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RESUMEN

Se inocularon muestras de suelo de una granja avicola en un
medio de enriquecimiento conteniendo plumas como principal
fuente de carbono y energia, con la finalidad de favorecer el
desarrollo de microorganismos con capacidad queratinolitica.
Aislamientos del medio de enriguecimiento en placas con agar
nutritivo mostraron la presencia de diferentes tipos de colo-
nias. Estas se inocularon en tubos con medio salino y plumas
enteras y se incubaron a 40°C para escoger posteriormente
las cepas degradadoras de plumas. Se selecciond la cepa
LPB-2, la cual produjo la mayor degradacion en el menor tiem-
po (3 dias). El microorganismo fue identificado como un bacilo
Gram positivo (2,4 x 0,64 pm) del género Bacillus sp. Los culti-
vos de la cepa LPB-2 en Erlenmeyers de 500 mL conteniendo
medio salino y plumas molidas (20 g/L), demostraron que la
maxima degradacion de plumas, medida como grupos amino
libres (GAL), fue en el intervalo comprendido entre 35 y 40°C.
La velocidad de crecimiento fue de 0,205 h™', alcanzando 1,6
g/L de biomasa en 24 horas a 40°C y 75 rpm. Bajo estas con-
diciones la capacidad proteolitica en los caldos de fermenta-
cion fue de 0,25 U/mL y se observd un patréon de secrecién
asociado al crecimiento bacteriano. La concentracién de GAL
y la magnitud de la digestién de las plumas siguieron una ten-
dencia similar durante la fermentacién, obteniéndose en 32 ho-
ras de incubacion 22 mmol/L y 35% respectivamente. La cepa
LPB-2 produjo trazas de los acidos“citrico, gluconico, mélico,
propionico, lactico y butirico.

Palabras clave: Bacillus queratinolitico, degradacién de plu-
mas, aislamiento, fermentacion.
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ABSTRACT

Sample soils from a poultry plant were inoculated in enrict
ment medium with feathers as the major source of carbon an
energy with the purpose of favoring the development of micre
organisms with keratinolityc capacity. Colonies grown in nutr
ent agar plates streaks from enrichment medium were inoct
lated in tubes with saline medium with whole feathers and inct
bated at 40°C in order to isolate feather degrading strains,
selected the strain LPB-2 which produced highest feather deg
radation (3 days). The microorganism was a Gram positive ro
(2.4 x 0.64 um) and was identified as Bacillus sp. Cultures ¢
LPB-2 in 500 mL Erlenmeyer baffled flasks containing 20 g/L
feather medium showed optimum feather degradation, meas
ured as free amino groups (GAL), in the range of 35-40°C
Growth rate was estimated in 0.205 h™' with a maximum bic
mass of 1.6 g/L in 24 hours at 40°C and 75 rpm. Under thes
conditions, proteolity C activity in fermentation broths attaine
0.28 U/mL, and it was associated to microbial growth. GA
concentration and the amount of feather digestion foliowe
similar trends, obtaining in 32 hours of cultivation 22 mmol/
and 35% respectively. The strain produced traces of citric, giu
conic, malic, lactic, propioni C and butyric C acids.

Key words: Keratinolytic Bacillus, feather-degrading, isolatior
fermentation.

INTRODUCCION

Las plumas representan un alto porcentaje de los dese
chos generados en las plantas beneficiadoras de aves de co
rral. En su mayoria, éstas son destinadas a la elaboracién d:
harinas para ser utilizadas como suplemento de los alimento:
concentrados para aves, debido al alto contenido proteic
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(95% de peso seco), principalmente de queratina (88%). Sin
embargo, los procesos tradicionales a los que son sometidos
mediante coccién a altas presiones, no mejoran la digestibili-
dad de estas harinas ya que el alto contenido de enlaces disul-
furo en la queratina la convierten en una proteina muy resis-
tente a la degradacién 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 combi-
na los tratamientos térmicos con los gquimicos (acidos o alcali-
nos) [4]. Se han planteado otras alternativas para el aprove-
chamiento de la plumas, mediante tratamientos fermentativos
con microorganismos queratinoliticos capaces de degradarlas,
mejorando asi su digestibilidad [12, 13] y calidad nutricional
debido a su enriquecimiento con proteina microbiana [1].

