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7.- Exposicion sintética de la labor desarrollada
1.-Mantenimiento de la cepa de T. ajelloi

Preparacion y esterilizacion de Agar Sabouraud adicionado con cloranfenicol
en pico de flauta. Repiques para mantenimiento de la cepa e incubacion
durante 15 dias en estufa a 28°C. Preparacion de Agar Sabouraud en
Erlenmeyer de 125 ml y repiques de la cepa para la preparacion del indculo
fungico para los sucesivos cultivos.

2.- Busqueda de otros medios de mantenimiento de la cepa:

Se intento repicar la cepa Trichophyton ajelloi en medios alternativos debido a
que en medio Sabouraud pleomorfizaba a micelio afructifero. Se utilizd medio
liquido con 1% de ‘“residuo pelo” (RP) en H,O destilada, se esterilizd el
conjunto durante 15 min en autoclave a 120°C. Luego fue inoculado con la
cepa.

3.- Preparacion del Medio Mineral Minimo (MMM)

Se utilizé para el cultivo un medio liquido base con la siguiente composicion: 4
mM de NaH,POg4, 10 mM de K;HPOy; solucién de sales: 16 mg de CloFe, 13 mg
de ClZn, 110 mg de Cl,Ca y 20 mg de Mg.Cl.6H,0, ajustado a pH 7,4;
adicionado con cloranfenicol 500 mg/l. Se esterilizd en autoclave 15 min a
120°C. En el caso del cultivo liquido se esterilizd6 nuevamente junto al RP.

4.-Determinacion de sulfatos en el sobrenadante de cultivos liquidos en
distintas condiciones de medio mineral

Para determinar y poder comparar los rendimientos en la produccion de sulfato
en distintas condiciones (diferentes concentraciones de glucosa, adicion de
acido tioglicdlico) se realizaron cultivos liquidos en Erlenmeyers de 500 ml a los
que se les agrego RP (lavado, secado a 45°C y molido) al 1% en MMM (medio
mineral minimo) + 0,5 g/l de cloranfenicol, el conjunto se esterilizd y se inoculd
con 1 ml de suspension de conidias de Trichophyton ajelloi (10* UFC/ml)
(preparado a partir de un cultivo sélido en Agar Sabouraud en Erlenmeyer de 1
semana de incubacién a 28°C al que se agregd 10 ml de MMM + Tween 80).

La secuencia de las condiciones de cultivo fue la siguiente (por duplicado):

1- MMM 4: medio mineral + 1 ml de inéculo (10* UFC/m).

2- MMM 2: 2,5 g/l de glucosa en medio mineral + 1 ml de indculo (10*
UFC/ml).

3- MMM 3: 5 g/l de glucosa en medio mineral + 1 ml de inéculo (10*
UFC/ml).

4- MMM 4: 10 g/l de glucosa en medio mineral + 1 ml de inéculo (10*
UFC/ml).

5- MMM s: medio mineral + 1 ml de indculo (10* UFC/ml)+ 5 mM de &cido
tioglicdlico.



De cada sistema se extrajeron cada 3 o 4 dias (hasta un plazo de 28 dias)
muestras de 1 ml que fueron centrifugadas, separados los sobrenadantes y
mantenidas a — 20 °C.

Técnica

Se utilizd la técnica turbidimétrica (ASTM Standard Method for Sulfate lon in
Water, Designation D 516-90). El método se basa en la precipitacion
cuantitativa de sulfato en presencia de Cl;Ba, la turbidez resultante se mide a
450 nm. Se preparo una solucion buffer conteniendo: 7,5 ml de glicerina, 4,5 ml
de HCI, 45 ml de H,O destilada, 15 ml de etanol 96°, 11,25 g de NaCl para
estabilizar la solucién y minimizar interferencias. A la muestra (previamente
centrifugada a 5000 rpm, 20 min) y el patron, diluidos en la solucién buffer y
H.O, se les agrega una pizca de BaCl,, se agita en vortex durante 1 min y se
lee a 450 nm durante 4 min a intervalos de 30 s. La mayor lectura es la que se
toma como valida. La curva de calibracion se prepara a partir de una solucién
patrén de SO4Na, de 1000 ppm.

Para mayores concentraciones de sulfato
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Resultados de las muestras

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 18 Dia 21 Dia 28
MMM ND ND ND ND 25 ppm 24 ppm
MMM, ND ND ND ND ND ND
MMM; ND ND ND ND ND ND
MMM, ND ND ND 38 ppm 39 ppm 47 ppm
MMMs ND ND ND ND ND ND

ND: no dosable.

