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Resumen

La queratina se refiere a un grupo de materiales proteicos insolubles y recalcitrantes. Los mataderos
producen una gran cantidad de subproductos queratinosos, que son eliminados o mal valorizados; sin
embargo, los consorcios de microbios queratinoliticos representan una forma rentable y respetuosa con el
medio ambiente de valorizar, ya que estos transforman la queratina en productos de alto valor comercial,
como aminoacidos, biofertilizantes y biomateriales. Por ello, el objetivo del presente articulo es evaluar la
adaptacion de consorcios microbianos de muestras de suelo a la queratina. Se evalu6 el crecimiento
microbiano por medio de la absorbancia en una curvatura de 600 nm, a la par se fue verificando la actividad
queratinolitica de manera diaria de las muestras. Se observé un crecimiento de los microorganismos en un
117% en comparacion al muestreo inicial, lo que demuestra la eficiencia del consorcio microbiano en el uso
de queratina como fuente de nutrientes. Se evidencia una buena adaptacion a la queratina como fuente de
nutrientes, confirmando el potencial de estos microorganismos para la degradacion de queratina en
aplicaciones industriales y en un rango de temperatura mesofilo que disminuiria los costes energéticos.

Palabras clave: Plumas de pollo; a-queratina; enriquecimiento; consorcios microbianos; degradacion
microbiana.

1. Introduccién

El aumento del comercio y demanda de productos agricolas resulta en una descarga masiva de desechos
solidos de queratinaen formade plumas, generalmente extraido de aves como pollos, pavos, gallinas, patos,
etc (Bhari et al., 2021; Chen et al., 2022). Ello representa valores por encima de los 7 millones de toneladas
anuales de desechos avicolas recalcitrantes altamente acumulados en todo el mundo que pueden ocasionar
problemas en la salud y el ambiente (Babbar et al., 2022). La eliminacion de dichos desechos de origen
animal generalmente es por medio de incineradores o vertederos, debido a que muestran una inmensa rigidez
frente a agentes fisicos, quimicos y bioldgicos, ademas de resistencia a la protedlisis por proteasas como
tripsina, pepsina y papaina, lo que es un obstaculo importante en la gestion de residuos (Qin et al., 2022). A
pesar de ello, estos pueden ser considerados como una enorme fuente de nitrégeno, sin embargo, no se les ha
prestado la suficiente atencidn para su uso o reciclaje (Sironi et al., 2022).

La queratina, una proteina fibrosa estructural con alto contenido de cisteina y enlaces disulfuro en la 3-
queratina, es el componente principal que contribuye a su extrema estabilidad/resistencia a la degradacién
(Alahyaribeik et al., 2020). Sin embargo, debido a su alto contenido de proteinas (90%), nitrogeno (12-18%)
y azufre organico (2-5%), presenta un buen potencial para promover el crecimiento de las plantas y mejorar
la calidad del suelo, ademés de contar con una gran estabilidad bajo diferentes valores de pH y temperatura
(Qin et al., 2022). Por lo tanto, los residuos de queratina pueden tener una amplia gama de aplicaciones;
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entre ellas, los biofertilizantes. Sin embargo, en comparacion con otros desechos, la tasa de mineralizacién
de los desechos de queratina en el suelo es lenta, por lo que no se puede utilizar directamente en él (Bhari et
al., 2021; Chen et al., 2022).

Los métodos mas investigados consisten en convertirlos en hidrolizado de plumas mediante tratamientos
fisicos, quimicos y/o mecanicos; sin embargo, la aplicacion de estos pueden provocar una pérdida
nutricional sustancial del sustrato (Jagadeesan et al., 2023).

Para la bioconversion de los residuos de queratina en productos de valor agregado se necesita un
poderoso biocatalizador, llamado queratinasa microbiana. Sin embargo, esta necesita de ayuda de un agente
reductor (como los microorganismos) para romper los enlaces disulfuro de la queratina por su poca
capacidad de hidrolizar los enlaces disulfuro de la queratina (Li et al., 2023).

