15 y 19.8 por ciento
respectivamente (UNA, 2019; Enciso et al., 2017). Debido a ello, hay un aumento
de la cantidad de residuos generados desde la crianza hasta el sacrificio de la
gallina, los cuales si no se tratan adecuadamente pueden ser vectores de

organismos patdgenos que afecten la calidad del suelo, agua y aire (FAO, 2019).

Las plumas son uno de los principales desechos generados, que
representan entre un cinco y diez por ciento del peso vivo del animal (Williams,
2013; Valls, 2017). En el afio de 2009 se reportd a nivel industrial se produjeron
alrededor de cinco millones de toneladas de plumas mundialmente (Kalaikumari et
al., 2018). Las plumas de pollo al tener una estructura a base de queratina
provocan que su degradacién natural sea lenta. La queratina es una proteina
fibrosa que puede encontrarse en cabello, lana, ufias, plumas, cuero y garras de
animales. Conformada por 19 aminoacidos principalmente cisteina, lisina, prolina y
serina (Ma et al, 2016). Su descomposicién es muy lenta ya que tiene un alto
grado de entrecruzamientos debido a que presenta puentes di-sulfuro, puentes de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas (Zhang et al., 2013). Las queratinasas son
enzimas proteoliticas capaces de alterar la estructura de la queratina actuando
sobre los enlaces di-sulfuro. Se han descrito bacterias y hongos que producen
queratinasas, permitiendo asi la reduccibn de estructuras compuestas de

queratina.

Algunos microorganismos que se han descrito como productores de
gueratinasas son Aspergillus sp., Alternaria radicina, Tricurus spiralis,
Stachybotrys atra, Onygena sp., Penicillium sp., Absidia sp., Rhizomucor sp.,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. gallinae, Microsporum canis, M.
gypseum, Streptomyces pactum, S. albus, S. thermoviolaceus, S. fradiae, Bacillus
sp., Fervidobacterium pennovorans, Chryseobacterium y Kocuria rosea
(Suntornsuk y Suntornsuk, 2003; Coello et al., 2000; Célin et al., 2017).
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Por ello, este trabajo propone utilizar microorganismos endémicos del suelo
que produzcan queratinasas como una alternativa para transformar los desechos

de plumas de pollo que se producen en la industria avicola.
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3. Marco teorico
3.1 Residuos agroindustriales

El sector agroindustrial es una parte que implica a productos de la industria
agropecuaria, silvicultura y pesca, dividiéndose en dos categorias, alimentaria y no
alimentaria (FIRCO, 2017). Los residuos agroindustriales se definen como
materiales en estado solido o liquido generados a partir del consumo directo de
productos primaros o de su industrializacién y que ya no son de utilidad para el
proceso que se generd (Saval, 2012). El desarrollo de la agroindustria ha traido
ventajas a la sociedad y esto a su vez provoca un incremento de residuos. La falta
de conciencia en la proteccion del medio ambiente ha facilitado que los residuos
sean mal manejados y de esta manera sean vectores de contaminacién para el

suelo, agua y aire (Cury et al., 2017).

3.2 Residuos en la avicultura

Los desechos generados en los mataderos de aves de corral comprenden
desde el agua de elaboracion y subproductos solidos organicos. Los rendimientos
de los canales de las aves representan entre el 70 - 75% aproximadamente del
peso vivo. Uno de los residuos sélidos generados son las plumas, las cuales
constituyen entre un 5 a 10 % aproximado del peso vivo de las aves (Williams,
2013; Valls, 2017). En el 2009 se reportd que las industrias avicolas presentes en
todo el mundo pueden producir alrededor de cinco millones de toneladas de
residuos de plumas por afio (Kalaikumari et al., 2018). Si no se llega a controlar
este tipo de residuos podria convertirse en un vector de organismos patdégenos,

con afectaciones a la calidad del agua, suelo y aire (FAO, 2019).

3.3 Plumas

Las plumas son estructuras epidérmicas formadas por eje central rigido
llamado raquis con paletas mas suaves en los lados que a su vez, se compone de
numerosas ramas laterales llamadas barbas (Quintero et al., 2017). Algunas de las
cualidades que presenta la pluma es su resistencia al agua, una constitucion

liviana que a la vez facilita el aislamiento térmico, son rigidas y/o flexibles, lo cual
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permite a las aves diversas funciones como proteccion, exhibicion, camuflaje,
retencion de calor y vuelo (Kowata et al., 2014). Se ha reportado que el 90 % de la
pluma presenta queratina, tanto la a-queratina y B-queratina estan expresadas en
distintas partes de las plumas, encontrando una composicion de 41-67% de a-

gueratina y 33-38% de B-queratina (Barone et al., 2005; Tamreihao et al., 2019).

3.3.1 Usos delaplumade pollo

La disposicién final de las plumas de pollo son métodos de desecho como
la incineracion o descarga en rellenos sanitarios, favoreciendo la produccién de
particulas como monoxido de carbono, diéxido de carbono, dioxinas, 6xido de
nitrogeno y azufre, entre otras, que pueden repercutir en la salud del humano
(Stingone y Wing, 2011). Otro fin que tienen las plumas, es el uso con fines
decorativos en algunos atuendos de distintas culturas o formaban parte de
tratamientos médicos tradicionales (Tesfaye et al., 2017). También, se ha aplicado
como un suplemento alimenticio en el sector agricultor, debido al alto grado
proteico que tiene la harina de plumas; para esto sufre procesos térmicos y de
presion alta; sin embargo, contiene un bajo valor nutrimental por desbalances de
aminoécidos esenciales y la formacion de aminoécidos no nutritivos (Coello et al.,
2003). Se han aprovechado por parte del sector industrial textil, incorporandolo
como parte de fibras o articulos (almohadas, chamarras, plumeros, etc) (Tesfaye
et al., 2017).

Gracias a la composicion quimica y la facilidad de disponibilidad se ha visto
que presenta un gran potencial en el sector industrial como materia prima,
utilizandolas desde la formacién de biopeliculas para la sustitucion de plasticos
(Calle y Ruiz, 2017), como para obtencion de queratina cosmeética, asi como
aplicaciones en la biomedicina (Florida, 2019), y como fuente de bioenergia
(Kwiatkowski et al. 2013).

Por otra parte, se ha demostrado que tiene un gran impacto en la aplicacion
de fertilizantes ya que estructuralmente contiene niveles altos de nitrégeno por la
cantidad de aminoacidos que conforma su estructura (Zhang et al.,, 2013). Asi

mismo, algunos aminoacidos son bioestimulantes del crecimiento vegetativo, al
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favorecer la absorcion de nutrientes a la planta y tolerancia al estrés abiotico y
bi6tico. EI compostaje de plumas genera un aumento de materia organica en el

suelo, lo cual favorece a la fertilidad del suelo (Gurav y Jadhav, 2012).

