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Resumen 

Los residuos ricos en queratina derivados de los sistemas de producción agropecuarios 

como la lana de oveja representan un riesgo de contaminación ambiental, al ser materiales 

resistentes a la degradación por factores ambientales, en la mayoría de los casos su 

eliminación o gestión es limitada y/o inadecuada. Estos residuos representan un reservorio 

de moléculas de interés biotecnológico, su hidrólisis parcial genera la liberación de 

moléculas bioactivas como proteínas, péptidos, oligopéptidos y aminoácidos libres. Por lo 

que, su valorización en aplicaciones agrícolas contribuye al desarrollo sustentable de los 

sistemas de crianza de ganado ovino. Esta investigación evaluó la liberación de proteínas 

de bajo peso molecular, péptidos y aminoácidos libres, de un proceso de hidrólisis alcalino-

enzimática de lana de oveja. La hidrólisis de este residuo agropecuario mediante un 

proceso de dos fases genera una solubilización del 90-92% del material, además de 

favorecer la liberación de moléculas bioactivas como péptidos de 17-11 kDa, con grado de 

hidrólisis de entre el 39-29%. Posteriormente los hidrolizados de proteína (HP) de lana de 

oveja se valorizaron como fuente de peptona para el cultivo de Trichoderma harzianum y la 

producción cualitativa de enzimas extracelulares como amilasas, celulasas, quitinasas, 

lipasas, pectinasas y proteasas del hongo. Su aplicación presenta un alto potencial fuente 

de N y C para el crecimiento micelial, conidición y estimulación de la actividad enzimática, 

sin presentar efectos negativos en hongo.  Además, se evaluó el efecto de los HP de lana 

de oveja para promover el crecimiento y mejorar la calidad nutritiva mediante su aplicación 

foliar en etapa postgerminativa en plántulas de Avena sativa L., bajo un sistema de 

producción de forraje verde hidropónico (FVH). El uso de HP de lana de oveja favoreció el 

crecimiento vegetal, las plantas tratadas presentaron una longitud del tallo hasta un 8.2 y 

9.6 % mayor al control (sin HP), favoreciendo la producción de materia seca, así como 

mejorar el valor nutritivo del forraje al aumentar el contenido de proteína y cenizas totales. 

Se concluye que la generación de HP de lana de oveja mediante procesos de hidrólisis 

alcalino-enzimática representa una estrategia biotecnológica compatible con los modelos 

de economía circular y desarrollo sostenible para la valorización de este residuo como 

fuente de peptona en el cultivo de microorganismos de interés agrícola como T. harzianum 

así como su uso en la bioestimulación de FVH de avena. 

Palabras clave: Hidrolizado de proteína, queratina, bioeconomía, peptonas microbianas y 

bioestimulantes. 
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Abstract 

Keratin-rich waste derived from agricultural production systems, such as sheep wool, poses 

a risk of environmental contamination, as these materials are resistant to degradation by 

environmental factors. In most cases, their disposal or management is limited and/or 

inadequate. This waste represents a reservoir of molecules of biotechnological interest, and 

its partial hydrolysis generates the release of bioactive molecules such as proteins, peptides, 

oligopeptides, and free amino acids. Therefore, its valorization in agricultural applications 

contributes to the sustainable development of sheep farming systems. This research 

evaluated the release of low molecular weight proteins, peptides, and free amino acids from 

an alkaline-enzymatic hydrolysis process of sheep wool. The hydrolysis of this agricultural 

waste through a two-phase process generates a solubilization of 90-92% of the material, in 

addition to promoting the release of bioactive molecules such as 17-11 kDa peptides, with a 

degree of hydrolysis between 39-29%. Subsequently, sheep wool protein hydrolysates (HP) 

were valued as a source of peptone for the cultivation of Trichoderma harzianum and the 

qualitative production of extracellular enzymes such as amylases, cellulases, chitinases, 

lipases, pectinases, and proteases from the fungus. Its application presents a high potential 

source of N and C for mycelial growth, conidiation, and stimulation of enzymatic activity, 

without presenting negative effects on the fungus.  In addition, the effect of sheep wool HP 

on promoting growth and improving nutritional quality was evaluated through its foliar 

application in the post-germination stage in Avena sativa L. seedlings under a hydroponic 

green forage (FVH) production system. The use of sheep wool HP favored plant growth, 

with treated plants showing stem lengths up to 8.2 and 9.6% greater than the control (without 

