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se produce aproximadamente el 10%

de residuo pelo en estado hamedo
(humedad 70-75%) respecto al peso de piel
vacuna salada. En la Republica Argentina,
mas especificamente en la Cuenca hidrica
Matanza- Riachuelo (Provincia de Buenos
Aires) existen alrededor de 247 curtiembres
que procesan cada una, més de mil pieles
diariamente. Se estima que en el pafs se ge-
neran més de 100 toneladas diarias de este
residuo, dando una idea de la magnitud del
problema ambiental que se ha ido generan-
do alo largo de los afios. Si bien no es con-

E n un depilado conservador del pelo

siderado un residuo peligroso por la legis-
lacién argentina (Ley 24.051) el problema
ambiental que provoca es debido al gran
volumen con que se genera diariamente y
su alta resistencia a la degradacion. Dado
que este residuo es de naturaleza proteica
puede resultar interesante su utilizacion
como materia prima para diferentes propé-
sitos, dando como resultado una valoriza-
cién del mismo [1].

El residuo pelo presenta como mayor
componente organico (95%) una proteina
llamada queratina y en menor proporcién
proteinas no-queratina que son facilmente
extraidas con soluciones buffers [2]. La que-
ratina es la protefna mas abundante presen-
te en las células epiteliales de vertebrados
y representa el mayor constituyente de la
piel y sus apéndices: ufias, pelo, plumasy
lana. Esta protefna filamentosa se encuen-
tra empacuetada en forma de a-hélices y
hojas-B- plegadas, unidas por puentes disul-
furo, interacciones hidrofébicas y puentes
de hidrégeno que la estabilizan haciéndola
insoluble en agua y resistente a la degrada-
cién por enzimas proteoliticas como la trip-
sina, la pepsina y papaina [3].

Existe en la naturaleza un grupo de pro-
teasas que poseen la capacidad de degra-
dar residuos queratinicos de manera més
eficiente que otras proteasas y se las conoce
con el nombre de queratinasas. Estas pro-
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Aportes para la degradacion biologica
de residuos solidos de curtiembre

El proceso de depilado conservador del pelo tiene como beneficio hacia el medio ambiente una disminucién de la
contaminacion en el efluente liquido de ribera, pero como contraparte, durante este procedimiento se genera un
nuevo residuo sélido llamado «residuo pelo» que debe ser apropiadamente dispuesto.

teasas son producidas por varios microorga-
nismos entre los cuales se encuentran hon-
gos dermatofitos de género Microsporum
[4;51y Trichophyton [6;7] asf como también
producidas por bacterias del género Bacillus
[8;9] y Streptomyces [10;11]. En la actuali-
dad existen escasos reportes relacionados a
la caracterizacion de queratinasas produci-
das por hongos no dermatofitos [12-14].

La biotransformacién fangica del residuo
pelo implica considerarlo, en lugar de un
residuo, una materia prima (sustrato) sobre
el que el hongo acttia dando lugar a un re-
siduo organico modificado que puede ser
utilizado como fuente proteica para prepa-
rados nutricionales y en la industria de los
fertilizantes. Al mismo tiempo, se genera un
extracto enzimatico con actividad proteoli-
tica de interés biotecnoldgico con un am-
plio campo de aplicacién como la industria
de los cosméticos, detergente, etc.

En este trabajo se presenta la caracte-
rizacién bioquimica del extracto enziméa-
tico producido por Paecilomyces lilacinus
(Thom) Samson LPS#876, una cepa fdn-
gica aislada del suelo del bosque de La
Plata, cuando crece en medio mineral mi-
nimo en presencia de residuo pelo como
Gnica fuente de carbono y nitrégeno.

1. Materiales y métodos

1.1. Microorganismo y condiciones de
cultivo

Para la realizacién de este trabajo se uti-
liz6 la cepa flingica Paecilomyces lilacinus
(Thom) Samson LPS # 876, hongo no pa-
tégeno aislado del suelo del bosque de La
Plata que ha sido reportado como produc-
tor de actividad queratinolitica [15]. Esta
cepa fue mantenida en Agar Papa Dextrosa
(APD; Britania). Una vez obtenidos los co-
nidios, el agar fue cubierto con vaselina es-
téril. Los tubos se mantuvieron a 42 C a fin
de conservar las cepas como cultivo stock.