3.4 Proteinafibrosa

Las proteinas fibrosas son estructuras muy importantes, desempefian
funciones estructurales en células y tejidos animales. Son moléculas alargadas
con una estructura secundaria bien definida (Mathews et al., 2002). Su secuencia
de aminoacidos repetitivos otorga propiedades tanto mecanicas y arquitectonicas
a las proteinas (Costa et al., 2018). Asi mismo, la posicion de los aminoacidos da
lugar a conjuntos de cadenas polipeptidicas dispuestas en una hebra o membrana
(Nelson et al., 2005).

3.4.1 Queratina

La queratina es una de las proteinas fibrosas mas abundantes que conforman
distintas estructuras como plumas, cabello, ufias (Aluigi et al., 2008); esta formada
por 19 aminoacidos de los cuales, los principales son lisina, cistina, prolina y
serina (Gopinath et al.,, 2015). Estructuralmente, presenta interacciones no
covalentes (puentes de hidrogeno, fuerzas estéticas, fuerzas hidréfobas) e
interacciones covalentes (puentes disulfuro) (Zhang et al., 2013). Debido a este
tipo de interacciones su estabilidad es muy alta, haciéndola insoluble en agua,
acidos débiles y solventes organicos, también es insensible a ataques enzimaticos
como la tripsina o la pepsina (Ma et al., 2016; Abdel-Fattah et al., 2018; Tamreihao
et al., 2019). Presenta distintas estructuras secundarias en su conformacion y con
ello se clasifica en a-queratinas y B-queratinas; las a-queratinas se componen de
bobinas helicoidales a que se autoensamblan en filamentos intermedios, las [3-
queratinas son ricas en laminas B plegadas (Lange et al., 2016). La B-queratina es
mas accesible para la degradacion por algunas queratinasas que la a-queratina,
debido a que presenta menos enlaces disulfuro y exhibe una mayor porosidad
(Lange et al., 2016; Kalaikumari et al., 2018).
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3.4.2 HojaB

La conformacion B es una estructura de aminoacidos mas extendida y su
esqueleto presenta una forma de zigzag. Este tipo de estructuras se pueden unir
en forma de pliegues, denominados hojas 3 (Nelson et al., 2005). La hoja B es la
formacion de enlaces de hidrégeno entre los segmentos adyacentes de una
cadena, la mayoria de los grupos polares amino estan unidos por puentes de
hidrégeno (Petsko y Ringe, 2004).

3.5 Microorganismos productores de queratinasas

La diversidad de microorganismos que generan queratinasas es extensa, se
han reportado bacterias, actinomicetos y hongos. Bacterias como: Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis y Chryseobacterium son las mas estudiadas y con
mayor aplicacion en el sector industrial (Calin et al., 2017). Sin embargo, también
se tiene de registro de otras bacterias como: Bacillus cereus, Pseudomonas sp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Kocuria rosea, Serratia, Microbacterium,
Lysobacter, entre otras (Kothari et al.,, 2017); dentro del grupo de hongos
filamentosos como Aspergillus spp., Alternaria radicina, Tricurus spiralis,
Stachybotrys atra, Onygena sp., Penicillium sp., Absidia sp., Rhizomucor sp.,
Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. gallinae, Microsporum canis, M.
gypseum de igual manera presentan actividad queratinolitica (Lange et al., 2016).

Se han encontrado microorganismos que producen enzimas extracelulares
o intercelulares, las cuales presentan distintas actividades a nivel industrial, lo que
facilita procesos quimicos para la obtencibn de moléculas especificas (Liu y
Kokare, 2017). Su alta especificidad para generar transformaciones de moléculas
y las condiciones poco agresivas necesarias para operar las enzimas son
caracteristicas que han permitido su interés como biocatalizadores.
La biocatalisis es una herramienta estratégica que permite el desarrollo de manera
sustentable el procesamiento de la transformacion de compuestos quimicos, con
aplicacién en el sector farmacéutico, agricultor y alimenticio (Castillo y Rodriguez,
2014).
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3.5.1 Queratinasas

Las queratinasas son serina-proteasas 0 metaloproteasas con funcion
queratinolitica, estas enzimas son predominantemente extracelulares y son
producidas por microorganismos que crecen en medio rico en queratina (Calin et
al., 2017). Presentan un alto grado de interés a nivel industrial por la degradacién
de proteinas complejas, proporcionando aminodcidos, péptidos y proteinas
solubles. (Gupta & Ramnani, 2006; Kothari et al., 2017). Se caracterizan por
presentar un amplio rango de temperatura y pH, el cual, le permite completar la

degradacion de sustratos (Vidmar & Vodovnik, 2018).

3.5.2 Mecanismo de degradaciéon de queratina en las plumas

El mecanismo de degradacién de la queratina en las plumas por bacterias
queratinoliticas se da por dos procesos; la sulfitolisis y la protedlisis (Koenillowicz-
Kowalska y Bohacz, 2011). La sulfitdlisis es realizada por la enzima reductasa
disulfuro, la cual, provoca la reduccién de los enlaces disulfuro cambiando la
estructura aminoacidica en la lamina 8 de la queratina; esto a su vez, da lugar a
diferentes sitios hidroliticos para un ataque proteolitico en la queratina como se
muestra en la figura 1. La sulfitélisis da lugar a la presencia de compuestos
reductores como sulfuro de sodio, ditiotreitol, mercaptoetanol, glucation, cisteina y
acido tioglicélico (Vidmar y Vodovnik, 2018). Se ha propuesto que la degradacion
de la queratina por actividad proteolitica da lugar a reacciones de desaminacién y
liberaciébn de nitr6geno en exceso como iones de amonio, elevando asi el pH
(Tamreihao et al., 2019).

e %
..—O_w """ ’I'—..j
%\ %y
AN
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.' ‘. ‘ Cgmoenidazes /] Reeductass disuliuro
...Ls_/tsl.y <= Sl :u Amimcdcider

Figura 1. Mecanismo de actividad queratinolitica por enzimas queratinasas. Lange et al.,
(2016)
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3.6 Suelo

El suelo forma parte de una capa de la superficie terrestre y constituye una
interfase entre la litosfera, la biosfera y la atmosfera (Porta et al., 2008). El suelo
se refiere a la superficie formada a partir de rocas en un proceso que intervienen
fuerzas fisicas, quimicas y biolégicas, que son capaces de servir como habitat
para los organismos (Crespo, 2004). El suelo se constituye principalmente por una
fase orgénica; formada por un proceso de descomposicion de animales, plantas y
microorganismos, y una fase inorganica; formada por minerales debido al
desgaste de las piedras y procesos quimicos. El suelo es un medio proliferante de
microorganismos que regularmente se encuentran concentraciones de 10° a 10°
unidades formadoras de colonias de bacterias por gramo de suelo (UFC g%)
(Atlas y Bartha, 2002).

