REVISTA CIENTIFICA, FCV-LUZ / Vol. X, N2 2, 107-113, 2000

AISLAMIENTO DE UNA CEPA DE Kocuria rosea DEGRADADORA
DE PLUMAS DE AVES DE CORRAL

Isolation of a Poultry Feather-degrading Kocuria rosea Strain

Nereida Coello', Luis Vidal ' y Antonio Bretafa’

'L aboratorio de Procesos Biotecnoldgicos, Instituto de Biologia Experimental, Universidad Central de Venezuela,
Apartado 47279. Caracas 1041A, Venezuela.
2Unidad de Microscopia Electrénica, Centro de Estudios Biomédicos y Veterinarios. IDECYT,
Universidad Nacional Experimental Simon Rodriguez. Caracas, Venezuela

RESUMEN

Zon el objeto de buscar un método biolégico para el procesa-
miento de las plumas, se aislé un coco Gram positivo a partir
4= un depésito colector de una planta beneficiadora de aves,
=mpleando un medio selectivo preparado con polvo de plumas
zomo principal fuente de carbono, energia y nitrégeno. EI mi-
zroorganismo aislado, identificado como Kocuria rosea, fue ca-
=2z de degradar plumas enteras en medio de cultivo salino pH
75 a 40°C en 72 horas. Se pudo observar que el incremento
=n el tiempo de esterilizacion por calor himedo del medio de
-ultivo favorece la accién del microorganismo sobre las plu-
=zs. La mayor degradacién de las plumas se obtuvo en culti-
os de Kocuria rosea incubados entre 35 — 40°C. La microsco-
=2 electrénica de las células en cultivo reveld la presencia de
~iznos de divisién asimétricos y granulos de reserva de tipo
glucogeno y polifosfatos. Estudios posteriores permitiran esta-
slecer el potencial biotecnolégico de la fermentacion de plu-
=zs por la cepa Kocuria rosea para la produccién de metaboli-
25 microbianos de alto valor agregado.

Palabras clave: Kocuria, plumas, biodegradacion, ultraestruc-
tura.

ABSTRACT

~ order to look for a biological method for feathers processing,
Gram positive coccus was isolated from a waste collector of
poultry processing plant using a selective media prepared
with feather powder as the main source of carbon and energy.
The isolated microorganism identified as Kocuria rosea, was
znle to degrade whole feathers in submerged cultures pH 7,5
=% 40°C in 72 hours. It was demonstrated that the increment in
tne time of autoclaving of the culture media enhances the ac-
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tion of the microorganism on feathers. The biggest degradation
of feathers was obtained in cultures of Kocuria rosea incubated
between 35 and 40°C. The electronic microscopy of cells in
cultivation revealed the presence of asymmetric division planes
and granules of glycogen and polyphosphate. Later studies will
allow to establish the biotechnological potential of feather fer-
mentation by Kocuria rosea for the production of microbial me-
tabolites of high added value.

Key words: Kocuria, feathers, biodegradation, ultrastructure.

INTRODUCCION

El aumento sostenido en el procesamiento de las aves
de corral a nivel industrial ha planteade el problema de la ubi-
cacién de los desechos producto de su beneficio, en resguar-
do de la calidad del medio ambiente. En Venezuela existen 54
plantas beneficiadoras de aves de corral las cuales, en el aho
1995 generaron como subproducto aproximadamente 30.000
TM de plumas [10]. En la bisgueda de una solucién a este
problema, la industria avicola ha realizado esfuerzos para utili-
zar dichos subproductos (plumas, visceras, patas y cabezas)
en la obtencién de insumos de mayor valor agregado.

Por muchos afios, las plumas han sido de interés en es-
tudios nutricionales, dado que el 95% de su peso seco es pro-
teina, de la que un 88% es queratina [8]. La queratina, presen-
te también en pelos, ufias y cuermos, es una proteina fibrosa
insoluble que en su estado nativo es muy resistente al trata-
miento con enzimas proteoliticas, tales como tripsina, pepsina
y papaina. Ello se debe al alto grado de enlaces disulfuro de la
cisteina, enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicas
dentro de la molécula de queratina, que la hacen poco digesti-
ble cuando se suministra como fuente proteica en la dieta de
animales [19].
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A nivel industrial, gran parte de las plumas generadas en
las plantas beneficiadoras de aves son recolectadas y someti-
das a un proceso de coccién por vapor a alta presion y tempe-
ratura, obteniéndose un hidrolizado proteico en forma de hari-
na, el cual es incorporado en alimentos concentrados para ani-
males como suplemento proteico. Este procesamiento resulta
de la modificacién de la estructura proteica de las plumas, ha-
ciéndolas mas susceptibles al ataque proteolitico de las enzi-
mas digestivas, mejorando asi su digestibilidad y en conse-
cuencia, su utilizacién como suplemento nutricional. La harina
de plumas ha sido evaluada extensivamente como alimento
para aves y se ha encontrado gue, ademas de ser poco diges-
tible, presenta un desbalance de algunos aminodcidos esen-
ciales, tales como histidina, metionina y triptofano, debido a la
naturaleza propia de la proteina queratinosa y a la destruccion
parcial de algunos aminoacidos termoldbiles durante el proce-
samiento [2, 3, 5, 18]. De alli el uso limitado de la harina de
plumas en la elaboracion de alimentos concentrados y la bus-
queda de nuevas estrategias para el tratamiento de las plumas
que, siendo mas rentables, resulten en un producto de mayor
calidad nutricional.

