INVESTIGACION APLICADA
Recursos naturales
Autogenerado

5° Jornadas de Desarrollo

e Innovacion | noviembre de 2004

Biotransformacion fingica del pelo vacuno II. Curva de crecimiento y
produccion de proteasas de un microorganismo capaz de biotransformar
el “"residuo pelo” generado en la curtiembre

Galarza, B."; Hours, R.®?; Cantera, C.®; Goya, L.*¥ ; Mercerat, 1.4

(M personal de Apoyo a la Investigacién de la Comisién de Investigaciones Cientificas de la Pcia. de Bs. As.(CICPBA), Centro
de Investigacion y Desarrollo del Cuero (CITEC).

(@Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y Tecnolégico de CONICET, Centro de investigacién y Desarrollo de
Fermentaciones Industriales (CINDEFI), Facultad de Ciencias Exactas (UNLP)

GYCoordinador de la Unidad “Tecnologia de Produccion” del CITEC, Miembro de la Carrera del Investigador Cientifico y
Tecnoldgico de la Comision de Investigaciones Cientificas de la Pcia. de Bs. As.(CICPBA) y de la Carrera del Tecnélogo del
INTI : ccantera@inti.gov.ar

(“DCITEC, Centro Tecnolégico del Sistema Instituto Nacional de Tecnologi Industrial (INTI) y Comision de Investigaciones

Cientificas de la Pcia. de Bs.As (CICPBA)

Introduccion

En los modernos procesos de depilado conservador
del pelo, en contraste con los convencionales, se
reduce apreciablemente la carga organica en el
efluente liquido de la ribera, pero se genera el
“residuo pelo” parcialmente degradado, incorporando
el inconveniente de su disposicion final. Para una
curtiembre que procesa diariamente 25 ton de pieles
vacunas saladas, esto representa alrededor de 2,5
ton de pelo himedo por dia.

Una cepa de Trichophyton ajelloi, hongo geofilico
aislado a partir del suelo del corral de bévidos1, ha

demostrado tener la capacidad de generar un sistema

enzimatico capaz de degradar la queratina del
“residuo pelo” por medio de proteasas especificas.

Esta propuesta de biodegradacion tiene el atractivo
del concepto de ‘retroalimentacion’ ya que el pelo es
el sustrato sdlido sobre el que actuan los hongos
dando lugar por un lado, a un residuo organico
degradado y enriquecido en su contenido en
aminoacidos, con potenciales usos en lombricultura y
compostaje; por otro lado se genera un extracto
proteico con amplia actividad proteolitica
(queratinolitica entre otras) de posible aplicacion en
tecnologia del cuero.

Objetivos especificos: a) caracterizar el
crecimiento de este hongo mediante el cultivo en
“residuo pelo” como sustrato sdlido, previamente
tratado y sin tratar, determinando la cinética de
produccién de proteasas y biomasa fungica en
funcion del tiempo de incubacion; b) Evaluar el grado
de deterioro del “residuo pelo” luego del cultivo
mediante microscopia electronica de transmision
(TEM), variacion de la digestibilidad “in vitro” y

determinacion de cistina en los extractos enzimaticos.

Metodologia / Descripcion Experimental

El aislamiento de la cepa , su conservacion, la
preparacion del indculo y condiciones para el cultivo
sobre “residuo pelo”se describieron en la parte I del
trabajo “Biotransformacion fingica del pelo
vacuno”[1]. Se compararon dos tipos diferentes de
“residuo pelo”: uno sin tratar, y otro desengrasado
en Soxhlet y tratado con SO03Na2, 0,05M durante 5
hs (pretratado). Ambos tipos de residuo fueron
secados a 400°C, triturados y esterilizados en cajas de
Petri. Estas cajas conteniendo 3 gr de residuo fueron
inoculadas con 10 ml de la suspensién de conidios
fungicos e incubadas durante 28 dias en atmdsfera
himeda. Comenzando por el dia 0, se retiraron dos
cajas por vez a intervalos de siete dias para obtener
5 puntos de la curva de crecimiento. De cada caja, se
tomaron 5 g himedos y se extrajo el pool enzimatico
con una solucion de CINa 0,5 N, el filtrado se alicuotd
y se friz6 para su posterior andlisis. EI remanente del
cultivo se llevo a peso seco para la determinacion de
glucosamina como medida de la biomasa flingica[2].