3.6.1 Ciclo del carbono

El carb6n es uno de los elementos mas importantes del planeta, constituye
estructuras moleculares como proteinas, forma parte de la fotosintesis y se
combina con distintos elementos para formar numerosos procesos vitales (Grace,
2013). El ciclo del carbono es uno de los ciclos biogeoquimicos por los que
muchos organismos reutilizan elementos vitales como el nitrdgeno, el azufre y el
fésforo (DellaSala, 2018). Organismos fotoautétrofos por medio de la fotosintesis
se incorpora el diéxido de carbono. Después, quimioheterétrofos se alimentan de
los fotoautotrofos, permitiendo una resintesis de los atomos de carbono del diéxido
de carbono. La energia que generan los gquimioheter6trofos es adquirida por
moléculas organicas que a través de la respiracion se libera y el dioxido de
carbono vuelve a estar disponible. Por medio de las excreciones o cadaveres de
plantas y animales, sus compuestos organicos que los conforman pueden ser
degradados por la actividad microbiana de la biota del suelo. Produciendo
variedad de productos finales, una oxidacion completa a dioxido de carbono y
agua para integrarlo nuevamente a la atmosfera (Tortora et al., 2007; Solomon et
al., 2013).
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3.6.2 Materia organica

La materia organica es la mezcla heterogénea de residuos en
descomposicion de la vegetacion y raices, restos y secreciones de animales
(Sanchez et al., 2005). Esto permite que elementos como carbono, nitrégeno,
fésforo, azufre y otros elementos sean liberados para ser aprovechados por las
plantas, ejerciendo un efecto en beneficio no solo como fertilizante, sino también
mejorando sus caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (Atlas y Bartha, 2002).
La cantidad de materia organica esta en funcion de la cantidad de residuos que
entran al suelo y de las tasas de descomposicion de éstos. Factores como el
clima, tipo y calidad del suelo son importantes para regular el proceso de
descomposicion (Espinoza, 2004).

La actividad biolégica para el proceso de descomposicion de residuos se
constituye por mdltiples organismos vivos como protozoarios, insectos y
microorganismos, los cuales son responsables de toda la bioactividad que tiene
como resultado disponibilidad de nutrientes y la génesis del suelo (Aguilera, 2000).
Se puede clasificar a la materia organica en dos variantes con respecto a su
complejidad: materia organica fresca, se conforma por restos de animales, plantas
y organismos en forma incompleta; la materia organica estable, constituida por
productos resultantes de la descomposicién de los residuos organicos, sintesis
microbiana y compuestos humicos (Conti, 2000). A medida que la materia
organica fresca se va consumiendo, las bacterias y hongos transforman elementos
contenidos en los compuestos organicos en formas inorganicas (Smith y Smith,
2007). Se denomina mineralizacién a la degradacion completa de un compuesto
en sus componentes inorganicos y puede ser aerobia o anaerobia (Atlas y Bartha,
2002).

En la mineralizacion aerobia, la materia organica sufre un proceso de
oxidacion, permitiendo una completa degradacién en CO2 y en H20 y si la
molécula original presenta N, S y P en NOsz, S04 y PO4.
En la mineralizaciébn anaerobia, los productos de la degradacion de la materia

orgéanica son CHa, y CO2, H2, NHs, H2S y PO4%. Este proceso se desarrolla gracias
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a la respiracion anaerobia en la que elementos reducibles sirven como aceptores

de electrones terminales en lugar de Oz (Lutz, 2002).

Simultdneamente durante el proceso de descomposicion y mineralizacion
ocurre otro proceso, la humificacién. La humificacion es un proceso complejo que
da como resultante moléculas estables a partir de residuos con mayor complejidad
en su biodegradacion (como ligninas) y por residuos carbonados de bajo peso
molecular como azucares; alcoholes; aminoacidos; 4cidos grasos; bases puricas y
piridinicas para la formacion de precursores de humus y esto a su vez dando como
productos sustancias humicas (Conti, 2000; Porta et al., 2008). El proceso de
humificacion se caracteriza de manera general por sus reacciones quimicas, la
formacién de moléculas complejas y compuestos organicos con mayor estabilidad.
Su formacién es mediada por factores que van desde la naturaleza de los residuos
como condiciones externas (aireacion, humedad, temperatura y acidez) (Porta et
al., 2003).

3.6.3 Compost

La formacion del compost es la mezcla de la materia organica en
descomposicion bajo condiciones aerobias y se emplea para mejorar la estructura
del suelo y proporcionar nutrientes (Roman et al., 2013). En la produccion de
compost se aprovechan los residuos organicos generados por la ingesta o
procesamiento de alimentos para asi utilizarlos como un fertilizante organico
(Reynolds et al., 2015). El tipo de material empleado para la formacion del
compost dard las caracteristicas quimicas y fisicas en él, como condiciones de
operacion y el grado de descomposicion obtenido. Factores como actividad
microbiana, oxigenacion, humedad y temperatura; son factores que median el

compostaje (Vazquez et al., 2015).
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4. Planteamiento del problema

El sector avicola nacional es un campo muy explotado debido al alto consumo
de sus productos. En el afio 2018 se produjeron mas de 3 millones de toneladas
de carne de pollo, es uno de los carnicos con mayor produccion en México (UNA,
2019). Las plumas contienen un alto grado proteico, son los residuos generados
en el sacrificio de gallinas con mayor impacto en el ambiente. Su conformacion
molecular dificulta la degradacion de manera natural por el tipo de enlaces que se
forman en la estructura. Este tipo de residuo al ser mal procesado en los rellenos
sanitarios, son vectores de organismos patdgenos que afecten la calidad del
suelo, agua y aire, propiciando enfermedades en comunidades que se encuentren

alrededor del relleno sanitario.

Ante esta problematica ambiental, es necesario desarrollar estrategias que
mejoren su degradacion y permita aprovechar las plumas de pollo y darle un valor

agregado a este recurso.
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5. Justificacion
La pluma de gallina es uno de los residuos generados por la industria avicola
con mayor impacto ambiental negativo, ya que por su alto contenido en queratina

su descomposicion de manera natural es lenta.

La mala disposicion de los desechos avicolas puede predisponer a las plumas
para incrementar poblaciones de insectos, pardsitos o microorganismos que
afecten a la poblacion aledafia, al mismo tiempo podrian afectar la calidad del
suelo, agua y aire de zonas cercanas a los rellenos sanitarios. Gran parte de los
residuos no son tratados de manera apropiada por lo que se tienen que buscar
alternativas en las que se aproveche el alto grado proteico que se presenta en las
plumas y mejore su descomposicion final. La pluma presenta una estructura

quimica con B-queratina y propicia la descomposicion de ésta.

En este proyecto se pretende aplicar bacterias que produzcan enzimas
queratinasas, las cuales facilitarian la descomposicién de la pluma y a su vez

aportarian beneficios al suelo ya que aumentaria la materia organica.
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6. Objetivo

6.1 General
Desarrollar una estrategia biotecnolégica a través de bacterias que produzcan

enzimas queratinasas que degraden la B-queratina de las plumas de pollo.