En la hidrolisis microbiana, las macromoléculas son hidrolizadas a oligdmeros y mondémeros por la
actividad microbiana antes de ser posteriormente degradadas; para ello se emplean microorganismos que
realizan la bioconversion correspondiente (McGauran et al., 2021).

Los microorganismos mas usados son los Bacillus, tales como: Bacillus aerius, Bacillus Pumilus,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus thuringiensis y Bacillus cereus (Bhari et al., 2021);
una de las principales ventajas que tienen estos, es la capacidad de formar una barrera fisica para evitar la
evaporacion del agua en el suelo, lo cual genera un rendimiento en el proceso de riego de las plantas; ademas
de mejorar las propiedades fisicasy quimicas del suelo. Lo que hace ain mas especial a estos organismos, es
la capacidad de producir una hormona antioxidante y promotora del crecimiento vegetal, denominada acido
indol-3-acético (Jagadeesan et al., 2023; McGauran et al., 2021).

Algunos beneficios que presenta el hidrolizado de manera general son los siguientes: brinda un enfoque
respetuoso con el medio ambiente, produce aminoacidos esenciales para el crecimiento de las plantas,
mejora el contenido fitoquimico y la fertilidad microbiana del suelo, ademas de desarrollar una inmunidad
adaptativa contra patdgenos vegetales. Es por ello que, la hidrdlisis microbiana se considera un enfoque
prometedor para la gestion de los desechos de plumas sin disminuir el contenido y la disponibilidad de
aminoacidos esenciales, dandole un gran potencial para el uso como biofertilizantes (Bhari et al., 2020). Sin
embargo, se ve necesario acostrumbrar previamente a los microorganismos para garantizar y optimizar los
posteriores resultados.

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 investigacion es evaluar
la adaptacion de consorcios microbianos de muestras de suelo a la queratina.

2. Materiales y Métodos

2.1. Caracterizacion de la muestra

Se recogieron plumas de pollo de la avicola Avila, las cuales se lavaron con 10 ml de hipoclorito de sodio
y 2 L de agua de grifo (Rodriguez-Clavel et al., 2019); ello para eliminar la sangre, materia fecal y
patdgenos que pueda contener la muestra. Seguidamente, se secé la muestra durante 48 horas a temperatura
ambiente. Una vez secas, las plumas fueron cortadas en pedazos de aproximadamente 1 cm. Cabe resaltar
que se usaron todas las partes de la pluma.
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2.1.1. Determinacion de materia total seca y humedad

Para la determinacion de Materia Total Seca (Aguilar, 2023), en primer lugar se rotularon los crisoles
(C1, C2, C3 y C4) se pesaron para ser secados a 120 °C durante 1 hora en la mufla. Luego se retiraron de la
mufla y se llevaron al desecador (por 1 hora) hasta su enfriamiento. Se sacaron los crisoles del desecador y
con una pinza se colocaron cada crisol en una balanza analitica previamente tarada, esto se hizo para conocer
su peso inicial. Teniendo los pesos de los crisoles, se procedio a afiadir la materia prima respectivamente
(plumas de pollo), una cantidad de 0.5 gr en cada crisol y después se llevaron nuevamente a la mufla a una
temperaturade 120 °C durante 1 hora. Pasado el tiempo en la mufla, se retiraron los crisoles y se llevaron al
desecador (por 1 hora) hasta su enfriamiento (Figura 1). Se sacaron los crisoles del desecador y se pesaron
en la balanza analitica, anotando los pesos para posteriormente realizar los calculos matematicos respectivos,
usando la siguiente ecuacion:

[(Peso capsula vacia + Muestra deshidratada) — (Peso capsula Vacia)] * 100
Peso de la muestra himeda

%MTS =

La determinacion de humedad se calculd con los datos previos de la Materia Total Seca. Para la cual se
utilizo la siguiente ecuacion.