HP), favoring dry matter production and improving the nutritional value of the forage by 

increasing the protein and total ash content. It is concluded that the generation of sheep 

wool HP through alkaline-enzymatic hydrolysis processes represents a biotechnological 

strategy compatible with circular economy and sustainable development models for the 

valorization of this waste as a source of peptone in the cultivation of microorganisms of 

agricultural interest such as T. harzianum, as well as its use in the biostimulation of oat FVH. 

Key words: Protein hydrolysate, keratin, bioeconomy, microbial peptones, and 

biostimulants. 
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Capítulo I: Introducción y Antecedentes 

1.1. Introducción general  

La producción de alimentos de manera sostenible es una problemática global, esto se debe 

a que, la mayoría de los sistemas de producción de alimentos generan una producción de 

residuos agropecuarios (RA) de los cuales la gestión es limitada y/o inadecuada (FAO, 

2024; Koul et al., 2022). El aprovechamiento de RA para la recuperación de proteínas 

representa una estrategia novedosa en la búsqueda del desarrollo de sistemas de 

producción más resilientes y sostenibles (Kamal et al., 2021). La lana de oveja que no 

cumple con las características de calidad como fibra textil se considera un RA de alta 

disponibilidad. Sin embargo, este material presenta una alta resistencia a la degradación 

por factores ambientales, así como por ácidos y bases débiles (Shavandi et al., 2017).  

La hidrólisis de lana de oveja es una estrategia innovadora que permite el aprovechamiento 

de este material en distintas áreas de interés biotecnológico; en el sector biomédico como 

coadyuvantes para la cicatrización de heridas (Ranjit et al., 2022), en la industria alimentaria 

como suplementos nutricionales (Giteru et al., 2023), en ingeniería de materiales como 

biopolímeros para el desarrollo de plataformas bioeléctricas (Zhu et al., 2023), así como 

aplicaciones agrícolas como biofertilizantes y bioestimulantes (Perţa-Crişan et al., 2021). 

Por lo que, el establecimiento de procesos de hidrólisis promueve soluciones ecológicas 

que permiten la valorización de este material a través de su transformación en un producto 

con valor agregado.  

Una de las aplicaciones poco estudiadas de los hidrolizados de lana de oveja es su uso 

como peptona en la formulación de sustratos para el cultivo de microorganismos de interés, 

debido a su alto contenido de compuestos nitrogenados (proteínas, péptidos, oligopéptidos 

y aminoácidos libres; Taskin et al., 2016). Las peptonas comerciales suelen derivarse del 

pescado, la leche, carne o soya, presentando altos costos de producción debido su 

demanda como fuentes de proteína de consumo humano. De acuerdo con Omeroglu et al., 

(2023), el uso de hidrolizados de lana como fuente de peptona representan una alternativa 

viable en como sustitutos a los productos comerciales.  

Así mismo, el contenido de compuestos (C, N y S) de la lana de oveja (Bhavsar et al., 2017) 

presenta un alto potencial para ser usado en la producción de cultivos agrícolas. Los HP, 

son una herramienta biotecnológica emergente en la agricultura ya que sus efectos 

bioestimulantes como la promoción del crecimiento vegetal, aumento en las características 
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de calidad y conferir resistencia al estrés abiótico, favorecen el compatible con los sistemas 

agricultura orgánica (Malécange et al., 2023).  