Solo se puede cuantificar la presencia de sulfato en MMM4: medio mineral + 1
ml de inéculo (10* UFC/mI) y MMMy: 10 g/l de glucosa en medio mineral + 1 ml
de indculo (10* UFC/ml). La técnica es engorrosa por cuanto la medida
turbidimétrica no tiene mucha sensibilidad (dosa niveles de sulfato mayores a
18 ppm).

Se puede concluir que en MMM sin glucosa o con alta concentracion de
glucosa se estaria produciendo mayor sulfitolisis.

5.- Caracterizacion del extracto enzimatico
I. Técnica de Isoelectroenfoque y zimograma.

Con el objetivo de caracterizar el extracto crudo se continué con la
realizacion de la técnica del isoelectroenfoque acoplado con zimograma que
separa a las proteinas en funcién de sus distintos puntos isoeléctricos.

Esta técnica se basa en la separacion de las distintas proteinas de
acuerdo a sus diferentes puntos isoeléctricos cuando son sometidas a un
potencial eléctrico variable en un gel donde se realizé previamente un gradiente
de pH con una mezcla de anfolitos (polimeros pequefios con multiple carga). La
técnica fue la misma utilizada en el periodo anterior (Instituto LIPROVE, UNLP).

En la muestra utilizada se partié de un extracto crudo resuspendido a
partir de un precipitado con (NH4),SO4 al 85% con una concentracién proteica
de 0,857 mg/ml. Luego fue desalada por columna de exclusién molecular PD
10 (G 25), precipitacién acetdnica, resuspension en agua destilada apirégena
(20 pl) y posterior centrifugacion. Se sembraron 3 pl de muestra, mas arriba del
punto de siembra del patrén de PM.
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Los pls del extracto crudo determinados a partir de la curva resultaron
ser: 6,25 y 6,5. La banda activa mas visible del zimograma correspondi6 con la
banda del PM marker 9.

Il.-Electroforesis en SDS-PAGE

Se siguid la técnica de Laemmli con ciertas modificaciones. El problema
que se encontré es que la muestra no avanza y queda en el comienzo del gel
de separacion. Para solucionar este problema se probd con distintas
concentraciones del buffer de resolucion y de stacking segun la técnica de
Lomonte para disminuir la fuerza i6nica que pueden ser una causa de la
migracion anomala. También una causa puede ser la proteina altamente
glicosilada o una proteina con Pl muy alcalino que influencia en la migracién.
Se realiz6 la corrida con la proteina nativa en condiciones no reductoras (buffer
de muestra sin p-mercaptoetanol y sin hervir) y en condiciones
desnaturalizantes (B-mercaptoetanol 5% y hervida 10 min). Se probaron
ademas colocar la muestra con inhibidores de proteasa para impedir la posible
autolisis (iodoacetato 1 mM, PMSF 1 mM).

Se partio6 de muestras liofilizada que se disolvieron concentrando la
muestra entre 10 y 20 veces. Luego se utilizaron distintas técnicas de
desalado: |.- ultrafiltracion mediante tubos Millipore cut-off 30.000; II.- exclusion
molecular (columna PD 10, G 25); lll.- precipitacion acetonica. La recuperacion
de la proteina es baja después de estos procedimientos (si se usan
consecutivos hay una disminucién de hasta 17 veces).

lll.- Zimograma

A partir de la muestra no reducida, se hace un lavado con Triton-X 100 al
2,5% durante 1 h. Se lava y se incuba a 37°C durante 1 h como minimo con
una solucion de caseina al 1% en buffer Tris-HCI (0,1 M, pH 9). Luego se



agrega directamente la solucion 2 de la coloracion de Coomassie coloidal para
fijar proteinas con Comassie G-250 al 2%. Se decolora con agua destilada.
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6.- Proceso de depilado enzimatico con enzima comercial a escala piloto

El objetivo fue observar los cambios histolégicos producidos en la piel
bovina cuando fue expuesta a un pretratamiento reductor-enzimatico del lado
epidermis. Al mismo tiempo observar los cambios si se utilizaba la piel en
estado fresco o conservada en salmuera para el proceso de depilado.

Se llevé a cabo sobre trozos de piel bovina: 1.- fresca 2.- salada. Se
colocaron en placas de Petri y se les agregé distintos pretratamientos sélo del
lado epidermis a 1 y a 2 que consistio de: .- SOsNa, 0,01 M en buffer NaCO3;H
0,035 M pH 8,5 durante 2 h; Il.- tensioactivo Isogras AN 1%; Ill.- SOszNa, 0,01M
en buffer NaCOsH 0,035 M pH 8,5 durante 2 h, se removidé y se agrego



preparado enzimatico comercial (R2- 48582) disuelto en el mismo buffer 0,5 gll,
durante 3 h.