6.2 Particulares

e Realizar una evaluacion microbioldgica del suelo que esté en contacto con
las plumas de pollo para detectar posibles bacterias con actividad
queratinolitica.

e Aislar bacterias con actividad queratinolitica de suelo-plumas.

e Evaluar la actividad queratinolitica de las bacterias a través de enzimas que
degraden la B-queratina.

e Determinar la degradacion de las plumas, mediante la presencia de acidez

(pH) y materia orgénica en la mezcla de suelo-plumas.
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7. Hipotesis

Hipotesis alternativa:

Algunas bacterias aisladas del sistema suelo-plumas, pueden producir

enzimas queratinasas, lo que favorece la degradacion de las plumas.
Hipotesis nula:

Algunas bacterias aisladas del sistema suelo-plumas no producen enzimas

queratinasas, dificultando la degradacion de las plumas.
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8. Disefo de investigacion

8.1 Tipo de estudio
Se realizd un estudio prospectivo, longitudinal y comparativo de diferentes

bacterias con actividad queratinolitica aisladas del sistema suelo-pluma.

8.2 Tamafo de muestra

Corresponde a 5 tratamientos:
1. Evaluaciéon microbioldgica del sistema suelo-pluma

8.3 Sedey lugar de estudio

Se realizar4 en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos, del Centro de
Investigaciones en Ciencias Microbiologicas, de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla. Ubicado en el edificio IC11 en Ciudad Universitaria, Puebla,
Puebla.

8.4 Periodo de muestreo
Octubre 2018 — Junio 2019

8.5 Criterios de inclusion
Para los tratamientos: se incluirdn las bacterias que favorezcan la

degradacion de plumas.

8.6 Criterios de exclusion
Para los tratamientos: se excluiran las bacterias con nula eficiencia de la

degradacion de las plumas.

8.7 Andlisis estadistico de la informacion
Los datos se analizaron por el método de analisis de varianza (ANOVA) y
para diferenciar entre los tratamientos se utilizara la prueba de Fisher a P=0.1 de

significancia.
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8.8 Recursos humanos
Miembros del cuerpo académico de Microbiologia del Suelo BUAP CA-99
integrado por:

Director de tesis: M.C. Moisés Graciano Carcafio Montiel
Asesora de tesis: Dra. Lucia Lopez Reyes

Personal de Servicios Profesionales

Tesista becario: Luis Enrique Herndndez Guzmaén

8.9 Recursos materiales
Material de vidrio y plastico, equipos, medios de cultivo y reactivos seran
suministrados por el Laboratorio de Microbiologia de Suelos del Centro de

Investigaciones en Ciencias Microbioldgicas, ICUAP.

8.10 Recursos financieros

Esta investigacion sera financiada por el programa de biofertilizantes
“BiofertiBUAP y BiofosfoBUAP” y del cuerpo académico de Microbiologia del Suelo
BUAP CA-99.
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9. Materiales y métodos

9.1 Material bioldgico

Se trabajo con cuatro cepas bacterianas con actividad proteolitica, quitinolitica
y peptinolitica, las cuales forma parte del cepario del Laboratorio de Microbiologia
de Suelos del Centro de Investigacion en Ciencias Microbiolégicas del ICUAP
registradas con claves TZB31, TZB30, 1Q2-2 y PPQ26.

9.2 Sitio de muestreo para el aislamiento de bacterias con actividad
gueratinasa

Las muestras con desechos avicolas fueron recolectadas de un tiradero al

aire libre ubicado en el Municipio de San José Teacalco, Tlaxcala. En el sitio se

puede notar la cantidad de desechos avicolas que se llegan a almacenar en esa

zona (Figura 1).

Figura 2. Tiradero de plumas al aire libre ubicado en el municipio de San José
Teacalco

9.3 Fase de muestreo
Se recolectaron un total de tres muestras de suelo con desechos avicolas del
lugar, clasificandolas por el grado de descomposicion de la pluma de pollo para su

posterior analisis microbioldgico.
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9.4 Diagnéstico microbiolégico y aislamiento de otras bacterias

Se determind la cuenta total de las poblaciones de microorganismos por la
técnica de diluciones seriadas. Con posibilidad de encontrar organismos que
produzcan enzimas queratinasas y que degraden la queratina como componente
de las plumas de pollo. Se peso 1 g de suelo con residuos avicolas y se realizé la
técnica de diluciones seriadas desde 10 hasta la 1077. Se sembraron en medios
enriquecidos; agar soya tripticaseina (TSA) para bacterias mesofilicas aerobias y
agar dextrosa papa (PDA) para hongos, incubandolas a una temperatura de 32° C
y se realizo el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) a las 24, 48y 72

horas.

9.5 Aislamiento de Bacillus sp.

Se pesaron 10 g de suelo con residuos avicolas y se afiadié a un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, el cual, contenia 90 mL de agua destilada estéril. Después
se sometio a calentamiento a una temperatura de 85° C por 15 minutos. Se dej6
enfriar y se tom6 1 mL del matraz Erlenmeyer para realizar diluciones seriadas
desde la diluciéon 10! hasta la 102 Se sembraron en medios de cultivo para
Bacillus en agar pluma de ave (APA). Se incubaron a una temperatura de 32° Cy

el conteo de UFC se realiz6 de 24, 48 y 72 horas.

9.6 Caracterizacion morfoldgica, actividad catalasa, oxidasa y O/F

De las placas de dilucion en sus respectivos medios, se aislaron bacterias con
caracteristicas de actividad queratinasa y distinta morfologia, se sembraron por
estria cruzada y se incubaran a 32° C por 48 h, hasta obtener colonias puras. Se
evaluaron caracteristicas basicas como tincion de Gram, catalasa, oxidasa y
pruebas de oxidacion y fermentacion (O/F). Lo cual permitié a la identificaciéon de

47 bacterias mesofilicas aerobias.
9.7 Degradacion de queratina

9.7.1 Degradacién de queratina en medio de cultivo
De las cepas bacterianas aisladas, se seleccionaron aquellas que presentaron

capacidad de degradar la queratina.

27



En placas de agar APA (agar pluma de ave) (Coello et al., 2000) y con
ayuda del replicador de Steer, se sembraron las bacterias con una concentracion
del tubo 4 del nefelémetro Mc Farland (equivalente a 108 UFC). Se incubaron a
32° C por 48 h. Se dio como positivo a la prueba en aquellas bacterias que se

desarrollaron en el medio.

9.7.2 indice de degradacién y crecimiento en medio de cultivo APA soélido
con variaciones de pH

Las cepas que presentaron actividad para degradar la queratina se
resembraron en placas de agar APA. Con la finalidad de demostrar que a distintos
valores de acidez o alcalinidad se puede generar mas enzimas queratinasas. Con
ayuda de un replicador de Steer y con bacterias a una escala del tubo 4 de Mc
Farland se sembraron por duplicado en el procedimiento siguiente: se inocularon
placas de medio APA con variaciones de pH (6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0), se incubd
por 48 horas a 30°C.