% Humedad = 100% — %MTS

Figura 1

Determinacion de Materia Total Seca

2.1.2. Determinacion de proteina y nitrégeno total

Se uso el método micro Kjeldahl (Martinez, 2013) para medir el contenido de nitrégeno total y proteina
de las plumas de pollo. Este se divide en 3 etapas: digestién o mineralizacién, destilacién y titulacion. En la
etapa de digestidnse introdujeron 1 gr de muestra de plumas, 3 gr de K>SO, y 0,5 gr de CuSO4 en cada tubo
de mineralizacion; cabe resaltar que la prueba se realizo por triplicado y se sumo una muestra blanco,
teniendo un total de 4 tubos. Después se adicionaron 25 ml de H,SO, en cada tubo. Posteriormente se digirid
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a 420 °C durante 2 horas en el equipo de digestion Kjeldahl. Se supo que la digestion culminé debido a que
la disolucién adquiri6 un color verde caracteristico (Figura 2).

En la siguiente etapa, llamada destilacion, se llevaron los tubos a la unidad de destilacion, donde se
adicionaron 50 ml de agua destilada, 50 ml de H3BOs (al 4% p/v) y 80 ml de NaOH 10N. El resultado de la
destilacion se deposito en un matraz erlenmeyer de 250 ml por cada tubo de mineralizacion (Figura 2).

En la Gltima etapa de titulacion, se realizé una volumetria &cido-base empleando H,SO4 10N y como
indicador una disolucion alcohdlica de una mezcla de rojo de metilo y azul de metileno. Teniendo el pH de
la muestra blanco como guia (Figura 2).

Figura 2
Pasos del método micro Kjeldahl

Nota. A) Etapa de digestion, cambio de color de la muestra. B) Etapa de destilacion. C) Etapa de titulacion.

Para el célculo de concentracion de nitrogeno total se uso la siguiente ecuacion (Godoi, 2021):

Vi
N = % xMH2504x2 X 14.000

Donde:

N - representa la concentracion de nitrégeno de la muestra, en mg N-NH4/L o N-NTK/L;
V1 - volumen de la solucion de acido utilizado para titular la muestra (ml);

Vm - volumen original de la muestra antes de la digestion (ml);

M H,SO. - molaridad de solucion de acido sulfdrico utilizado en la titulacion (mol/L);
14.000 - equivalente de nitrégeno contenido en NHa;

2 - numero de hidrogenos ionizados en la molécula de H,SOa.

Para el célculo de proteinatotal se multiplico el porcentaje de nitrogeno total por un factor de conversion
de 6.38 (Sinkiewicz, 2016).
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2.2. Preparacion de sustrato y medio

Se realizé un muestreo compuesto de suelo para “muestra superficial” siguiendo los lineamientos dados
por MINAM (2014) de un criadero de pollos en Nafia, Lima. En esta, se realizaron hoyos con una
profundidad de 0 a 10 cm en 6 puntos diferentes de la zona. Seguido a ello, se realizé un cernido de la
muestra, logrando como resultado 2 kg de suelo, el cual fue refrigerado para su proximo uso (Figura 3).

Para el medio, se usaron (0,5 g/L de NH4Cl, 0,5 g/L de NaCl, 0,3 g/L de K;HPO,, 0,4 g/L de KH,PO;, ,
0,1 g/L de MgCl; -6 H;0) por cada 100 ml de agua destilada, este fue nombrado medio mineral (MM)
(Kang, 2018). Para el medio de queratina (KM), se usaron 100 ml de MM con un gramo de queratina como
Unica fuente de carbono. Ambos medios fueron esterilizados en autoclave por 21 min a 120 °C (Figura 3).

Figura 3
Preparacion de sustrato y medio

Nota. A) Muestreo compuesto de suelo. B) Medio Mineral y Medio de queratina.