Para la produccién de conidios, se tomé
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La biotransformacion
fungica del residuo pelo
implica considerarlo, en
lugar de un residuo, una

materia prima sobre el

que el hongo actua
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una muestra del cultivo stock y se sembré
en medio APD (30 ml de medio en erl-
enmeyer de 125 ml). Después de 10 dias
de incubacién a 282 C, los conidios se re-
suspendieron en 20 ml de solucién estéril
de Tween 80 al 0.01% v/v y se utilizaron
como in6culo para los cultivos liquidos.

Los cultivos liquidos se llevaron a cabo
en erlenmeyers de 500 ml conteniendo
200 ml de medio mineral minimo (MM)
compuesto por: 10 g/l de residuo pelo,
0.496 g/l NaH2PO4, 2.486 g/l K2HPO4,
0.016 g/l FeCl3.6 H20, 0.013 g/l ZnCI2,
0.010 g/l MgCl2 y 0.11 mg/l CaCl2. El pH
del medio fue llevado a 7.0. Cada erlen-
meyer se inoculé con 2.106 UFC/ml.

Los cultivos se llevaron a cabo en un
agitador orbital termostatizado New Brun-
swick a 28°C y 200 rpm por 10 dfas, to-
mando muestras cada 24 o 48hs de cada
cultivo. Estas alicuotas se centrifugan a
3000xg por 15 min y en el sobrenadante
obtenido (Extracto crudo, EC) se determi-
né pH, proteinas y actividades enziméti-
cas (Azocaseina y Azoqueratina).

1.2. Determinacién de proteinas

El contenido de proteinas solubles en el
EC se determiné por el método de Bra-
dford utilizando Albdmina bovina (SIG-
MA) como estdndar.

1.3. Determinacién de actividades enzi-
maticas

Las actividades enzimdticas determina-
das fueron actividad proteolitica y actividad
queratinolitica, utilizando como sustratos
azocaseina y azoqueratina, respectivamen-
te. Ambos sustratos fueron sintetizados en
el laboratorio segln la técnica de Riffel et
al. [16] para azocaseina y la técnica de Joshi
et al. [17] para azoqueratina. Como fuen-
te de queratina se utilizé harina de pluma
desgrasada.

1.3.1. Actividad Proteolitica

Esta actividad se determiné de acuer-

do al protocolo de Liggieri et al. [18] con

algunas modificaciones. Se preparé una
solucién de azocaseina al 1% p/v en Bu-
ffer Tris-HCl 0,TM; pH: 9, 250 pl de esta
solucién se incubaron con 100 ul del EC
convenientemente diluido por un perfodo
de 30 min luego del cual se agreg6 Tml
de &cido tricloroacético 10% p/v. Se cen-
\trifugd a 3000,g por 10 min y se separé
elsobrenadante. A 1 ml del mismo se le
agregd Tml de NaOH 1N y se procedié a
medir absorbancia a 440 nm. Las medidas
se realizaron por triplicado y se prepar6
un blanco con la enzima inactivada por
calor. Se define como unidad de actividad
azocaseina (U) a la cantidad de enzima
que, en las condiciones de medida, pro-
voca un incremento de 0.1 en la absor-
bancia a 440 nm por minuto.
1.3.2. Actividad Queratinolitica

La actividad queratinolitica se determiné
de acuerdo al protocolo de Joshi et al. [17]:
25 mg de azoqueratina se resuspendié en
800 pl de Buffer Tris-HCl 0,TM; pH: 9y
se agregd luego 100 pl del EC convenien-
temente diluido. La mezcla de reaccién se
incub6 por 25 min a 37 °C con agitacién
magnética en un sistema de agitacién mul-
tipunto. Luego de los 25 min, se detuvo la
reaccién por agregado de 200 pl de TCA
10% (p/v) y se centrifugd durante 10 min
a 3000xg. Se midi6 la absorbancia del so-
brenadante a 440 nm contra un blanco que
se preparé con el EC inactivado por calor.
Se define como unidad de actividad azo-
queratina (U,) a la cantidad de enzima que,
en las condiciones de medida, provoca un
incremento en 0.01 unidades en la absor-
bancia a 440 nm.