Dadas las tendencias actuales hacia la busqueda de
procesos biotecnolégicos aplicables al tratamiento de los resi-
duos agroindustriales y la existencia de un alto potencial mi-
crobiano en la naturaleza, capaz de utilizar una amplia varie-
dad de sustratos organicos, se ha dirigido el objetivo de este
trabajo al aislamiento y caracterizacién de bacterias capaces
de degradar las plumas de aves de corral como fuente de car-
bono, nitrégeno y energia.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y seleccion de microorganismos
degradadores de plumas

Se tomaron muestras de suelo de diferentes areas de
los galpones de cria de pollos de engorde y se inocularon en
tubos de ensayo que contenian caldo nutritivo Difco® como me-
dio de transporte. Después de 24 h de incubacidn, se sometie-
ron a un proceso de pasteurizacién a 80°C durante 15 min a fin
de seleccionar los microorganismos esporulados. Alicuotas de
estos medios se utilizaron para inocular tubos contentivos de
una pluma entera y el medio basal (MBS) salino descrito por
Williams y Shih [11], el cual contiene por litro de agua: 0,5 g
NH4CI, 0,5 g NaCl, 0,3 g KoHPO,, 0,4 g KHPO,, 0,1 g
MgCl,.6H20, y 0,1 g de extracto de levadura. A esta solucién
salina se ajust6 el pH a 7,5 con KOH al 10%. Estos tubos se
incubaron a 45°C por 72 h. Para el enriquecimiento de los mi-
croorganismos queratinoliticos y los ensayos cinéticos, se utili-
z6 el MBS descrito y la presentacion de las plumas varié de-
pendiendo del tipo de ensayo a ser realizado (enteras o tro-
ceadas con tijeras). Los medios se esterilizaron por autoclave
(15 min, 15 Ibt/pulg® de presién y 120°C). Para la preparacion
de los medios se emplearon plumas blancas de pollo, lavadas
con abundante agua corriente, esterilizadas en el autoclave
(15 min), secadas en la estufa y almacenadas a temperatura
ambiente hasta su utilizacion.

Las sales NH,4Cl, NaCl, K;HPO,, KHoPO4, MgCl,.6H50,
utilizadas para la preparacién de los medios se obtuvieron de
la casa comercial Riedel-de-Haén v el extracto de levadura de
la casa Difco®.

Durante el enriquecimiento con los microorganismos
queratinoliticos, se utilizaron plumas enteras para visualizar el
proceso de degradacion. Para ello, se introdujeron las plumas
en tubos que contenian 5 mL del medio ya descrito. En los
medios precultivo y los ensayos cinéticos, se emplearon plu-
mas troceadas con la finalidad de ofrecer un sustrato mas ho-
mogéneo. En los precultivos se usé una concentracion de 5
g/L de plumas troceadas y 20 g/L para los ensayos cinéticos.

La seleccion de los microorganismos se llevo a cabo en
base a su capacidad degradadora de plumas en medios de
cultivo conteniendo este sustrato como fuente de carbono, ni-
trégeno y energia. En aquellos tubos donde se observé degra-
dacion de las plumas, se siguieron transfiriendo alicuotas a
otros tubos con medio de plumas hasta lograr un enriqueci-
miento. Por Ultimo, se realizaron aislamientos en agar nutritivo
Difco® y se seleccionaron siete colonias morfoldgicamente di-
ferentes. Cada una de ellas fue inoculada en tubos que conte-
nian MBS fresco con plumas enteras e incubadas a 40°C para
evaluar su capacidad queratinolitica. Observaciones periodi-
cas del estado de las plumas permitié conocer el grado de de-
sintegracién alcanzado y seleccionar la cepa que produjo la
mayor degradacion en el tiempo mas corto. Al mismo tiempo,
en estos ensayos se realizé un control, consistente en un tubo
con MBS y pluma entera que no era inoculado.

Conservacion de las cepas microbianas

La conservacion de las cepas aisladas se realizé a 40°C
en estrias (cufias) de medio solido compuesto por las sales del
MBS suplementado con 20 g/L de agar Difco® y 20 g/L de hari-
na de plumas, previamente inoculadas e incubadas a 40°C. La
harina de plumas, obtenida mediante tratamiento fisicoquimi-
co, fue producida en la Planta Proagro de Protinal (Edo. Cara-
bobo).