2.3. Enriquecimiento queratinolitico

2.3.1. Ensayo preliminar

Se utilizo un gramo de suelo previamente recolectado como inoculo para el posterior enriquecimiento. El
cultivo se llevd a cabo en un matraz de 250 ml, el cual contenia 100 ml de KM (Medio de Queratina),
durante cinco dias. Se utilizaron KM en blanco y MSM como controles negativos. Los matraces se agitaron
durante cinco dias a 200 rpm en condiciones aerobicas a 24 °C. Durante este periodo de tiempo, se
realizaron pruebas de crecimiento microbiano por medio de la absorbancia utilizando un espectrofotémetro,
en una curvatura de 600 nm; diluyendo 2 ml de muestra 1:2 con agua destilada. Cabe recalcar que las
muestras fueron tomadas en un rango de 24 horas.
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2.3.2. Célculo de porcentaje de crecimiento

Una vez obtenidos los datos de absorbancia, se sac6 la media y desviacion estandar de cada uno, para
posteriormente calcular el porcentaje de crecimiento en base a la muestra cero, usando la siguiente formula:

(Muestra x — Muestra Q)

% crecimiento =

Muestra 0

Figura 4
Enriquecimiento Queratinolitico

Nota. A) MSM, KM blanco y KM + suelo. B) Agitador Orbital. C) Dilucién 2:1. D)
Medicion en el Espectrofotémetro.

2.4. Actividad queratinolitica

2.4.1. Ensayo preliminar

Se prepararon 180 ml de Agar Bacterioldgico con un contenido de 0,5% de queratina, los cuales se
repartieronen 9 placas previamente esterilizadas. Culminado el periodo de 5 dias de incubacion continua en
las pruebas del Enriquecimiento Queratinolitico, se sembro en las placas por método de picadura. Las placas
se incubaron a 35 °C por 48 - 72 horas. La prueba se realizo por triplicado. Para identificar las cepas que
mostraron mejor crecimiento, se realizaron mediciones del diametro del halo de crecimiento.

Figura 5
Actividad Queratinolitica
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Nota. A) Placas Esterilizadas. B) Sembrado por picadura.

2.5. Andlisis estadistico

Todos los resultados se realizaron por triplicado y fueron expresados como media + desviacion estandar
de la media. Los datos que se obtuvieron como resultado, se analizaron estadisticamente en el software R
Studio.

3. Resultados y Discusién

3.1. Caracterizacion de muestra

Los resultados de la caracterizacion son mostrados en la Tabla 1. La concentracion de nitrégeno total
muestra una cantidad dentro del rango encontrado por otras investigaciones, el cual va de 4,8 a 6,92 gr
(Badrulzaman, 2021), cumpliendo con el 12 -18% por pluma; cabe destacar que el nitrégeno con el que se
cuenta es muy favorecedor para su posterior uso como fertilizante, ademas de que ayuda al crecimiento
microbiologico de las bacterias del tipo Bacillus subtilis, las cuales son una especie capaz de degradar la
queratina (Bhari, 2021). En cuanto al porcentaje de proteina, fue bastante baja en comparacion con otros
datos reportados por articulos previos, 91% (Bhari, 2021), 95% (Chen, 2022) y 93% (Sironi et al., 2022);
podria deberse a que la estructura de las plumas dependen mucho de la raza, alimentacion y medio ambiente
de crianza. Siller (2014) present6 valores similares, reportando que el contenido protéico de las plumas
puede variar en funcién del método previo de secado.

Por otro lado, la humedad y materiatotal seca presentan valores similares a los obtenidos previamente por
Kurien (2022), quien realizé un analisis estructural de este residuo. Cabe resaltar que, la caracterizacion fue
de suma importancia, debido a que los resultados nos daran una idea de los posibles futuros hallazgos en la
investigacion.
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Tabla 1
Caracterizacion de la muestra de plumas de pollo.

Analisis Resultados
Nitroégeno Total 5.586 gr

% Proteina 35.638 %
% Materia Total seca 945+1,91
% Humedad 551+1,91

3.2. Enriquecimiento queratinolitico

Se esperaba que este proceso seleccionara microorganismos que crecieran eficientemente en un rango de
temperatura mesofilo para disminuir los costes energéticos en la escala industrial, ademas del
enriquecimiento queratinolitico de consorcios microbianos con especies importantes involucradas en la
degradacion de la queratina de manera natural.