9.7.3 indice de solubilizacién y actividad queratinolitica de la B-queratina

Las bacterias que presentaron actividad para degradar queratina con mayor
eficiencia en un pH especifico, por triplicado se sembraron en tubos con 10 mL
gue contenian medio minimo adicionado con plumas de pollo, se inocularon con
un volumen de 0.1 mL a una escala del tubo 4 del nefelometro de Mc Farland. Se
colocaron los tubos en agitacion a 200 rpm y en incubacién a una temperatura de
32° C, observando los cultivos cada 24 h por 5 dias. Para demostrar la
degradacion de B-queratina, en el quinto dia, de cada bacteria se tomaron 2 mL de
cada tubo y se realizé la lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de
230 nm (Goldstein et al., 2004).

9.8 Caracterizacion bioquimica de cepas bacterianas con actividad
gueratinolitica por medio de sistema APl 20NE

A partir de una colonia aislada de las placas originales, se realizé una

suspension en 5 mL de solucién salina (1% de NaCl) o 5 mL de agua estéril y se

llend con la suspension de bacterias los tubos de todos los pozos, no la cupula

(cada pozo tiene un tubo y una clpula, parte aerobia). Después se cubrié con
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parafina las cupulas de los pozos D-glucosa (GLU), L-arginina (ADH), urea (URE),
para obtener anaerobiosis. Se coloco la tira en cAmara humeda de incubacion. Se
incubaron de 30-32°C durante 24 horas y se tomaron las primeras lecturas. Tras la
incubacion se anotaran los resultados inmediatos, es decir, los que no requieren
ser revelados. La lectura de los resultados se llevé a cabo por comparacion de los
colores de cada pozo con los de las tablas de lectura, y se anoté el resultado

como positivo 0 negativo.

Del conjunto de reacciones y resultados se obtuvo un perfil numérico de 7
cifras. Los pozos estan separados en grupos de tres, en total se tienen 7 grupos
de 3 tubos o tripletes (el test nUmero 21 corresponde al test de la oxidasa).
Para obtener el perfil numérico de 7 cifras, a cada pozo se le di6 el valorde 0, 1, 2

y 4 de acuerdo a los siguientes criterios:

1. Silareaccién es negativa se escribe 0.

2. Si la reaccion es positiva se escribe: 1 si es el primer pozo de un triplete, 2 si
es del segundo triplete 0 4 si es del tercer triplete.

3. Se suman los valores de cada triplete, y con las sumas de los 7 tripletes se
obtiene un cddigo de 7 cifras; a la reaccién de oxidasa se le asignara un valor 4
cuando resulte positiva. El codigo obtenido corresponde a un determinado
género o especie de acuerdo a la informacién contenida en las bases de datos

suministradas por el fabricante (bioMérieux S.A.).

9.9 Aplicacién de bacterias degradadoras de queratina como prueba de
compostaje de plumas

En recipientes de plastico se coloco 1 kg de suelo con bajo contenido de
materia organica, después se agregd 250 g de plumas y se cubrié con 1 kg de
suelo del mismo. A cada recipiente se le afiadi6 100 mL de concentrado
bacteriano, desarrollado en medio enriquecido de caldo soya tripticaseina y con
una poblaciéon ajustada mayor a 108 UFC mL™. Se mezcl6 todos los componentes.
El recipiente se mantuvo a un 40% de humedad y se inoculo con concentrado
bacteriano dos veces cada mes. El experimento tuvo una duracién de 5 meses y

gque cada tratamiento se realizé por duplicado. Se evaluo el pH y el contenido de
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materia organica cada mes de cada tratamiento en base a la Norma Oficial
Mexicana NOM-021-RECNAT-2000. Para su analisis, las muestras se secaron y
tamizaron en una malla de 0.5 mm. Para la determinacién de pH se sigui6 el
siguiente procedimiento; se pesaron 10 g de suelo en un vaso de precipitado,
posteriormente se adicionaron 20 mL de agua destilada y con ayuda de un
agitador de vidrio se agito durante un minuto, se dejo reposar por 5 minutos.
Previamente se calibro el potenciometro con una solucion buffer de pH 7.00. Se
agito nuevamente la suspension y después se introdujo el electrodo para registrar
el resultado. Los resultados obtenidos nos permitieron clasificar el tipo de suelo en
el que encuentren las muestras. Para la determinacion de materia orgénica en el
suelo se describio la siguiente metodologia; se pesaron de cada tratamiento 0.75 g
y se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. Posteriormente se afiadieron
10 mL de dicromato de potasio al 1 N, agitando lentamente por 1 minuto. Se
agrego6 20 mL de acido sulfdrico concentrado y se agito lentamente por un minuto.
Se dejé reposar durante 30 minutos y después se agregé 200 mL de agua
destilada, 5 mL de acido fosforico y 0.1g de fluoruro de sodio. A la solucion se le
afiade 2 gotas indicador de difenilamina y se titula con una disolucion de sulfato

ferroso al 0.5N. Se termina la reaccién hasta una coloracién verde esmeralda.
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10. Resultados y discusion

10.1 Sitio de muestreo

Durante el proceso de aislamiento de las bacterias con actividad
queratinolitica, se recolectaron tres muestras de un tiradero al aire libre ubicado en
el Municipio de San José Teacalco, Tlaxcala. Las muestras presentaron distinto
grado de degradacién natural y con cambios en la coloracién del suelo,
probablemente debido a la incorporacion de materia organica productos de la
degradacion de la pluma. Se notan algunos fragmentos del estandarte y raquix de
la pluma (Figura 2). Para el trabajo, se les asignaron claves para su identificacion

con la finalidad de dar un manejo adecuado.

Figura 3. Muestras recolectadas del tiradero de plumas. Abreviatura: Mn: nimero

de muestra

10.2 Diagnostico microbioldgico

El andlisis microbiologico del suelo en la muestra M2 presento una mayor
actividad microbiolégica por gramo de suelo con valores de bacterias mesofilicas
aerobias de 1.4x10% UFC g* suelo y 1.8x10* UFC g'suelo de bacterias Gram
positivas mas elevados en comparacion a las muestras M1 y M3 (Cuadro 1). La
muestra M2 presentdé un mayor grado de descomposicion de la pluma en
comparacion al resto de las muestras, el estado fisico de los desechos reflejan la
actividad enziméatica de las bacterias sobre estos residuos y su digestion para su
transformacién en materia organica, asi mismo la diversidad de las comunidades
microbianas que presenta son un indicativo sobre la calidad del suelo (Garbisu et
al. 2007). Tanto la muestra M1 como la M3 presentaron una menor cantidad de
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poblaciones bacterianas por gramo de suelo pero con una mayor cantidad de
hongos por gramo, las poblaciones de hongos en suelos composteados esta
relacionada con un contenido de elevado de CaCOgs, lo cual favorece el desarrollo

de hongos queratinoliticos (Koenillowicz-Kowalsk & Bohacz, 2011).