Propagacion y cultivo de la cepa LPB-2

Para la propagacion de la cepa LPB-2, a partir de las ce-
pas preservadas en estrias a 4°C, se inoculd un medio precul-
tivo en fiolas Erlenmeyer con 30 mL de medio de plumas tro-
ceadas (5 g/L) y se incubd a 40°C por 48 h en un agitador ro-
tatorio climatizado LAB-LINE, con una velocidad de agitacion
de 75 rpm. En los ensayos de fermentacion, este precultivo
permitié estandarizar la cantidad de células iniciales en los cul-
tivos al ser utilizadas en una proporcién de 7% como indculo
inicial. Los ensayos de fermentacion se realizaron en fiolas Er-
lenmeyer con bafles que contenian 40 mL de medio con plu-
mas troceadas (20 g/L) y se incubaron a 40°C y 75 rpm por va-
rios dias.

En los ensayos cinéticos, los cultivos se realizaron du-
rante 48 h con una concentracion de plumas de 20 g/l y una
agitacion de 75 rpm, que mostraron ser las condiciones pti-
mas para lograr una mejor homogeneidad y baja viscosidad
del medio. Los valores de temperatura ensayados correspon-
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den a 30, 35, 40 y 45°C. Se realizé un control en cada condi-
cién probada, consistente en un medio no inoculado.

Se realizaron observaciones periddicas al microscopio
de frotis tefiidos con coloracién de Gram y siembra en placas
de Petri con agar nutritivo (Oxoid®) para verificar el estado de
pureza de los cultivos en el curso de los experimentos.

Toma y tratamiento de las muestras

A partir de alicuotas de 2 mL de los caldos de fermenta-
cién se realizaron las estimaciones de biomasa producida,
concentracién de GAL, actividad caseinolitica y concentracion
de 4cidos orgénicos. Para ello, la muestra extraida se filiré a
través de un disco de papel Whatman N° 4 para retener restos
de plumas no degradadas. Una fraccion de 0,5 mL del filtrado
se utilizé para determinar la biomasa producida y el remanente
se centrifugé en tubos Eppendorf (12.000 rom) durante 10 min.
Una fraccién del sobrenadante recuperado se empleé en for-
ma inmediata para la determinacioén de la actividad caseinoliti-
ca y el resto se congelé a —20°C hasta ser analizado en su
contenido de grupos amino libres y dcidos organicos. De igual
modo, el volumen total de un Erlenmeyer contentivo de 40 mL
de caldo de fermentacién del microorganismo con plumas tro-
ceadas en MBS, se utilizé para la estimacion del porcentaje de
plumas digeridas.

Determinacién de la biomasa microbiana

La evaluacién del crecimiento microbiano no es facil
cuando se estan utilizando sustratos complejos e insolubles
como las plumas, ya que éstas se mantienen en suspension
en el caldo de fermentancién afectando las estimaciones de la
biomasa bacteriana. Es por esta razoén, que en el presente tra-
bajo se hizo necesario disenar una metodologia que permitiera
eliminar la interferencia producida por el sustrato mediante la
elaboracion de una curva patrén en la que se relacion¢ la ab-
sorbancia de los medios de cultivo con el peso seco de las cé-
lulas bacterianas. Todo el contenido de un cultivo en Erlenme-
yer con medio de plumas troceadas, se filtré a través de papel
Whatman N 4y, con la suspensién celular obtenida, se prepa-
raron diluciones seriadas de 30 mL en tubos con agua destila-
da. Una fraccion de 25 mL de cada una de estas diluciones se
colocd en tubos de propileno (prepresados) y se centrifugé a
6000 rpm por 20 min. El sobrenadante obtenido se descarto y
el sedimento celular se resuspendid con 25 mL de agua desti-
lada (este procedimiento se repitié dos veces). Finalmente, los
tubos con el pellet celular se colocaron a 100°C por 12 h y,
transcurrido este tiempo, se dejaron & temperatura ambiente
por 1 h antes de ser pesados nuevamente. Con los 5 mL res-
tantes del filtrado, se determiné la densidad éptica a 600 nm.
Estos valores se correlacionaron con la diferencia de peso ob-

- tenida en cada caso para construir la curva de calibracion.
Para la determinacion de la biomasa en los caldos de fermen-
tacion, se siguié el procedimiento antes descrito y se realiza-
ron diluciones de los filtrados de las muestras, para luego ser
leidas a 600 nm contra un blanco de agua destilada. Mediante
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la curva de calibracién fue posible la conversion de las lectura
a peso seco y asi, calcular la biomasa producida en el curst
de la fermentacion.