En este trabajo se desarrolló y valido un proceso de hidrólisis de dos fases utilizando lana 

de oveja, para la obtención de hidrolizados con aplicaciones biotecnológicas como fuente 

de peptona en el cultivo de Trichoderma harzianum, así como bioestimulante en la 

promoción del crecimiento y mejoramiento de las características de calidad nutricional en 

la producción de forrajes verdes hidropónicos (FVH). 

1.2.  Antecedentes 

1.2.1. La crianza de ganado ovino 

Las ovejas o borregos son animales domésticos criados para la obtención de carne, leche 

y lana, se estima que en 2023 la población mundial de ganado ovino fue de 1,285 millones 

de cabezas (IWTO, 2024). La principal actividad que genera ingresos en la crianza de 

ovinos es producción de corderos para la obtención de carne (Huéscar, 2024).  

La carne de ganado ovino representa una de las principales fuentes de proteína animal de 

consumo humano a nivel mundial (Ahmed et al., 2018). En 2023 la producción mundial de 

esta proteína fue de 11,532,800.89 t de carne fresca o refrigerada, siendo China y Australia 

los principales productores (FAO, 2024). En México la producción de carne representa una 

actividad de importancia económica, social y cultural. En 2023 se registró una producción 

de 68,451.27 t de carne de ganado ovino con un aumento del 1.8% respecto al año anterior, 

representando el 1% de la carne total producida en el país (SADER, 2024). El estado de 

México y el estado Hidalgo son los principales productores de esta proteína los cuales 

aportan el 13 y 10% de la producción total (SIAP, 2024). Por otra parte, la crianza de ganado 

ovino genera la producción la lana, la cual es una fibra natural con aplicaciones textiles 

(SADER, 2017).  

1.2.2. Producción de lana  

La creciente población de ganado ovino para satisfacer el mercado produce miles de 

toneladas al año de lana de oveja. La valoración de este material se determina por la medida 

el diámetro del vellón, la cual confiere características deseadas como la finura, suavidad, 

flexibilidad y resistencia (Russell, 2009). Por lo que, la fibra que no cumple con los 

estándares de confección, según la legislación europea se considera un residuo de 

categoría especial 3 (Reglamento (CE) n.º 1069/2009; Tummino et al., 2024).  
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En 2021 a nivel mundial alrededor de 1200 millones de ovejas produjeron aproximadamente 

1,945,200 t de lana cruda para textiles (IWTO, 2024). Los principales países productores 

de lana son Australia (467,139.57 mil t), China (355, 920.84 mil t), y Nueva Zelanda (196, 

847.71 mil t) (FAO, 2023). 

Sin embargo, el mercado para este material refleja un aumento en la oferta de lana de oveja, 

así como una menor demanda, por lo que, el precio de este material disminuyo, tanto para 

las fibras finas de merino (17 micras bajaron un 13% en dólares, 19 micras bajaron un 10% 

y 21 micras bajaron un 6%), como para la lana cruzada (30 a 21 micras) (IWTO, 2024).  

Para México la producción de lana sucia en 2023 fue de 3,797.227 t, de las cuales el estado 

de Hidalgo aportó el 41% de la producción total, no obstante, el precio por kilogramo de 

lana es bajo, siendo un comportamiento similar en los últimos 10 años (Figura 1).  

Debido a lo anterior una gran cantidad de lana de oveja (entre un 95%), que no es apta 

para su confección, y supone un coste para los ganaderos, se vuelve un residuo (Parlato et 

al., 2022); el cual al no ser eliminado de manera adecuada es vulnerable a integrarse a los 

residuos municipales y/o a su incineración al aire libre, generando un riesgo de 

contaminación ambiental (Russell, 2009). 