Ambas actividades se utilizaron con el
fin de comparar la capacidad de hidrolisis
del EC con otras proteasas comerciales:
Proteinasa K (Promega), Alcamax (Cergen)
y Papafna (Fluka). Para las enzimas comer-
ciales se prepararon soluciones stock de
Tmg/ml que fueron diluidas adecuada-
mente para la determinacién de ambas
actividades antes mencionadas.

1.4. Efecto de inhibidores de proteasas,
iones, solventes y detergentes en la activi-
dad enzimdtica

A fin de investigar el efecto que produ-
cen ciertos compuestos quimicos sobre la
actividad enzimatica, el EC fue pre-incu-
bado durante Th a temperatura ambiente
(25 2C) con inhibidores de proteasas: PMSF
(2mM), lodoacetato (10mM), EDTA (5mM),
1,10-Fenantrolina (TmM) y Pepstatina (100
pg/ml); con detergentes: SDS (0.5% p/v),

Triton X-100 (0.5% v/v) y Tween 20 (0.5%
v/v), asi como también con solventes e io-
nes: DMSO, Etanol, Metanol e Isopropanol
(1% v/v); Ca +2, Mg +2, Zn +2 y Hg +2
(1TmM).

1.5. Efecto del pH y la temperatura so-
bre la actividad y la estabilidad enzimética.
Disefio experimental y andlisis estadistico.
Disefio de superficies de respuesta.

En las Gltimas décadas los métodos esta-
disticos han sido aplicados a la optimizacién
de medios de cultivo y para la determina-
cién de condiciones de incubacion cultivos
y reacciones enzimaticas. Estos ensayos in-
cluyen disefos de bloques y factoriales con
el fin de identificar aquellos componentes
que poseen algln efecto sobre la variable
que se desea optimizar seguido de uno o
més ensayos de superficie de respuesta
para obtener las concentraciones de los
componentes estudiados que magnifiquen
total o localmente la variable deseada. Los
métodos de superficie de respuesta permi-
ten estudiar el efecto de distintas variables y
sus interacciones con relativamente pocos
experimentos.

Se selecciond el disefio experimental
propuesto por Doelhert para estudiar las
superficies de respuesta para el andlisis
del efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad enzimética y la estabilidad de la
enzima. El método de Doehlert es un dise-
fio de superficie de respuesta en el que los
puntos experimentales se eligen de forma
tal que queden equidistantes de un punto
central. Este disefio permite describir una
regién alrededor de una respuesta Opti-
ma y contiene k2 + k + 1 puntos donde
k es el nimero de variables. Si se estudia
el efecto de dos variables, como se hizo en
este trabajo, deben estudiarse la respuesta
en 7 puntos distintos, uno central y 6 distri-
buidos alrededor de él. La figura resultante
en este caso es un hexdgono y la cantidad
de experimentos necesarios es 9 debido a
que el punto central se realiza por triplica-
do para determinar la varianza propia de!

Se concluye que
«P.lilacinus» es capaz
de crecer utilizando
residuo pelo como
unico sustrato
organico
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Las coordenadas del hexdgono se deno-
minan variables codificadas y a partir de
ellas se calculan los valores reales de las va-
riables x e y. Para ello se deben definir los
[fmites del universo muestral, es decir, los
valores maximos y minimos de las variables
a ensayar. En base a ellos se calculan los
rangos para cada variable (real) y se calcu-
la el resto de los puntos basdndose en una
relacién lineal entre el valor codificado y el
valor real segtin la expresién:

X=ZoxAX/AZ+Xo

Donde X, es el valor real del punto cen-
tral del disefio (el valor central del rango
correspondiente), Z, es el valor de la varia-
ble codificada, AX y AZ son las diferencias
entre el valor mas alto y el valor més bajo
de los nimeros reales y codificados respec-
tivamente.

Una vez realizada la experiencia y medi-
da [a variable dependiente (en nuestro caso
actividad azocaseina) se determinan los co-
eficientes de un polinomio del tipo z = b,
+ bx + by + b x* + b, y? + b xy. Los
coeficientes se determinan por el método
de cuadrados minimos. Para nuestro caso,
el andlisis de regresién miiltiple se realizé
usando Mathcad 2001 software [19].

En el presente trabajo el método de
Doehlert fue aplicado en 2 casos: en el
primer caso, se estudio la estabilidad fren-
te al pH y la temperatura del extracto enzi-
matico y en el segundo caso se determiné
el pH y la temperatura 6ptima de trabajo
del EC. Para ambos casos, el valor central
(nivel cero) para el disefio experimental
fue pH: 7.5 y T: 40°C.