A continuacion los trozos de piel fueron sumergidos en fulones pequefios
de 5 | y fueron remojados mediante la aplicacién de tensioactivo Azymol 6SE
(Pellital SA, Argentina) y biocida durante 24 h. Luego fueron sometidos a un
bafio de pelambre de depilado convencional mediante el uso de cal y Na,S.

A medida que transcurrio el proceso se fueron tomando pequefas
muestras de piel que se sumergieron en formol al 10 % y luego se las colored
con hematoxilina-eosina previa inmersién en parafina. Por otro lado se
caracterizo el preparado enzimatico (R2-48582) disolviéndolo al 5 % (p/v) en
buffer NaCO3H 0,035 M (3 g/l) mediante la determinacién de su concentracion
proteica (Método de Bradford) y su actividad caseinolitica utilizando sustrato
azocaseina (sulphamide azocasein, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

El protocolo para la determinacion fue el siguiente: 150 ul de solucion
enzimatica se incubaron durante 30 min con 250 ul de una solucion de
azocaseina al 1 % en buffer Tris-HCI 0,1 M pH 9 a 37 °C. La reaccion se
detuvo por el agregado de 1 ml de TCA (acido tricloroacético) al 10 % (p/v) y
posterior centrifugacion a 3000 g, 15 min. Luego a 0,9 ml del sobrenadante se
le agregd 1 ml de NaOH, se agitdo y se midi6 a 440 nm. Para el blanco de
enzima, se la inactivd por calentamiento a 100 °C durante 5 min. Se definio la
unidad de actividad enzimatica (Ua,) como la cantidad de enzima que en las
condiciones de reaccion produjo un incremento de 0,1 Abs a 440 nm por min.

Los valores encontrados fueron: conc. prot.: 0,083 pg/ml; act. azocas.: 0,28
Uazo-

7.-Analisis del proceso de compostaje del “residuo pelo” proveniente de
la curtiembre

Se continud con el analisis de parametros en la evolucion del proceso de
compostaje. Las mezclas que se compostaron consistieron de “residuo pelo”
vacuno lavado y secado a 45 °C (proveniente de un depilado conservador de
curtiembre), hojas secas de roble (Quercus robur) y estiércol de conejo fresco
provisto por la estacion de cria de conejos de la Catedra de Zootecnia General
de la Facultad de Agronomia de la UNLP. Fueron hidratadas segun la técnica
del pufio, volteadas en forma periddica, incubandolas en recipientes de madera
de 30 cm x 30 cm x 50 cm. Se extrajeron muestras de estas mezclas a distintos
intervalos de tiempo hasta los 130 dias, en que se dio por finalizado el
experimento.

Las proporciones utilizadas en las mezclas fueron las siguientes:



Mezcla Residuo pelo Estiércol de Hoja de roble
conejo

I 1/3 1/3 1/3

Il 1/6 2/3 1/6

1l 1/6 1/6 2/3

\Y, 2/3 1/6 1/6

Con las distintas muestras de las mezclas se realizd6 una emulsion tierra-agua
bidestilada en la proporcion 1:4 (g de tierra:ml de H,O bidestilada), se filtré con
prefiltro de fibra de vidrio por vacio. En el extracto acuoso obtenido se midieron:
pH, conductividad eléctrica, concentracion de amonio soluble (método de la
urea modificado), concentracién de proteina soluble (método de Bradford),
porcentaje de materia organica (por calcinacion en mufla a 430°C). Las
técnicas utilizadas fueron descriptas en el informe anterior. Para la
determinacion de proteinas solubles y de idn amonio, se realizaron curvas de
calibracién con Seralbumina bovina Fraccion V (Sigma) y con una solucion
patrén de (NH4)2SO4, respectivamente.

Parametros evolutivos del compost

Evolucién del pH vs dias de compostaje
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El rango de pH se mantuvo dentro del rango 6-8.



Conductividad eléctrica vs dias de compostaje
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estipulado por Senasa para el buen uso del compost de 4 mS/cm.
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A 15 dias de iniciado el proceso, la concentracion de ibn amonio supera las
2000 ppm y continua en aumento hacia el final en todas las mezclas
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probablemente por la protedlisis del pelo que implica el desprendimiento de
amonio debida a microorganismos queratinoliticos del estiércol de conejo.