Cuadro 1. Andlisis microbiolégico de suelo con residuos avicolas

Bacterias mesofilicas Bacterias Gram

Muestra ) " Hongos
aerobias positivas
UFC g suelo
M1 2.7x107 + 3x106 3x10%+ 4x102  1.06x106+3.0x10°
M2 1.4x108 + 1.1x107 1.8x10%+3x10° 9.5x10%+5.0x103
M3 1.9x107+ 10x10° 3.5x10%+50 9.4x10%+7.6x103

10.3 Aislamiento y caracterizacién morfologica, actividad catalasa, oxidasa y
O/F

Cuadro 2. Bacterias aisladas de muestras de residuos avicolas

Clave de la Numero de bacterias aisladas
muestra Bacterias mesofilicas aerobias Bacterias Gram positivas
M1 16 3
M2 8 v
M3 5 3

De cada placa de diluciéon se tomaba una colonia para su aislamiento como
se muestra en Figura 4. Para el aislamiento de las bacterias se utiliz6 el método
de diluciones y sembrando las diluciones en medio de cultivo, la purificacion se
hizo por estria cruzada, se encontr6 que la muestra M1 presento una mayor
diversidad microbiolégica con 16 bacterias mesofilicas y 8 bacterias Gram
positivas en comparacion a las demas (Cuadro 2), las cuales presentaron menor
poblacion de bacterias. Se aislaron un total de 47 cepas bacterianas a las que se

les caracterizo morfolégicamente y por pruebas basicas como: tincion Gram,
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catalasa, oxidasa y O/F para asignarles una nomenclatura y asi diferenciarlas. Se

descartaron las cepas que tuvieron un crecimiento lento.

Figura 4. Placas de dilucion de muestras M1 y M2 para el conteo de bacterias mesofilicas.

10.4 Degradacion de queratina

10.4.1 Degradacion de queratina en medio de cultivo

Se detectdé mediante una prueba presuntiva la degradacion de queratina,
aplicando a las 47 cepas aisladas e identificadas en placas de medio APA (Figura
5).

Figura 5. Placas de medio APA inoculadas con un crecimiento de 48 h a 32°C
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Solo 16 cepas identificadas fueron capaces de desarrollarse en medio APA
como se muestra en la figura 5, en este caso el 34% de las cepas ensayadas
mostro crecimiento en el medio de cultivo. Se ha descrito que las bacterias
mesofilicas con un crecimiento a 30°C pueden desempefiar un papel importante
en la degradacion de la queratina de las plumas (Lucas et al.,, 2003). Hay que
tomar en cuenta que la temperatura del cultivo esta sujeta a la naturaleza de la
bacteria y sus necesidades nutrimentales, igual que el tiempo de incubacion, ya
que este dependera también de la eficiencia de las bacterias para producir las
enzimas (Rey, 2018). Otro parametro importante es el pH, ya que se ha reportado
que para un buen proceso queratinolitico, lo deseable es que el medio se
encuentre a un pH entre 7 y 11, y una temperatura entre 25-55 °C; debido a que el
proceso con pH arriba de 7.0 aumenta la produccién de enzimas queratinasas al

menos seis veces comparados con cultivos a pH inferiores a 7.0 (Rai et al., 2009).

10.4.2 indice de degradacion y crecimiento en medio APA soélido con
variaciones de pH

Se ha descrito que el pH es una variable ambiental que afecta en gran medida la
produccién enzimatica de un microorganismo (L6pez et al., 2016). Dentro del
analisis (Cuadro 3), se observan las variaciones de los tamafios de las colonias
(halos) de cada cepa, resaltando un mayor diametro de éstas en el pH entre 7 y 8.
Cabe mencionar que la cepa M2ABB4Il presenté mayor actividad queratinolitica a
valores de pH entre 6,5 y 7,0. Tamreihao et al., en 2019 describié que algunas
queratinasas de tipo bacteriano presentan actividad en pH neutro y alcalino.
También se observa que a pH 6 hay un tamafio reducido o nulo de la mayoria de
las colonias como lo muestra la Figura 6. La actividad queratinolitica de las
queratinasas en un pH neutro alcalino presentan un potencial biotecnolégico (Riffel
et al., 2007).

Diferentes investigaciones relacionadas con la hidrélisis de plumas con
microorganismos 0 enzimas microbianas mencionan que para obtener buenos
resultados en la obtencion de proteina y produccion de enzimas queratinoliticas,

los medios mas adecuados son ricos en sales con nitrogeno, fésforo, calcio,
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magnesio, sodio y con adicion de plumas como Unica fuente de carbono y
nitrégeno (Ferrareze et al., 2016). La adicién de Ca?*, Mg?* y Mn?*, permiten la
Optima liberacion de enzimas queratinasas por parte de los microorganismos
(Riffel et al., 2007). Algunos autores como Rai et al, (2007) y Daroit et al., (2011)
mencionan que la adicion de carbohidratos como glucosa, fructosa, galactosa,
maltosa, sacarosa, lactosa y almidon no tienen efecto en produccion de
queratinasas en el género Bacillus sp. ya que la presencia de carbohidratos
disminuyen la actividad enzimatica de las bacterias. La adicion de compuestos
nitrogenados como NH4Cl, NaNOs, extracto de levadura, peptona, extracto de
carne y caseina, podrian tener un efecto en la produccién de enzimas en el medio

mineral de plumas, pero esta reaccion se encuentra directamente relacionada con

la preferencia de los microoorganismos por los sustratos (Rey, 2018).

Figura 6. Diametros de crecimiento de colonias bacterianas en funcion a pH de 6, 7y 8,
demostrando que el pH es una variable en la formacién de queratinasas. Simbologia: a):
M3ANL1Ill, b): M1ABB3, c): M2ABBL1Il, d): M1ABBS8, e): M1ANB9 f): M2ABB4lIl, g):
M3ANBS5, h): M2ANBLII, i): M1ANB16, j): M1ABB6
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Cuadro 3. Halos de crecimiento de diferentes cepas en actividad queratinolitica en medio

APA con variaciones de pH

pH (cm)
Cepa

6 6.5 7 8

M2ABB1 1.95 2.12 2.7 2.8
M2ABBA4lI 11 1.85 1.5 1.9
M3ABBL1lIII 2 1.8 2.15 2.6
M3ANBS5 2.2 1.8 3 3.65
M2ANBL1II 1 1 1.75 1.85
M1ABB6 0.9 0.85 1.2 1.5
M3ANB2II 1.8 2.1 2.5 2.5

M1ANB9 0.9 0.8 1 1
M2ABBA4lI 3.5 4.15 4.3 3.3
M1ABBS8 1 11 1.3 1.3
M1ANB14lll 2 2.6 2.9 3.1
M1ABB3 1 11 1.8 1.8
M2ABB4 1.85 2.18 2.8 3.5
M2ABBL1lII 0.8 0.8 1.2 1.4
M1ANB16 1 1 1.3 1.5
M1ABB3I 1 1.85 2.17 2.53
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10.4.3 indice de solubilizacion y actividad queratinolitica de la B-queratina

El indice (prueba) de solubilizacién se realizé a las 16 bacterias que
presentaron actividad para degradar queratina. Para este ensayo el Laboratorio de
Microbiologia de Suelos del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas
del ICUAP proporciono 4 cepas bacterianas con clave TZB31, TZB30, 1Q2-2 y
PPQ26, las cuales presentan actividad proteolitica, pectinolitica y quitinolitica. Se
prepard el medio de cultivo liquido caldo de ave a un pH de 7.5, ya que fue en el
intervalo en el que las bacterias presentaron una mayor actividad de las

gueratinasas.