En este sentido, una posibilidad es el uso de métodos
biolégicos para el aprovechamiento de las plumas como sus-
trato fermentable de microorganismos capaces de degradar-
las. La literatura reporta el aislamiento de una cepa termdfila
de Bacillus licheniformis degradadora de plumas, obtenida de
un digestor anaerébico de desechos avicolas, la cual fue em-
pleada para producir un hidrolizado de plumas [16, 17]. De
manera similar, se ha aislado una cepa de Streptormyces fradie
con capacidad queratinolitica e hiperproductora de metionina,
con el objetivo de mejorar la calidad aminoacidica del hidroli-
zado producido [7].

De alli que, los procesos biotecnolégicos representan
para la industria avicola una forma alternativa de aprovecha-
miento de las plumas, al poder ser incluidas como fuente de
nutrientes (C, N) en la formulacién de medios de interés indus-
trial para la produccién de insumos de mayor valor econémico,
tales como proteasas tipo queratinasas y proteina unicelular
de origen bacteriano. Una posibilidad es la utilizacién conjunta
de la biomasa y del hidrolizado de plumas obtenido finalizada
la fermentacion en la nutricién animal, pudiendo representar
hasta un 7% de enriquecimiento proteico [15] y a nivel cualita-
tivo, un cambio en el perfil aminoacidico del producto obtenido
debido al aporte de los aminodcidos propios de la biomasa
[17]. El objetivo del presente trabajo fue el aislamiento, identifi-
cacion y estudio de una cepa de Kocuria rosea capaz de utili-
zar plumas como sustrato fermentable.

MATERIALES Y METODOS

Para la preparacién de los medios de cultivo fueron utili-
zadas plumas blancas de pollo, lavadas con abundante agua,
esterilizadas por autoclave (15 min), secadas en estufa a 60°C
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y almacenadas a temperatura ambiente hasta su utilizaci
La harina de plumas comercial, fue gentilmente donada por
Planta Proagro de Protinal, Bejuma, Edo. Carabobo, Venez
la y obtenida mediante un proceso fisicoquimico de cocci
por vapor a alta presion (90 Ib) y temperatura (100°C) por
min en presencia de cal como acelerador de la hidrélisis. L
sales para la preparacion de los medios fueron de Sigma Ct
micals (USA) y el extracto de levadura y el agar, de Difco i
boratories (USA).

Preparacion de polvo de plumas

El polvo de plumas fue obtenido a partir de plumas en
ras a las cuales se les descartd con tijeras el raquis, quedan
solo las barbas. Luego fueron lavadas con agua destilada, ¢
cadas a 60°C y molidas por abrasién empleando un homoge
zador de vidrio. El homogenizado obtenido fue centrifuga
(2.000 g, 15 min) y el sedimento resultante fue lavado c
agua destilada por centrifugacion bajo las condiciones dest
tas y secado a temperatura ambiente por 24 horas. El resid
seco resultante fue molido manualmente con un mortero
conservado en nevera a 4°C hasta su empleo posterior.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo contenfan plumas (cuya presen
cién dependia del tipo de medio) y una solucién de sales, ajL
tada su pH a 7,5 con KOH al 10%, preparada con:

NH,4CI 059 KH-PO, 0,49
NaCl 05g MgCl,.6H,O 0,1g

KoHPO, 0,3g Extracto de levadura 0,1 g

Agua destilada 1.000 mL

a)  Para el aislamiento del microorganismo se utilizé la sol
cion salina basal suplementada con polvo de plumas (
g/L) y agar (20 g/L).

b)  El cultivo del microorganismo se realizé en tubos de e
sayo que contenian una pluma entera y 5 mL de la sol
ci6n salina descrita anteriormente.

c) La conservacién de la cepa se realizé a 4°C en estri;
de medio sdlido. En este caso la solucién salina fue s
plementada con harina de plumas comercial (20 a/L)
agar (20 g/L) .