Figura 1 Producción nacional de lana (%), y precio (MXN$/Kg) en los últimos 10 años por 

estado de la República Mexicana (SIAP, 2023). 
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1.2.3. Propiedades fisicoquímicas de la lana de oveja 

La fibra de lana es un material biológico que presenta múltiples niveles de organización 

estructural debido a las interacciones bioquímicas entre sus propiedades fisicoquímicas que 

la componen (Figura 2). Generalmente, entre el 95-98% peso/peso (p/p) de este material 

son proteínas, siendo las queratinas (proteínas fibrosas con alto contenido en cisteína) el 

grupo más abundante de esta fibra (hasta un 82% p/p), el resto está formado por proteínas 

con alto contenido en glicina y tirosina (~17%), y una fracción muy pequeña en compuestos 

no proteicos (~1%) como lípidos serosos y polisacáridos (Giteru et al., 2023; Ranjit et al., 

2022; Rippon, 2013). 

El alto contenido de queratina proporciona al material una gran estabilidad y propiedades 

mecánicas específicas debido a la presencia de enlaces disulfuro (S-S) formados por la 

unión de aminoácidos de cisteína (Su et al., 2020). Esta propiedad genera la formación de 

matrices poliméricas definidas de materiales ricos en queratina desde la escala nanométrica 

hasta la macroescala en milimetros (Mattiello et al., 2022).  

La unidad más pequeña a nanoescala de la fibra de lana es un grupo de queratinas 

denominadas α-queratinas, tienen una estructura secundaria en forma de α-hélice (Lazarus 

et al., 2021). Dependiendo del contenido de azufre, estas estructuras se pueden clasificar 

en bajo azufre <3% p/p y alto azufre >3% p/p (Ranjit et al., 2022). En la fibra de lana, las 

queratinas de bajo contenido en azufre se ensamblan en filamentos intermedios (FIs), antes 

de incrustarse en una matriz interfilamentosa que contiene proteínas asociadas a la 

queratina (Gong et al., 2016). 

Figura 2 Representación estructural de la fibra de lana de oveja desde la macroescala 

hasta la nanométrica (Lazarus et al., 2021; Wang et al., 2016). 
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Los FIs se forman por la unión de dos moléculas de queratina en conformación α-hélice 

mediante enlaces disulfuro, que se agrupan cola con cola formando protofilamentos (de 2 

nm de diámetro); dos protofilamentos se asocian lateralmente para formar una protofibrilla; 

cuatro protofibrillas forman un filamento intermedio (Wang et al., 2016). Los FIs, o 

microfibrillas, están incrustados en una matriz amorfa de proteínas con alto contenido en 

azufre, es decir, proteínas con alto contenido de cisteína, prolina, serina y treonina (Huson, 

2018). Actuando como estructura básica para las macrofibrillas (~400-500 nm de diámetro), 

a partir de esta estructura cada sistema queratinoso diverge para cumplir mejor su función 

específica (Lazarus et al., 2021). La fibra de lana de oveja tiene un alto contenido en FIs 

(hasta un 95% de queratinas), por lo que se considera un reservorio natural de FIs, que 

podría tener un gran número de aplicaciones biotecnológicas (Cardamone et al., 2009). 

1.2.4. Valorización de la lana de oveja en la agricultura  

La lana de oveja tiene un alto contenido de C (44 %) y N (10-11 %), lo que la convierte en 

un importante recurso para aportar estos macronutrientes al suelo (Dal Prà et al., 2024). 

Por lo tanto, sus aplicaciones en la fertilización de cultivos agrícolas van desde; la 

generación de compost, enmiendas del suelo, fertilizantes orgánicos y bioestimulantes 

vegetales (Chen et al., 2022).  

Por lo que se promueve la reintegración de estos residuos y el aprovechamiento de sus 

propiedades físicas y químicas para favorecer la producción de cultivos agrícolas (Perța-

Crișan et al., 2021). Sin embargo, este material biológico es susceptible a una 

biodegradación lenta (Shavandi et al., 2017). 