Determinacion de acidos humicos

La técnica de extraccion se siguid por el procedimiento de Kononova con
algunas modificaciones. Se procedio a eliminar carbonatos por tratamiento con
1 ml de HCI 1 M y luego HCI 0,1 M hasta una proporcién 1:10 (g de muestra
seca/ml de HCI) (pH 2). Se agitdo durante 4 h, luego se dej6 decantar y se
centrifugé a 3000 rpm, 20 min. En esta primera extraccion precipitaron los
acidos humicos (AHs). En el precipitado se realiza la segunda extraccion en
medio alcalino donde se solubilizan aproximadamente el 80 % de los AHs. Se
procedio a neutralizar a pH 7 con NaOH 1 M y luego se llevo a la relacion 1:10
(g de muestra seca/ml de NaOH) con NaOH 0,1. Para impedir la neoformacion
de AHs por oxidacion, se agregd 625 ul de NasP,07 (0,4 N) y se dejé agitando
durante 24 h a 180 rpm. Se centrifugd a 3000 rpm 20 min. El sobrenadante se
conservo y se midio la absorbancia a 280 nm, 472 nm y 664 nm.

Relacion de absorbancias

Q ;4 vs dias de compostaje
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Q6 Vs dias de compostaje
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Las relaciones de absorbancia Qgua (A2s0/Aa72), Qe (A2soless), Qae (Aa72/Ases)
son parametros utiles que permiten determinar la calidad de la materia organica
en el suelo, y el grado de humificacion de los componentes organicos que
pueden estar en los primeros estadios de conversion y transformarse en
componentes de mayor grado de condensacion. Segun la bibliografia
consultada, a A 260-280 nm hay absorcidon de lignina y quinonas, significa que
el material recién comienza su etapa de transformacién; la absorbancia a A
460-480 nm refleja que la materia organica se encuentra en el comienzo de la
humificacion mientras que a A 600-670 nm indicaria la presencia de material
altamente humidificado con alto grado de grupos condensados y aromaticos.

Para los AHs, valores de la relacion Q4/6 comprendidos entre “3 y 5,5” indican
que en ellos predominan compuestos de PM elevados, de mayor grado de
polimerizacién o de alto grado de aromaticidad.

En el caso analizado, una relacién Q4/6 en la mezcla IV (2/3 partes de RP, 1/6
parte estiércol de conejo, 1/6 parte vegetal) de “5” hacia el final del proceso
daria cuenta de que el proceso de humificacion ha sido satisfactorio, lo que
coincide con sus caracteristicas organolépticas.

8.- Observacion en Microscopio Electréonico de Barrido de los cambios en
el RP durante el compostaje.

Durante el proceso en que se extrajeron muestras de las mezclas, se procedid
a prepararlas para su observacion en MEB colocandolas en Eppendorfs donde
fueron sometidas a su deshidratacion con bafios de etanol 50° y 70° con tres
cambios de 15 min y agitando. En el ultimo pasaje de alcoholes se cambid a
alcohol absoluto, se mont6 en el portaobjeto y se metalizé. La observaciéon se
llevd a cabo con el Microscopio Electronico de Barrido Jeol 6360 LV del
Servicio de Microscopia Electronica del Museo de Ciencias Naturales de La
Plata.
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0] (2)

Observacion en MEB: en la foto (1) se observa la biodegradacién de la fibra del
pelo adherido a la hoja y el desprendimiento de sus capas cuticulares (600 x).
En la foto (2) se observa la hoja en descomposicion con sus estomas y con
microorganismos en su superficie (600 x).

9.- Redaccion del trabajo de tesis doctoral: “Valorizacion de residuos
soélidos de curtiembre. Biodegradacion fungica del residuo pelo vacuno”,
Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

Se prosiguié con la redaccion de la tesis, dando un marco teédrico a los datos
experimentales obtenidos.

8.1 PUBLICACIONES, COMUNICACIONES

- Galarza, B.; Garro, L.; Gortari, C.; Martegani, J.; Hours R. (2014). “Tecnologia
limpia en la curtiembre; aplicacion de enzimas fungicas y su evaluacion
mediante Microscopio Electronico de Barrido (MEB)”. Biotecnologia Moderna
Avances. ISSN 1027-2860. Vol. 5. Elfos Scientiae, La Habana, Cuba.

- Gortari, MC.; Galarza, B.; Hours, R. (2014). “Produccién de conidias de
Purpureocillium lilacinum LPSC # 876 sobre diferentes sustratos”.
Biotecnologia Moderna Avances. ISSN 1027-2860. Vol. 5. Elfos Scientiae, La
Habana, Cuba.