Determinacién del porcentaje de plumas digeridas (PPD)

La evaluacion del PPD se llevo a cabo mediante un ms
todo gravimétrico. Para tal fin, se filtraba todo el contenido a&
un Erlenmeyer con medio de plumas a través de un disco &
papel Whatman N 4 prepesado, de manera de retener las pis
mas no digeridas. Luego, el papel con el material retenido =
secé a 100°C por 24 h y se dejé a temperatura ambiente po
2 h antes de pesarlo nuevamente. La diferencia de peso obi=
nida correspondia a la cantidad de plumas no digeridas en u
tiempo cualquiera de la fermentacién. La diferencia entre es=
valor y el obtenido experimentalmente en el tiempo cero c&
curso de una fermentacién, permitié calcular en términos o=
porcentaje la cantidad de plumas digeridas (PPD).

Determinacion de grupos amino libres (GAL)

La determinacion de la capacidad de degradacion de la=
plumas por la cepa LPB-2 se estimé cuantificando la concer
tracion de GAL presente en el medio de fermentacion mediar-
te el método colorimétrico de ninhidrina 6.

Actividad caseinolitica

La actividad caseinolitica fue determinada por el métocs
de Kunitz 2 modificado, basado en la determinacién del incre
mento en absorbancia a 280 nm como consecuencia de la &
beracion de aminodcidos por la accidén de proteasas sobre &
caseina. Una unidad (U) de actividad caseinolitica se defini
como la cantidad de enzima requerida que produjo un incre;
mento de una unidad de absorbancia a 280 nm en 1 min.

Determinacién de la produccién de acidos organicos

Los acidos orgénicos en el caldo de fermentacion fueros
analizados por cromatografia liguida de alta eficiencia WA
TERS 600, previa desproteinizacién y clarificacién de los ca-
dos de fermentacion, empleando una columna SHODEX (RS
PACK) K-811 y una fase movil de &cido fosférico 0,8% a unz
temperatura de 45°C.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacién de los microorganismos
queratinoliticos

Durante el aislamiento en agar nutritivo, se selecciona
ron siele colonias morfolégicamente diferentes que tenian Iz
capacidad de degradar las plumas, sin embargo, se eligic
aquella que en medio liquido con plumas mostré mayor degra-
dacién de este sustrato en el menor tiempo posible, aislands
una cepa bacteriana que degrad6 las plumas enteras en tres
dias de incubacién la cual fue designada como LPB-2 e ident-
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Cinética de degradacion del sustrato: La FIG. 3
muestra gue tanto la concentracion de GAL como el PPD, si-
guen la misma tendencia en relacion a la magnitud de la de-
gradacion de las plumas. La cepa LPB-2 logra en 32 h de incu-
bacién,una degradacién del sustrato de 35% correspondiente
a 22 mmol/L de GAL, tiempo a partir del cual disminuye la ve-
locidad de degradacion del sustrato y no se modifican signifi-
cativamente los resultados.

Produccién de acidos organicos: La evaluacion de la
capacidad de produccién de Acidos orgénicos como subpro-
ductos de la fermentacion por la cepa LPB-2 a partir de la de-
gradacion de las plumas sefala, que bajo las condiciones es-
tablecidas, esta cepa no produjo a las 36 h de cultivo, cantida-
des significativas de los dcidos citrico, glucénico, malico, lacti-
co, propiénico o butirico y, muy poco de &cido acético
(0,05 g/L).

DISCUSION

Al igual que en otras cepas bacterianas queratinoliticas
aisladas, no se ha podido conocer con exactitud si las mismas
provienen del tracto gastrointestinal de las aves que llegan al
suelo con sus excrementos o son parte de la microflora edafi-
ca de los sitios de cria de estos animales [12]. En cualquier
caso, es evidente que estos microorganismos se han adapta-
do a utilizar como fuente de carbono y nitrégeno, elementos
gueratinoliticos, poco convencionales pero abundantes en mu-
chas regiones. Ello brinda la oportunidad de explotar su poten-
cial como alternativa para el aprovechamiento de dichos dese-
chos queratinoliticos, subutilizados hasta ahora por su poco
valor nutritivo.

Las observaciones realizadas por microscopia electréni-
ca mostraron que la cepa aislada corresponde a un bacilo
Gram positivo que mide 2,4 x 0,64 um, formador de endospo-
ras, cuyas colonias son blancas, grandes y con bordes difusos
en agar nutritivo [9]. Por otro lado, las observaciones hechas al
microscopio optico indicaron la adsorcién de células a la su-
perficie de los restos de plumas, que puede interpretarse como
una ventaja estratégica para concentrar la cantidad de enzi-
mas secretadas en un sitio especifico y lograr asi un mejor
aprovechamiento de la fuente de carbono soluble; tal como se
ha sugetido para otros microarganismos que se adsorben so-
bre su sustrato [5).