La concentracion proteica se realizd por el método de
Bradford [3]. Las medidas de actividad enzimatica se
realizaron sobre los sustratos: azocaseina, epidermis
vacuna[4] y residuo pelo[5].

Para evaluar el grado de deterioro del pelo se utilizd
un microscopio electrénico de transmision marca Jeol
(JEM 1200 EX II). Asimismo, se adapto la técnica de
digestibilidad in vitro con pepsina
(microdeterminacion). Los ensayos se realizaron
sobre muestras de cultivo de 28 dias .

También se determind el contenido del aminoacido
cistina en el ultrafiltrado del extracto crudo del cultivo
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sobre el residuo pelo sin pretratamiento con el
procedimiento de la Norma Espafiola UNE 40-209-73
(IRANOR), Madrid, (1973).

Resultados

Se realizaron distintos graficos con la variacion en el
contenido de biomasa y actividades enzimaticas en
funcion del tiempo de cultivo para “residuo pelo”sin
tratar y tratado (ver Fig.1 como ejemplo)
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Figura 1

En la observacion microscopica se detectaron
elementos flngicos entre la cuticula y la médula del
pelo, donde se hallaron espacios sin queratina y sin
granulos de keratohialina[6]. La digestibilidad
aumentd en el caso del pelo cultivado con el hongo
hasta un 30% Y la concentracion de cistina en el
ultrafiltrado del extracto crudo alcanzé el 0,2% (con
respecto al peso seco de “residuo pelo” en el cultivo).

Conclusiones

La maxima concentracién de proteasas, que se
correlaciona con la mayor expresion de las distintas
actividades enzimaticas evaluadas, ocurre luego de
14 dias de incubacion, tanto en el residuo pelo sin y
con pretratamiento. El mayor aumento de biomasa
en el cultivo sobre el “residuo pelo” no tratado con
respecto al pretratado puede explicarse por la mayor
disponibilidad del material lipidico como fuente de Cy
energia que se elimina en el pelo desengrasado.

Las condiciones operativas seleccionadas para el
desarrollo experimental de esta segunda parte del
estudio permitieron duplicar el rendimiento en la
produccién de enzimas con relacién al procedimiento
de incubacién empleado en los estudios de la parte I.

La variacion en el aumento de las actividades
enzimaticas frente a los distintos sustratos,
evidencian las distintas especificidades enzimaticas
del extracto crudo que se expresan de acuerdo a la
distinta disponibilidad de nutrientes.

Si bien el pelo mantiene su estructura de fibra, se
pudo establecer que el “residuo pelo” sufre, por la
accion fungica, una degradacion parcial. Aqui queda
planteado el desafio de continuar con los estudios
para extender el biodeterioro, ya sea por una accion
fungica mas intensiva o mediante la posterior
intervencion de otros organismos. En esta primera

etapa de biotransformacion, se dieron las condiciones
para aumentar la biodisponibilidad del “residuo pelo”
y al mismo tiempo enriquecer su potencial nutricional
mediante el aporte proteico y vitaminico de la
biomasa fungica. Ambos factores posibilitarian su
utilizacion como alimento de las lombrices
californianas para generar lombricompuesto.

El aumento del rendimiento de proteasas en el
extracto crudo es otro aspecto interesante del
presente estudio, ya que tiene el atractivo de su
potencial aplicacion en tecnologia del cuero, por este
motivo la caracterizacion del extracto se esta
realizando sobre sustratos derivados de proteinas de
la piel animal.
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