- Bonfranceschi Barros A., Ciciarelli M., Galarza B., Markan A., Lépez L. (2014).
“Fitorremediacion de cromo empleando Canna ascendens ciciarelli en cultivo
hidropénico”. The Journal of the Argentine Chemical Society, ISSN 1852-1207,
Anales de la Asociacion Quimica Argentina (AAQAE), vol. 101: (1-2), January-
December 2014.

- Galarza B., Garro ML., Martegani J., Hours R. “Characterization and
evaluation of a fungal enzymatic pool with unhairing activity”. En redaccién para
ser enviado al Journal of the Society of Leather Technologists and Chemists,
ISSN 0144-0322, Ed. University of Northamptom, UK.
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8.2 CURSOS REALIZADOS

Asistencia al Seminario “El color en diferentes materiales”, dictado por la
Camara de la Industria del Calzado, Buenos Aires, 26 de mayo de 2015.

8.3 ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS o
EVENTOS SIMILARES

- XVI Congreso de Ciencias Morfologicas y 13° Jornadas de Educacion
en Veterinarias. Poster: “Preparacion de muestras de piel bovina para su
observacion mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB)”. Garro M.L.,
Galarza B., Hours R. Organizado por la Sociedad de Ciencias Morfologicas de
La Plata, 18 y 19 de septiembre de 2014, Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP).

- 30° Congreso Argentino de Quimica, “Fitorremediacién de cromo
empleando Canna ascendens ciciarelli en cultivo hidropdénico”. Bonfranceschi
Barros A., Ciciarelli M., Galarza B., Markan A., Lépez L., Buenos Aires,
Argentina, del 22 al 24 de octubre de 2014.

- Simposio Biotecnologia Habana 2014, Agrobiotecnologia por la
sustentabilidad alimentaria. Poster: “Tecnologia limpia en la curtiembre;
aplicacion de enzimas fungicas y su evaluacion mediante Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB)”. Galarza B., Garro ML., Gortari C., Martegani J.,
Hours R.

Pdoster: “Produccién de conidias de Purpureocillium lilacinum LPSC#876
sobre diferentes sustratos”. Gortari C., Galarza B., Hours R., realizado en La
Habana, 1 al 4 de diciembre de 2014.

- II Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia Ambiental; |l
Congreso Nacional de la Sociedad Argentina de Ciencia y Tecnologia
Ambiental. Péster aceptado: “Compostaje de un residuo sélido de curtiembre;
The tannery solid waste as compost” Garro ML., Galarza B., Sarmiento P.,
Greco A., Hours R., a realizarse en Buenos Aires del 1 al 4 de diciembre de
2015.

- XVII Congreso de Ciencias Morfologicas y 14° Jornadas de Educacion.
Pdster aceptado: “Proceso de transformacion del “residuo pelo” de bovino en
compost” Garro ML., Sarmiento P., Galarza B., Hours R., a realizarse en CCT-
Conicet La Plata, el 10 y 11 de septiembre 2015.

- 33th Congress of International Union of Leather Technologists and
Chemists Societies. Poster aceptado “Characterization and evaluation of fungal
enzymatic pool with unhairing activity” Galarza B. Garro ML., Martegani J.,
Hours R. a realizarse en Novo Hamburgo-RS, Brasil, del 24 al 27 de noviembre
de 2015.
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10. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS
TITULOS ANTERIORES

Interaccion con el Dr. Hugo Drago, Jefe del Banco de Tejidos del Hospital de
Quemados, CABA, para el proyecto “Biomateriales para la produccion de
matrices para regeneracion de piel”.

Interaccion con la Dra. Eugenia Errasti del LIPROVE (Laboratorio de
Investigacion en Proteinas Vegetales) dependiente de la Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP sobre técnicas de caracterizacion de proteinas.

Asistencia técnica a la Lic. Alfonsina Bonfranceschi del Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo, CITEC, sobre la caracterizacion de preparados
enzimaticos utilizados en tecnologia del cuero.

Asistencia técnica a la Dra. Maria Garro del Servicio de Microscopia, CITEC,
sobre la aplicacibn de preparados enzimaticos sobre la piel vacuna en
tecnologia del cuero.

Participacion en proyectos:

Integrante del Proyecto de Incentivos N° 11/X650. Director: Roque Hours.
Acreditado y financiado por la Secretaria de Ciencia y Técnica, Universidad
Nacional de La Plata.
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