1.2.5. Lana como sustrato orgánico 

El uso de lana de oveja como sustrato tiene un alto potencial para mejorar las propiedades 

de los suelos cultivados, afectando positivamente al rendimiento de los cultivos (Garbowski 

et al., 2023; Abdallah et al., 2019a). La fibra de lana es un material rico en nitrógeno que no 

se descompone fácilmente en el suelo (Tiwari et al., 1989). Por lo que, el proceso de 

fermentación aeróbica en estado sólido mediado por microorganismos genera compuestos 

más estables (compost), lo que favorece la formación de niveles aceptables de materia 

orgánica (MO), para su uso en horticultura y agricultura (Hustvedt et al., 2016; Sánchez et 

al., 2017). Sin embargo, una de las principales limitaciones de este proceso es la resistencia 

a la degradación del material (Tabla 1). 

Tabla 1 Principales métodos de compostaje de la lana de oveja. 
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El uso de la lana de oveja como una enmienda del suelo tiene diferentes efectos beneficios 

en la agricultura (Tabla 2). Su aplicación ha demostrado una correlación entre la presencia 

de compuestos nitrogenados en el suelo con respecto al proceso de biodegradación de la 

lana (Broda et al., 2023). Por lo que, su uso representa una práctica ecológica y de bajo 

coste para la gestión de estos residuos, que permite la recuperación y reutilización de 

nutrientes (Palansooriya et al., 2023; Petek y Marinšek Logar, 2021).  

Compostaje de lana de 

oveja 

Características del compost Fuente 

Las pilas, con dimensiones de 

1.5 m x 2 m, fueron 

conformadas mediante la 

mezcla de lana de oveja (25% 

p/p), estiércol de caballo o 

gallina (25% p/p) y paja (50% 

p/p). 

La lana es una fuente rica en N (9.5-10%) y 

C (44%). Su compostaje presenta 

temperaturas superiores a 65 ºC, ideales 

para asegurar la higienización del compost.  

La lana de oveja en proceso de degradación, 

favorece una relación C/N más equilibrada 

en comparación al control. 

(Lechuga 

Ardeo, 

2022) 

Las pilas establecidas 

consistían en una fuente de 

N: Lana de oveja (25%), 

fuente de C: residuos 

vegetales (50%), y fuente 

adicional de N: estiércol de 

caballo, residuos de comida, 

restos de hiervas (25%). 

El proceso de compostaje duro 3 meses, el 

compost contenía cantidades aceptables de 

MO (25.3-31.2%) y N (0.9-1-1%), apto para 

su uso en la horticultura y en la agricultura. 

Este estudio sugiere que la lana, por si sola, 

no representa una fuente suficiente de N 

debido a su lenta degradación. 

(Hustvedt et 

al., 2016) 

Las mezclas de lana de oveja 

(en concentraciones de 1, 2, 

3, 4 y 5 % p/p), estiércol 

fresco de vacuno (10 % p/p) y 

fosfato (5 % p/p) fue 

dispuesta en fosas cúbicas 

cementadas de 0.3 m de lado.   

Después de 3 meses el compost tenía un 

20.6% de carbono orgánico, un 10% de 

nitrógeno total y un 2.06% de fosfato. 

Mostrando una pérdida de peso inicial de 

27.3% lo que se consideró un alto nivel de 

materia descompuesta. 

(Tiwari et al., 

1989) 
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El uso de residuos de lana como enmienda en suelos franco-arenosos ha demostrado tener 

efecto sobre las propiedades físicas como densidad aparente, porosidad y retención de 

agua (Abdallah et al., 2019b). Así mismo, promueve el crecimiento de las plantas y aumenta 

el contenido de materia orgánica (MO)(Abdallah et al., 2019a). El uso de este material 

favorece a las comunidades microbianas benéficas del suelo como los hongos micorrízicos 

arbusculares, los cuales han demostrado un crecimiento significativo en presencia de 

residuos de lana y un mayor aporte en el crecimiento de cultivos agrícolas (Palla et al., 

2022). 