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados por a
toclave (121°C, 15 min).

Aislamiento del microorganismo degradador de plumas

La seleccién del microorganismo se llevé a cabo «
base a su capacidad degradadora de plumas en medios ¢
cultivo que contenfan éstas como principal fuente de carbono
nitrégeno. Para ello, se tomaron muestras bacteriolégicas ¢
un depdsito colector de desechos avicolas de una planta b
neficiadora de aves ubicada en la ciudad de Caracas, D.|
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sonde las plumas, depositadas durante varios dias, se encon-
~=ban en estado de descomposicién. Las muestras fueron
s=mbradas por agotamiento en placas de Petri con medio de
=ovo de plumas e incubadas a 40°C por 48 horas a fin de rea-
zar el aislamiento.

Culiivo del microorganismo degradador de plumas

Los ensayos realizados en tubos con plumas enteras re-
=uspendidas en solucidn salina basal se realizaron sin agita-
=on a 40°C durante 72 horas.

=fecto del tiempo de esterilizacion por calor humedo
sobre las plumas

Lotes de plumas enteras fueron autoclavadas (1 bar —
121°C) durante diferentes tiempos: 5, 10 y 15 min. Para evitar
sroblemas de contaminacion debido a un autoclavado insufi-
=enie, aquellos lotes de plumas donde no se cumplié el tiem-
20 de esterilizacién por calor himedo de 15 min, se complet6
= esterilizacién quimicamente empleando gas formaldehido,
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=ra ello, cada lote fue envuelto en gasa y colocado en una
~=mpana de vidrio durante 12 horas, en donde previamente se
~rodujo un vaso de precipitado conteniendo 1 g/mL de
“Mn0, en solucion de formalina al 30%. Para verificar la este-
~iizacién, se tomaron muestras de plumas de cada lote y se in-
=uharon a 40°C en tubos con caldo nutritivo. La ausencia de
wrbidez en dichos medios fue indicativo de una adecuada es-
=nilizacion.

Wicroscopia electronica

Un cultivo de medio con plumas de 72 horas de incuba-
=on se utilizd para el procesamiento de la muestras. Estas
fu=ron fijadas en glutaraldehido al 2,5% en tampén fosfato ca-
=odilato 0,1 M, pH 7,2 a temperatura ambiente por 2 horas, la-
+=das 3 veces con tampdn, postfijadas con 1% OsO4 en agua
surante 2 horas a temperatura ambiente, deshidratadas gra-
=:=Imente en etanol y 6xido de propileno e incluidas en resina
=oéxica LX-112 (LADD Res. Inc, Burlington, USA). Las mues-
~=s fueron contrastadas con citrato de plomo y acetato de ura-
~i0. observadas y fotografiadas en un microscopio electronico
= transmision HITACHI H-7100 a 75 Kv.

LI ¢

Mstodos analiticos y ensayos enzimaticos

A fin de realizar el seguimiento de la biomasa y la degra-
=zcién de las plumas, se tomaron muestras de los jugos de
s=rmentacién al inicio y al final de la fermentacién (72 horas).
_= biomasa fue determinada por turbidimetria (600 nm) y con-
~=~ido su valor en peso seco (g/L) mediante una curva de cali-
oracién previamente realizada por gravimetria. La magnitud de
degradacién de las plumas se determind en base a la esti-
=cion de la concentracion de los grupos amino libres en los
sbrenadantes de los cultivos usando el método de ninhidrina
3= Rosen [12]. La actividad proteolitica fue estimada por el
—2todo Kunitz [11] utilizando caseina como sustrato. Una uni-

| W
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dad de actividad caseinolitica equivale a la cantidad de enzima
capaz de producir un incremento de absorbancia de 1,0 uni-
dad en un minuto.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de una muestra tomada en un depdsito colector
de desechos avicolas se logro aislar una colonia bacteriana de
color rojo y bordes definidos, con un halo claro alrededor. El
medio selectivo de polvo de plumas ha sido utilizado con éxito
para el aislamiento de microorganismos del género Bacillus [4,
16]. El crecimiento de colonias en dicho medio y la presencia
de un halo claro alrededor de las mismas, sugirié que el micro-
organismo secretaba proteasas capaces de degradar dicho
sustrato, para luego aprovechar como nutrientes los productos
de la hidrolisis.