™R \,'1

-

Figura 7 Degradacién de pluma Simbologia; a): Burkholderia cepacia M3ANB2II b):
Chryseobacterium indologenes TZB31 c¢): CONTROL

En la figura 7 se observd una mayor solubilizacién de la pluma en caldo con
las cepas Chryseobacterium indologenes TZB31 vy Burkholderia cepacia
M3ANB2Il, degradando en su totalidad el estandarte de la pluma sin la adicion de
fuentes de nitrogeno excepto la pluma como fuente de carbono. Se ha descrito
que la pluma presenta dos tipos de queratina (a y ), sin embargo, la B-queratina
al presentar una mayor porosidad en su estructura y una menor concentracion de
enlaces di-sulfuro, es mas accesible para su digestion por las queratinasas (Lange

et al., 2016). Todas las bacterias presentan actividad queratinolitica, pero no todas
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degradan la B-queratina con eficiencia, las cuatro cepas presentaron una mayor
eficiencia en la degradacion de este sustrato reflejando mayor densidad en el
medio y medida a través de la absorbancia (Figura 8). Las cepas Burkholderia
cepacia M3ANB2Il (3.5705+0.04596), Chryseobacterium indologenes TZB31
(3.54+0.14284), M1ANB9 (3.1415+0.02192) y Brevundimonas vesicularis
M2ANB1Il (2.9465+0.17183) presentaron una mayor presencia de fragmentos de
B-queratina en el medio de cultivo (Cuadro 4), reflejando la actividad enzimética de
las queratinasas sobre la B-queratina (Goldstein et al., 2004). Se ha descrito una
mayor produccién de queratinasas bajo condiciones de agitacion del medio
(Kothari et al., 2017). Ademas de la temperatura, pH y la presencia de fuentes de

nitrégeno y minerales.
4.0 -
35
3.0 -
2.5 -
2.0 4

1.5 1

Absorbancia

1.0 S

0.5 4

0.0 H
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Figura 8. Actividad queratinolitica de la B-queratina
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Cuadro 4. Actividad queratinolitica de la B-queratina

Simbologia de Densidad

Cepa grafica Optica

M1ANB214lll A 1.129+0.591
M1ABB3I B 1.798+0.065
M1ANB9 C 3.141+0.021
TZB31 D 3.540+0.142
TZB30 E 1.889+0.057
M1ABB3 F 2.239+0.144
M3ABBL1lIII G 2.416+0.258
M2ABBA4lI H 1.590+0.120
M3ANB2II I 3.570+0.045
1Q2-2 J 1.207+0.265
M1ABBS8 K 2.346+0.057
M3ANB5 L 2.264+0.014
M2ABB1I M 2.528+0.140
M1ANB16 N 0.803+0.026
M2ABB4 @) 1.392+0.055
M2ABBL1lII P 1.968+0.059
M1ABB6 Q 0.948+0.006
PPQ26 R 1.652+0.127
M2ANB1II S 2.946+0.171

Lectura de absorbancia 230 nm: Valores promedio de 2 repeticiones, seguidas de su
desviacion estandar.

10.5 Caracterizacion bioquimica de cepas con actividad queratinolitica por
medio de sistema API 20NE

En este trabajo solo se caracterizaron las cepas que presentaron mayor

eficiencia para degradar la queratina, la cepa con clave TZB31 fue identificada

como Chryseobacterium indologenes. Se ha descrito que C. indologenes es una

bacteria Gram negativa considerada de alta actividad queratinolitica, capaz de
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hidrolizar plumas sin ningun pretratamiento las cuales presentan actividad a pH
de 8.5 y a temperaturas de 50°C (Riffel et al., 2007). También se ha evidenciado
que es productor de pectinasas (Roy et al., 2018). Se ha reportado que cepas de
género Serratia sp. produce altas concentraciones de proteina soluble en los
hidrolizados (Brandelli et al., 2015) Las otras tres cepas se identificaron por el

sistema APl 20NE como se muestra en el cuadro 5

Cuadro 5. Identificacion de cepas bacterianas

Origen Clave Especie

Residuos forestales TZB31 Chryseobacterium indologenes
Residuos avicolas M1ANB9 No identificada
Residuos avicolas M2ANB1 Brevundimonas vesicularis

Residuos avicolas M3ANB2II Burkholderia cepacia

La cepa M1ANB9 no se logré identificar por este sistema.

La bacteria con clave M3ANB2II se identificé como Burkholderia cepacia. El
género Burkholderia se caracteriza por tener una amplia distribucion mundial en
todos los suelos, algunas bacterias de este género pueden ser patdégenos
oportunistas como es el caso de Burkholderia cepacia (Bolivar et al., 2016), sin
embargo, también se ha demostrado que puede desempefiar un papel importante
en la degradacibn de hidrocarburos poliaromaticos y puede desarrollar
queratinasas (Revathy et al.,, 2015; Kim et al., 2003; Gopinath et al., 2015). El
género Brevundimonas se puede encontrar como parte de la biota de la gallina
(Oakley et al., 2014) al igual que en el suelo y en mantos acuiferos. La cepa
M2ANBL1 fue identificada como Brevundimonas vesicularis, al igual que el género
Bulkholderia se ha descrito como un patdgeno oportunista. (Ryan & Pembroke.
2018). Esta especia bacteriana también se ha evidenciado que puede desempeniar
un papel en la biorremedacion de aguas residuales (Singh & Gadi, 2012), sin

embargo, no existe registro de que esta bacteria presente actividad queratinolitica.

Entre los géneros de bacterias Gram positivas se encuentran Atinomyces

sp. y Bacillus que son las mas comunmente aisladas de las plumas de aves y con
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la capacidad de solubilizar totalmente la queratina de diferentes origenes como
ufias, pelo y plumas (Lange et al., 2016). En la busqueda de bacterias actividad
queratinolitica utilizando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, se mostro que
Bacillus sp. era la responsable de la degradacion queratinolitica de la lana (Rey,
2018).

10.6 Aplicacion de bacterias degradadoras de queratina como propuesta de
compostaje de plumas

Una vez caracterizado las cepas con mayor potencial de degradacion de la

queratina, se elaboraron diferentes preparaciones biologicas dado distintos

tratamientos (Cuadro 6) para su aplicacion como propuesta de compostaje de

plumas y asi acelerar el proceso de degradacion de estas, ya que por la

complejidad quimica de la pluma tiende a degradarse de manera natural
lentamente (Ma et al., 2016).