1.5.1. Estabilidad enzimdtica

Para el estudio de la estabilidad frente al
pH y la temperatura, se determiné la acti-
vidad residual del EC bajo las condiciones
estandar de medida luego de que el mis-
mo fuera incubado 2 h en cada condicién
elegida. El rango de temperatura de trabajo
fue de 20°C a 60°Cy el pH vari6 en un ran-
go de 3.0-12.0 utilizando una mezcla de
buffers conteniendo Glicina (Cly), 4cido
morfolinoetansulfénico (MES) y Tris (todos
presentes en una concentracion 20mM).

1.5.2. pH y temperatura éptima

En este caso, la actividad enzimética se
determiné en cada una de las condicio-
nes establecidas por el disefio estadistico.
El rango de temperatura abarcado fue de
entre 20°C a 60°C y el pH entre 6.0-12.0,
usando la misma mezcla de buffers ante-
riormente mencionada.

Resulta conveniente aclarar que, por ra-

\

\
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zones de simplicidad en la medida, para
las experiencias citadas en los puntos 1.4
y 1.5 la actividad enzimdtica fue determi-
nada utilizando azocaseina como sustrato.
Esto pudo ser determinado de esta manera
dado que varios autores han demostrado
que ambas actividades se encuentran rela-
cionadas de manera estrecha entre si y que
determinar actividad proteolftica es equiva-
lente a determinar actividad queratinolitica
[20;21].

1.6. Estudlio del efecto agentes reducto-
res sobre la actividad proteolitica y quera-
tinolitica

Para realizar este estudio, se utilizaron
los siguientes agentes reductores: L-cistei-
na (Biopack), Ditiotreitol (DTT, Pharmacia
biotech), B-mecaptoetanol  (Pharmacia
biotech), Sulfito de sodio (Anedra) y Acido
tioglicélico (Merck). Estos agentes se adicio-
naron a la mezcla de reaccién en una con-
centracién final de TmM y 5mM y ambas
actividades, proteolitica y queratinolitica
fueron medidas.

1.7. Andlisis estadistico

Todas las determinaciones fueron rea-
lizadas por triplicado y los datos fueron
expresados en términos de media = des-
viacion estandar.

2. Resultados y Discursién

2.1. Produccién enzimdtica

En la fig.7 se observa que, tanto la ac-
tividad proteolitica como queratinolitica,
aumentan siguiendo un mismo perfil en el
tiempo alcanzando el méximo a las 117 hs
de cultivo. La sintesis extracelular de que-
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ratinasas estuvo asociada con el incremen-
to en las protefnas en el medio de cultivo,
asi como también con un aumento conti-
nuo en los valores de pH. Este comporta-
miento ha sido sefalado por varios autores
para distintos microorganismos utilizando
sustratos queratinicos [22]. El s6lo hecho
de un aumento en el pH del medio de
cultivo puede ser utilizado como indica-
dor del potencial queratinolitico que pre-
senta el microorganismo debido al alto
nivel de desaminacion del sustrato, con la
concomitante acumulacién de amonio en
el cultivo.

El grado de hidrélisis de los sustratos
azoqueratina y azocaseina, en términos
de actividad especifica, y la razén quera-
tina/caseina (K/C) fue comparada entre el
EC y otras proteasas comerciales (tabla 7).
En nuestro caso, el EC posee una relacion
queratina/casefna superior a las demds.
En otras palabras, el EC hidrolizaria mds
eficientemente residuos queratinicos que
las demas proteasas comerciales testeadas.
Cheng et al. [23] asi como Gradisar et al.
[14] reportan este tipo de comportamien-
to para queratinasas bacterianas y flngicas
de microorganismos como Bacillus licheni-
formis y Paecilomyces marquandii, respec-
tivamente.