Tabla 2 Principales usos de la lana de oveja como enmienda del suelo. 

Aplicación Efecto observado Fuente 

Lana de oveja pulverizada 

con longitud de 2 mm y 

paletizada con aserrín de 

abeto (relación 2:1 y 1:1 

(v/v)).  

Los pellets muestran altos contenidos de N 

total (1.79 %) y Carbono Orgánico Total 

(COT) (44.43 %), además de una mayor 

capacidad de retención de agua. Lo que 

favorece el rendimiento en el cultivo de 

tomate y espinaca siendo similar al uso de 

fertilizantes orgánicos aplicados. 

(Dal Prà et 

al., 2024; 

Bradshaw y 

Hagen, 

2022) 

Residuos de lana 

procedentes de procesos 

industriales (lavado y 

carbonización) agregados en 

diferentes proporciones 

residuo/sustrato de 0, 0.5, 1 y 

2% p/p. 

Los residuos de lana de oveja no presentan 

un impacto negativo en las comunidades 

bacterianas del suelo ni en la actividad de los 

hongos micorrízicos arbusculares nativos del 

cultivo de olivo.  La proporción lana/suelo del 

2% p/p reduce la densidad aparente del 

suelo, aumentando la porosidad total lo que, 

mejora la capacidad de retención de agua. 

( Abdallah et 

al., 2019b; 

Palla et al., 

2022) 

Residuos de lana de oveja 

(RLO), carbonizados y no 

carbonizados; en mezclas de 

suelo con concentraciones de 

lana (0, 0.5, 1 y 2% p/p). 

Todas las mezclas RLO-suelo, mostraron 

beneficios para el crecimiento en plantas de 

girasol y la producción de biomasa. En el 

maíz, lana carbonizada (al 1%), dio lugar a 

un estado fisiológico óptimo de la planta y la 

producción, en comparación con el control. 

(Abdallah et 

al., 2019a) 
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1.2.6. Hidrolizados de lana de oveja  

La conversión de residuos de lana de oveja en hidrolizados de proteína (HP), a través de 

procesos respetuosos con el ambiente, representa una estrategia innovadora para la 

generación de fertilizantes en la agricultura (Sharma et al., 2019). Los residuos ricos en 

queratina representan una fuente de nutrientes para las plantas (Korniłłowicz-Kowalska y 

Bohacz, 2011); debido al contenido de moléculas bioactivas (proteínas, péptidos y 

aminoácidos), así como el aporte de macronutrientes (C, N, y S) (Metomo et al., 2024a).   

Sin embargo, debido a sus propiedades fisicoquímicas e interacciones bioquímicas es un 

material resistente a la biodegradación por factores ambientales, es insoluble en agua y, en 

soluciones ácidas y alcalinas débiles, también, es resistente a la lisis enzimática por 

proteasas (Shavandi et al., 2017). Por lo anterior, sus usos directos en la agricultura 

presentan una bioconversión lenta del nitrógeno orgánico en formas disponibles, generando 

un desajuste en los procesos de absorción de las plantas durante los periodos óptimos 

(Metomo et al., 2024b).  

Actualmente, existe un gran interés en establecer procesos de extracción y/o solubilización 

de la queratina de la lana de oveja mediante procesos químicos, físicos y biológicos (Figura 

3), que permitan el uso de los componentes de este material en múltiples aplicaciones 

biotecnológicas (Giteru et al., 2023). Estos procesos de hidrólisis pueden ser a través de la 

escisión específica (utilizando enzimas) e inespecífica (métodos químicos y físicos) de los 

Lana de oveja sin compostar 

para la formulación de 

sustratos a concentraciones 

de 0.67, 1.33 y 2 % p/p 

lana/sustrato en macetas. 

Aumento el rendimiento de 1.7 a 3.5 veces 

en relación con el control en cultivos de alto 

valor; caléndula (Calendula officinalis L.) y la 

valeriana (Valeriana officinalis L.). 