La cepa bacteriana aislada, codificada como LPB-3, fue
identificada como Microccocus roseus por el Centro Venezola-
no de Coleccién de Microorganismos (CVCM), del Instituto de
Biologia Experimental de la Universidad Central de Venezuela
y como Kocuria rosea, en el Instituto Pasteur, Francia. Esta
bacteria aerdbica, perteneciente al género Micrococcus y re-
clasificada en 1995 dentro del género Kocuria [13], ha sido ob-
jeto de estudios en relacion a la estructura y propiedades del
pigmento carotenoide que ella produce [6, 9, 14]; sin embargo,
la capacidad degradadora de plumas no habia sido reportada
hasta ahora en este género bacteriano.

La observacion al microscopio éptico de un frotis tefiido
con Gram de la cepa LPB-3 crecida en medio con plumas en-
teras, evidencié la presencia de cocos Gram positivos que se
disponen aislados, en duplos y racimos irregulares, FIG. 1.
Ademas, se observaron cimulos de células adsorbidos a los
restos de plumas, representando una ventaja estratégica para
el microorganismo, al concentrar la cantidad de enzima secre-
tada a un sitio especifico y lograr un mejor aprovechamiento
del sustrato.

Las micrografias muestran diversos corles de la cepa
Kocuria rosea, FIG. 2, donde la ultraestructura del microorga-
nismo se revela como la de una bacteria Gram positiva tipica.
A saber, una pared celular gruesa y continua, constituida al
menos por dos capas, que recubre |a membrana citoplasmati-
ca. La matriz protoplasmatica tiene aspecto granular y electrén
densa, siendo mas compacta hacia la periferia del coco y pre-
sentando zonas fibrilares centrales que podrian tratarse de
cromatina. La alta densidad citoplasmatica observada puede
ser debida a la elevada densidad de ribosomas, lo que sugiere
una sintesis activa de proteinas, posiblemente proteasas. Ade-
mas, se aprecian estructuras citoplasmaticas grandes, redon-
deadas y electrén densas, de bordes difusos y sin membrana
y otras mas pequefias, de bordes difusos y menor densidad
electrénica, que corresponden a granulos de polifosfato y de
glucégeno, estructuras que constituyen reservas intracelulares
de fosforo y carbono respectivamente.
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FIGURA 1. IMAGENES DE MICROSCOPIA DE LUZ DE FROTIS TENIDOS CON GRAM DE LA CEPA Kocuria rosea CRECIDA
EN MEDIO DE CULTIVO CON PLUMAS A 40°C (1.000X). SE EVIDENCIA LA PRESENCIA DE COCOS GRAM POSITIVOS QUI
SE DISPONEN AISLADOS, EN DUPLOS Y CUMULOS DE CELULAS ADSORBIDOS A RESTOS DE PLUMAS.

Por otro lado, las micrografias destacan la presencia de
planos de divisién multiples y asimétricos, en lugar de las divi-
siones binarias simétricas generalmente encontradas en los
microorganismos. Una posible explicacion para este fendmeno
es que sea un efecto fisioldgico, debido a la presion selectiva
impuesta y las restricciones nutricionales del medio de cultivo
utilizado. Sin embargo, no se descarta que se trate de un me-
canismo de division normal de Kocuria rosea, microorganismo
que hasta la fecha ha sido poco estudiado.

La FIG. 3 muestra el estado fisico de las plumas de los
medios de cultivo cuando son inoculados con el microorganis-
mo LPB-3 e incubados a 40°C durante 72 horas. Las observa-
ciones diarias permitieron apreciar que la magnitud de la de-
gradacién de la pluma aumenta de forma progresiva, hasta
que todo el material queratinoso que conforman las barbas de-
saparece dejando el raquis como un residuo parcialmente di-
gerido a las 72 horas de incubacién. La magnitud de la degra-
dacion de las plumas pudo ser cuantificada y se observé un in-
cremento en la concentracion de grupos amino libres a las 72
horas (4,5 mM) con relacion al valor estimado al inicio del ex-
perimento (1,6 mM).