La relacién queratina/caseina es toma-
da por varios autores como un pardmetro
para comparar el potencial queratinolitico
de las proteasas. Una proteasa con una
relacion de mas de 5 se considera una
queratinasa [11;14;24;25]. Dado que las
actividades enzimaticas producidas por P
lilacinus durante el cultivo presentan una
relacién K/C por encima de este limite, se
podrfa concluir las proteasas presentes en
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Figura 1. Actividad proteasa (AC) y queratinasa (AK) en funcién del tiempo de cultivo de
P lilacinus crecido en medio mineral a pH 7 con 1 g/L de residuo pelo como fuente de

carbono y nitrégeno.
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Actividad azocaseinolitica Actividad azoqueratinolitica Relacion
(U/mg) (U/mg) Queratina/Caseina

Extracto crudo 18.32 134.37 7.33

Proteinasa K 33.9 218.7 6.45

Alcamax 4.6 27.4 5.96

Papaina 7.6 3.9 0.51
Tabla 1 Grado de hidrdlisis de los sustratos azocaseina y azoqueratina, en términos de actividad especifica, y la razén queratina/

caseina (Q/C).
Inhibidor Concentracién  Actividad residual (%) Sl EC som efectvamente guertinases,
2.2. [fecto de inhibidores de proteasas,
fones, solventes y detergentes en la activi-
Control 100 dad enzim4tica

La tabla 2 muestra el perfil de inhibicién
o obtenido para el EC al ser incubado con
Inhibidor diferentes inhibidores de proteasas. Se
observé que el EC es fuertemente inhibi-
PMSF 2mM 7.0+0.0 do por PMSF (93% de inhibicién), ligera-
Iodoacetato 10 mM 95.1+4.7 mente inhibido por Pepstatina, pero no
EDTA 5mM 996+6.3 por los demés inhibidores. El PMSF es un
1,10-Phenantrolina 1 mM 100+ 0.2 inhibidor de serin-proteasas, en particular
P,epstatina A 100 pe/ml 875+ 5'-5 de subtilisin-serin proteasas, lo que nos in-

Tabla 2 Efecto de los inhibidores de proteases sobre la actividad proteolitica.

Agente quimico

Concentracion  Actividad residual (%)

None 100
Metal
Mg** 1 mM 105.0+ 1.2
Zn* 1 mM 92.8+ 1.4
Ca® 1 mM 102.9+0.5
Hg** 1 mM 6.0£0.6
Detergentes
Triton X-100 0.5 % (v/v) 97.7+2.7
Tween 20 0.5 % (v/v) 98.5+2.0
SDS 0.5 % (v/v) 75.9+3.4
Solventes
DMSO 1 % (v/v) 106.0 + 1.6
Ethanol 1% (v/v) 105.4+4.0
Methanol 1% (v/v) 117.0+2.9
Isopropanol 1 % (v/v) 98.9+1.7
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Tabla 3. Efecto de ciertos metales, detergentes y solventes sobre la actividad proteolitica.

dicarfa la presencia en el EC de este tipo
de enzimas. Actualmente, la mayorfa de
las queratinasas reportadas pertenecen a
este grupo de proteasas, siendo pocas las
queratinasas reportadas pertenecientes al
grupo de metaloproteasas y ninguna per-
tenecientes al grupo de aspartil proteasas
o de cistein- proteasas [11;26;27].

Entre los metales estudiados, se observé
que el Hg*? inhibi6 fuertemente la acti-
vidad enzimética luego de dos horas de
incubacién (94% de inhibicién), en tanto
que los restantes metales no modifican
la actividad enzimética de manera signi-
ficativa, observandose sélo una pequefia
activacion en presencia de Ca*™ y Mg+2
(tabla 3). El Hg*2 es un reconocido agente
oxidante de grupos tioles, lo que sugiere
que las enzimas presentes en el EC pre-
sentan grupos —SH en la cercanfa del sitio
activo o en el sitio activo mismo [28]. Ba-
sados en el perfil de inactivacién que pre-
senté el EC, se puede concluir que en el
mismo hay presentes serin-proteasas per-
tenecientes a la subfamilia subtilisin thiol
dependiente. Resultados similares fueron
reportados por Kotlova et al. [29] para una
serin-proteasa tiol-dependiente purificada
de la cepa fiingica . lilacinus (Thom) Sam-
son VKM F-3891 aislada de muestras de
suelos de tumbas. Sin embargo, Bonants
et al. [30] lograron purificar una serin-pro-
teasa proveniente de la misma cepa citada
anteriormente cuya caracteristica mas dis-
tintiva es la no inactivacién por Hg+2.

La pequefa activacién observada por los
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