Gracias a los resultados (Figura 6) se dio a conocer que el medio queratinoso con el in6culo
pudo crecer gradualmente hasta llegar a una fase estacionaria transcurridos 3 dias, y en los dias
contiguos disminuyeron ligeramente hasta el altimo periodo de prueba, indicando una reducciéon
de namero de células. En total, alcanz6 un porcentaje de crecimiento de 117% en comparacion al
muestreo del dia o.

Un estudio similar de enriquecimiento realizado por Kang (2018) present6 un comportamiento
similar, lo cual indica que el in6culo usado en el experimento contiene comunidades microbianas
que podrian usar la queratina como tnica fuente de nutrientes.

Un punto importante a tomar en cuentaes el hecho de que la muestra en blanco de KM present6
una contaminacion en el transcurso del segundo al tercer dia con un pequeno porcentaje de la
muestra de KM+suelo; en ese transcurso, los microorganismos del KM +suelo se encontraban
llegando a la fase estacionaria, por lo que al entrar en otro medio nuevorico en queratina crecieron
rapidamente.

Figura 6
Porcentaje de crecimiento

% Crecimiento de consorcios

500%
450%
400%
350%
300% —_—
250%
200%
150%

100%
50%
0%

0 1 2 3 4

KM

% Crecimiento

e KM+ SUELO

Nota. Crecimiento de consorcios a lo largo del periodo de prueba en los 3 medios.
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3.3. Actividad queratinolitica

3.3.1. Ensayo Preliminar

Los resultados de las mediciones respectivas de los diametros de los halos de crecimiento producidos en
las placas se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

Tamafo del Halo de cada Medio de Cultivo

Medio Tamafo del Halo*
MM 6.976 £ 5.794
KM 15.639 + 4.847

KM + SUELO 11.600 + 2.285
Nota: *Tamafio del Halo en milimetros medido luego de 48 horas.

En la Figura 6 y 7 se presenta la evidencia de crecimiento de los microorganismos. Se observa el
crecimiento de consorcios en el Medio Queratinoso mas suelo. Por lo que, son microorganismos con
potencial actividad queratinolitica, ya que para su desarrollo utilizaron el sustrato (suelo con residuos
gueratinosos), como unica fuente de carbono y nitrogeno (Juarez 2012). Un factor que ayudo al crecimiento
de los halos fue la temperatura, ya que cada microorganismo tiene su temperatura dptima (Anwar et al.,
2014; Guzman et al., 2015; Tamariz, 2014). Sin embargo, también se pudo observar el crecimiento de
consorcios microbianos en el KM, esto debido a una presenté una contaminacion en el transcurso del
segundo al tercer dia, ello podria deberse a un descuido en el cambio de pipetas, y ademas, a que los
microorganismos crecen mas cuando hay menos dilucion. Esto se debe a que una menor dilucion significa
gue hay una mayor concentracion de nutrientes disponibles para las bacterias, el caso del KM (Lin et al.,
2020).

Figura 6
Crecimiento del Halo por Medio de Cultivo

Nota. A) Medio Mineral (MM). B) Medio Queratinoso (KM). C) Medio Queratinoso +
Suelo (KM + suelo).
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Figura 7
Actividad Queratinolitica
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Nota. MM:Medio Mineral; KM: Medio con Queratina; KM: Medio con Queratina +
Muestra de suelo

4. Conclusiones

Las plumas de pollo contienen un contenido importante de nitrégeno total, lo cual es beneficioso para su
uso como fertilizante debido a su capacidad para mejorar el crecimiento microbioldgico; de igual manera,
los resultados de MTS y humedad dieron valores estandar del residuo. Por otro lado, el porcentaje de
proteina fue menor al presentado en otros articulos, ello puede deberse al método previo de secado y la
alimentacion de los animales.

Se observo un crecimiento de los microorganismos en un 117% en comparacion al muestreo inicial, lo
que evidencia la eficienciadel consorcio microbiano en el uso de queratinacomo fuente de nutrientes. Por lo
que se demuestra una buena adaptacion a la queratina como fuente de nutrientes, confirmando el potencial
de estos microorganismos para la degradacion de queratina en aplicaciones industriales y en un rango de
temperatura mesofilo que disminuiria los costes energéticos.
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