Concomitante a la degradacion de las plumas, se obser-
vo un incremento de la turbidez del medio, indicativo de creci-
miento bacteriano. Las estimaciones de peso seco celular
mostraron valores superiores (0,55 g/L) a los obtenidos al ini-
cio del experimento (0,20 g/L). Por otra parte, de acuerdo a la
literatura [1] el 14% del peso seco celular de una bacteria co-
rresponde a nitrégeno elemental;“al revisar la formulacién del
medio de cultivo utilizado y realizar los célculos correspondien-
tes se obtiene que el cloruro de amonio del medio de cultivo
(0,5 g/L) aporta 0,13 g/L de nitrégeno, cantidad que permite
sustentar sélo el 64% de la biomasa obtenida. Todo lo cual re-
forzé la afirmacion de que el microorganismo utiliza como sus-
trato fermentable, los productos de degradacion de las plumas
(aminoacidos y péptidos), como fuente de carbono, energia y
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nitrégeno para su propagacion. En concordancia con lo ante
rior, la actividad caseinolitica estimada en los jugos de fermer
tacién, incrementé de 0,002 a 0,19 U/mL, indicativo de induc
cion en la secrecion de proteasas al medio de cultivo por part
del microorganismo.

Ensayos similares con plumas enteras realizados a dife
rentes temperaturas de incubacion, mostraron que el interval
de temperatura donde se observé mayor densidad celula
concomitante con una mayor degradacién de las plumas, cc
rrespondia a 35-40°C. -

Por otro lado, se observé que el tiempo requerido par
lograr la biodegradacién de las plumas se redujo al ipcremer
tar el tiempo de esterilizacion por calor himedo (1 bar, 121°C;
Las plumas esterilizadas 5 min por calor himedo demoraro
16 dias en ser degradadas, mientras que las plumas esterilizz
das 10 y 15 min demoraron 8 y 3 dias, respectivamente. Ell
puede explicarse por el efecto de la alta presion y temperatur,
durante la esterilizacién por autoclave, lo cual resulta de la mc
dificacion de la estructura de las fibras queratinosas, haciéndo
las méas susceptibles al ataque queratinolitico. No obstante
este tratamiento fisico resulta ser mas rapido y menos dréstic
que el empleado por la Planta Proagro de Protinal, Edo. Cara
bobo, Venezuela, en la elaboracion de la harina de plumas co
mercial (90 Ib, 100°C, 45 min).

En la actualidad, en el Laboratorio de Procesos Biotec
nologicos, UCV, se adelantan experimentos sobre la fisiologi
de la cepa LPB-3 de Kocuria rosea, la caracterizacion de su ci
nética de fermentacién y la optimizacién del medio de cultive
con plumas mediante andlisis de estadistica inferencial.

CONCLUSIONES

El aislamiento de |la cepa LPB-3 de Kocuria rosea capai
de utilizar plumas como sustrato fermentable, abre la posibili
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FIGURA 2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE CELULAS DE LA CEPA Kocuria rosea: LAS
MICROFOTOGRAFIAS MUESTRAN CORTES DE COCOS, EN LOS CUALES, SON VISIBLES PLANOS DE DIVISION
MULTIPLE CON SIMETRIA VARIABLE (pd). LA PARED CELULAR (pc), ES GRUESA'Y CONSTITUIDA DE AL MENOS 3
CAPAS (pc*). EN ALGUNOS COCOS, DEPENDIENDO DEL PLANO DE CORTE, PUEDE OBSERVARSE LA MEMBRANA
PLASMATICA (mp), ASI COMO TAMBIEN GRANULOS (gp), DE ALTA DENSIDAD ELECTRONICA SIN MEMBRANA
CIRCUNDANTE QUE PUDIERAN CORRESPONDER A ACUMULOS POLIFOSFATICOS. EL PROTOPLASMA CELULAR ES
ELECTRON DENSO, HACIENDOSE MAS COMPACTO HACIA LA PERIFERIA CELULAR; EN SU INTERIOR PUEDEN VERSE
ALGUNAS MICROFIBRILLAS (CABEZA DE FLECHAS). 2A (x26.000), 2B (x35.000 X); 2C (x52.000).
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FIGURA 3. EFECTO DE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA DE LA CEPA Kocuria rosea SOBRE LA INTEGRIDAD FiSICA
DE LAS PLUMAS A DIFERENTES TIEMPOS DE LA FERMENTACION EN MEDIO SALINO A 40°C.

dad de valorizar este subproducto de las plantas beneficiado-
ras de aves para la produccién biotecnolégica de insumos de
alto valor agregado. La realizacién de ensayos en condiciones
controladas de crecimiento (fermentadores) y la caracteriza-
cién bioguimica de las proteasas (queratinasas) secretadas
por K. rosea seran de utilidad en el escalamiento y optimiza-
cién de este tipo de procesos. Los andlisis bromatolégicos del
hidrolizado proteico obtenido, asi como ensayos de disgestibi-
lidad in vitro son necesarios a fin de evaluar su uso potencial
como suplemento en la nutricién animal .
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