Cuadro 6. Aplicacion de bacterias productoras de enzimas queratinoliticas para el proceso
de compostaje a nivel invernadero

Tratamiento Clave Contenido
T1 M1ANB9 No identificada
T2 M3ANB2 Burkholderia cepacia
T3 TZB31 Chryseobacterium indologenes
T4 M2ANB1 Brevundimonas vesicularis
T5 Mléggf N mgﬁmgf " TL+T2+T3+T4
T6 Control L

El experimento de aplicacibn de bacterias sobre la mezcla de suelo y
plumas, se mantuvo durante 150 dias a una humedad relativa del 40%, ya que se
ha descrito que una humedad regulada facilita la actividad de las queratinasas en
las especies microbianas (Kothari et al., 2017). Para la preparacion del
experimento se utilizé un suelo pobre en materia organica como sustrato, tanto el
suelo como las plumas que se emplearon sin esterilizar. Se observa en el Cuadro

7 un cambio de pH en el sustrato en todos los tratamientos, de 6.5 a 4.5, debido a
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una liberacion de iones amonio, en el sustrato provocado por el mecanismo propio
de la degradacion de la queratina (sulfolisis, protedlisis y desaminacion)(
Koenillowicz-Kowalska & Bohacz, 2009). Se ha descrito que el compostaje de
plumas proporciona nutrientes que facilmente la planta puede aprovechar como N-
NHas, N-NO3 y S-SO4. También se ha descrito que la liberacion de aminoacidos en
el medio aumenta las concentraciones de triptéfano, el cual, es un precursor de

hormona de crecimiento (Tamreihao et al., 2019).
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Cuadro 7. Evaluacion de indice de acidez o alcalinidad

Mes
Tratamiento :
Enero Febrero Marzo Abril Mayo
T1 6.50+0.355 ab 5.78+0.065 ab 4.28+0.040 bc 4.40+0.035 bc 4.62+0.055 ab
T2 7.08+0 a 5.39£0.045 b 4.41+0.250 ab 4.49+0.145 b 4.64+0.045 ab
T3 6.85+0.125 ab 5.42+0.010 b 4.21+0.140 ab  4.14+0.055 c 4.30+0.170 c
T4 6.47+0.110 b 5.38+0.290 b 4.03+0.060 b 4.22+0.050 bc 4,78+0.080 a
T5 6.47+0.310 b 5.49+0.260 ab 4.47+0.525 ab  4.31+0.090 bc 4.59+0.185 ab
T6 6.49+0.165 ab 5.88+0.300 a 4.73+0.025 a 4.81+0.200 a 4.46+0.105 b
Valores promedio de 3 repeticiones, seguidas de su desviacion estandar, medias con distinta letra en el sentido de la columna son
diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05)
Cuadro 8. Evaluacién de materia organica disponible
. Mes
Tratamiento :
Enero Febrero Marzo Abril Mayo
T1 0.730+0.1460 b 1.940£0.448 a 2.513+0.279 ab 2.709+0.428 a 2.767+0.145 cd
T2 1.314+0.438 ab 1.791+0.299 a 3.053+0.305 a  3.155+0.636 a 3.205+0.152 abc
T3 1.314+0.438 ab 1.492+0 a 2.708+0.142 ab 2.994+0.428 a 3.641+0.145 a
T4 1.752+0 a 2.089+0.299 a 2.285+1.143 ab 2.566%0 a 3.350+0.145 ab
T5 1.168+0.292 ab 1.641+0.149 a 2.233+0 ab 2.423+0.142 a 2.621+0.291 d
T6 0.876+0.584 b 1.373+0.152 a 1.569+0.427 b  2.709+0.428 a 2.913+0.291 bcd

Valores promedio de 3 repeticiones, seguidas de su desviacion estdndar, medias con distinta letra en el sentido de la columna son
diferentes estadisticamente (Tukey p<0.05)
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Se encontré que, en la evaluacion de materia organica disponible (Cuadro 8) hay
un aumento en todos los tratamientos, sin embargo, en los meses de febrero y
abril no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes tratamientos, pero si se observa un incremento de la materia organica
disponible con el resultado del anterior mes. También solo el mes de mayo
presento cambios estadisticamente significativos, demostrando que el tratamiento
T3 (3.6411) y T4 (3.35) tuvieron una mayor eficiencia en la degradacion de la
queratina, denotando que las bacterias Chryseobacterium indologenes vy
Brevundimonas vesicularis pueden desempefiar un papel importante para la
degradacion de la queratina en condiciones de invernadero. También podemos
decir que los tratamientos T1 (2.7673) y T2 (3.2056) presentan actividad
gueratinolitica estadisticamente similar que el tratamiento control (2.9130), por lo
gue no existen diferencias significativas entre ellos. El tratamiento T5 (2.6217) a
pesar de que fue un consorcio constituido por los tratamientos T1, T2, T3 y T4,
presento una menor actividad en la degradacion de la queratina, esto se debe a
gue posiblemente exista un antagonismo entre ellas y se vea reflejado en la
materia organica disponible. La aplicacion de microorganismos en residuos
organicos pueden generar humus, capaz de mejorar las caracteristicas del suelo y
ofrecer nutrientes disponibles para la absorcion de las plantas (Koernillowicz-
Kowalsk y Bohacz, 2009). Aunque se observa que a través del tiempo el contenido
de materia organica se incrementa y en algunos meses no hay diferencia.
Probablemente se deba a que las enzimas manifiestan su mayor actividad a pH

alcalino.

Los resultados obtenidos demuestran que los residuos avicolas se pueden
aprovechar para enriquecer los suelos con materia organica, y asi contribuir en la
degradacion de residuos a través de bacterias, también se ha encontrado que se
pueden obtener hidrolizados derivados de las plumas con actividad antioxidante
con cepas bacterianas debidamente seleccionadas, ademas de diferentes
compuestos con accion bioactiva de aplicacion en la industria farmaceéutica. En
este caso puede ser una alternativa amigable con el ambiente, ademas puede

aportar productos de valor agregado a partir de materiales econé6micos como son
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las plumas donde se generan en grandes cantidades por la alta demanda de aves

en la industria de alimentos.
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11.

Conclusiones

El uso de bacterias productoras de enzimas queratinoliticas puede ser de
ayuda para mejorar u optimizar un proceso de degradacion de plumas, y
como alternativa amigable con el medio ambiente, ya que las enzimas
pueden sustituir innumerables aditivos quimicos que causan dafios
irreparables al suelo.

En la etapa de aislamiento de bacterias con actividad queratinolitica, se
evidencio que unas muestras presentaron mayor numero de aislamientos
sobre todo en aquellas donde la pluma y el suelo ya se habia iniciado el
proceso de biodegradaciéon natural, aislando un total de 47 bacterias
mediante una prueba presuntiva, de las cuales solo 16 presentaron
actividad queratinolitica.

Solo tres bacterias aisladas e identificadas del sistema suelo pluma
presentaron una mayor actividad de degradacion de la B-queratina in vitro,
entre ellas estan: Burkholderia cepacia (M3ANB2), Brevundimonas
vesicularis M2ANB1, y Chryseobacterium indologenes (TZB31) y M1ANB9
sin identificar.

Los tratamientos con Chryseobacterium indologenes y Brevundimonas
vesicularis presentaron mayor eficiencia de degradacion de la queratina
como modelo de compostaje en comparacion al control en un tiempo de
150 dias.
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