En base a los resultados obtenidos, se determiné que la
maxima velocidad especifica de crecimiento de la cepa LPB-2
fue de 0,21 h', alcanzada a las 24 h. En concordancia con lo
anterior, se observé que la cinética de la actividad proteolitica
muestra un patron de secrecion de estas enzimas, asociado al
crecimiento celular, decayendo ambos después de 24 h de in-
cubacién. Resultados similares han sido reportados en otra
cepa degradadora de plumas (Kocuria rosea) [10]. Cuando se
correlacionan estos resultados con el porcentaje de plumas
degradadas (PPD) y la concentracién de GAL, se tiene que a
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FIGURA 3. ESTIMACION DE LA DEGRADACION DE LAS
PLUMAS POR LA CEPA DE Bacillus LPB-2 MEDIANTE L&
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GAL (¢)}
CANTIDAD DE PLUMAS DIGERIDAS EXPRESADAS EN
PORCENTAJE ((J) EN EL MEDIO DE CULTIVO.

las 24 h casi se ha degradado el 24% de las plumas obteniér
dose aproximadamente 15 mmol/L de GAL, indicando este re
sultado gue no existen problemas por agotamiento del sustra
to. Sin embargo, la disminucién de la biomasa bacteriana y &
actividad enzimatica puede ser atribuida a efectos inhibitorios
por productos formados durante la fermentacion o por cambiocs
en el pH del medio. En cultivos de Aspergillus fumigatus er
medio con harina de plumas se ha observado que la actividas
proteolitica es afectada por el pH del medio [7]. Es posible qus
la inhibicion esté acompanada por descensos en el pH del me
dio de fermentacion que podria producir la inactivacion de las
enzimas excretadas por esta cepa. El rendimiento obtenido z
las 36 h fue de 0,24 g de biomasa bacteriana/g de plumas de
gradadas.

Las actividades enzimaticas obtenidas pueden ser el re-
sultado de una o varias proteasas presentes en el caldo de fer
mentacion. La bibliografia reporta la presencia de varias pre
teasas en los caldos de fermentacién de cultivos de cepas ds
Trichophyton mentagrophytes [8] y de cepas de Scopulariopsi
brevicaulis [3] en medios de cultivo que incluian en su formula
cion sustratos de naturaleza queratinosa. La determinacién de
numero de proteasas presentes en los caldos de fermentacion
su purificacién y caracterizacion bioguimica proporcionariz
mas informacion para profundizar en la fisiologia de la cepz
aislada y en el adecuado disefio de los procesos industriales
conducentes a la obtencién de proteasas (queratinasas).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La cepa de Bacillus spp LPB-2 aislada, exhibe caracte-
risticas de especial interés para la degradacion de materiz
queratinolitico como el que constituye a las plumas de aves de



corral. Las condiciones 6ptimas para determinar las cinéticas
de crecimiento microbiano y degradacién del sustrato fueron
de 20 g/L de plumas, 75 rpm y 40°C. Bajo estas condiciones,
se observd que la actividad proteolitica estd asociada al creci-
miento bacteriano, alcanzando el maximo valor a las 24 h
(0,28 U/mL y 1,6 g/L respectivamente). La concentracién de
GAL y el PPD siguen la misma tendencia en la magnitud de la
degradacion de las plumas; la cepa LPB-2 degradé el 35% del
sustrato en 32 h de incubacién correspondiente a 22 mmol/L
de GAL.

Los ensayos en fermentadores con alimentacién por lo-
tes (“Feed-batch”) o continua permitirian dosificar la entrada
del sustrato y la salida del hidrolizado y regular parametros
como el pH, controlando asi, la inhibicion de ciertos compo-
nentes del medio sobre la sintesis de proteasas o la reproduc-
cion bacteriana. Ademas, debe determinarse el valor nutricio-
nal de los hidrolizados obtenidos mediante el analisis de los
perfiles aminoacidicos y las pruebas de digestibilidad.

Su uso potencial, no sélo para la obtencion de hidroliza-
dos de mejor calidad nutritiva sino para el posible enriqueci-
miento proteico, se podré demostrar mediante estudios poste-
riores, en los que se determine la composicion de amino&cidos
del hidrolizado proteico y su digestibilidad a través de ensayos
con aves alimentadas con raciones que contienen este suple-
mento proteico.

Por otro lado, la posibilidad de utilizar este microorganis-
mo como productor de queratinasas abre nuevas alternativas
para el tratamiento no sélo de las plumas sino de otros mate-
riales queratinoliticos.
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