Reportando un mayor contenido de N en los 

tejidos vegetales y biomasa microbiana. 

(Zheljazkov 

et al., 2008) 

Lana de oveja como 

acolchado 10 g por cada dm3 

de sustrato con un espesor de 

5 cm. 

Favoreció el número de frutas de tomate por 

planta hasta un 24.2 % respecto al control, 

favoreciendo el rendimiento total hasta en un 

33%. 

(Górecki y 

Górecki, 

2010) 
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enlaces intermoleculares o intramoleculares presentes en las moléculas, provocando la 

solubilización del material (Perța-Crișan et al., 2021).  

La hidrólisis de la lana se considera un tratamiento validado, ya que se necesitan reactivos 

suaves y se registran buenos rendimientos del extracto (Vouvoud et al., 2024). El uso de 

métodos de solubilización térmica y química de la lana de oveja genera la liberación de 

compuestos nutricionales, y estos productos han demostrado tener beneficios en la 

promoción del crecimiento de las plantas para diferentes cultivos (Berechet et al., 2020; 

Bhavsar et al., 2016; Holkar et al., 2016). 

Los procesos de hidrólisis de la lana de oveja y su respuesta en los cultivos se muestran 

en la Tabla 3. Aunque su uso en fertilización ha demostrado tener beneficios en algunos 

cultivos, cuando se utilizan procesos químicos y térmicos se debe considerar la formación 

de compuestos no nutritivos a altas temperaturas y el agotamiento de nutrientes por 

reacciones químicas, como se ha reportado en la solubilización de plumas de pollo (Bhari 

et al., 2021). Recientes investigaciones sobre hidrólisis microbiana y/o enzimática han 

hecho posible la solubilización de este material. La liberación de moléculas bioactivas 

precursoras del metabolismo vegetal, proveen su valorización como bioestimulantes en 

plantas (Constantin et al., 2022; Gaidau et al., 2021; Calin et al., 2019). 

Tabla 3 Métodos de hidrólisis de lana de oveja y el efecto de los productos en plantas. 

Figura 3 Principales métodos de solubilización y/o extracción de queratina de lana de oveja 

(Giteru et al., 2023).  
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Método de hidrólisis Efecto observado Fuente 

Hidrólisis alcalina con 8% p/p 

KOH a 85° C en agitación 

constante durante 3 h. 

Las plantas de trigo fueron tratadas con 3 y 

5 % (p/v) de los hidrolizados, se observó un 

aumento de la longitud en las plantas 

tratadas con la concentración de 5 % de 

entre el 10.7 y el 18.3%, además de 

presentar un alto contenido de N (14.39 %) 

respecto al control con agua. 

(Berechet 

et al., 2020) 

Hidrólisis en agua 

sobrecalentada: rendimiento 

de hidrólisis de hasta el 

98.94% a 187.5 °C durante 

367.5 min. 

La fitotoxicidad de los productos de la 

hidrólisis se evaluó mediante una prueba de 

germinación de semillas de Lepidium 

Sativum, que mostró una tasa de 

germinación cercana al 100%. El hidrolizado 

mostró efectos significativos sobre la 

biomasa foliar fresca y seca, y el área foliar 

del maíz a dosis de 1.5 mL administradas en 

el momento del trasplante. 

(Metomo et 

al., 2024;  

Bhavsar, et 

al., 2016) 

Hidrólisis alcalina con KOH: 

NaOH en proporción 14:1, 

asistida por cavitación 

acústica frente a un método 

convencional en autoclave a 

120°C a 5 bar durante 15 min 

de hidrólisis térmica. 

La germinación de semillas de trigo aumento 

hasta un 8.4 % con hidrolizados alcalinos, 

además, las plántulas presentaron peso 

seco (84- 34%), superior al control con los 

productos generados con el método 

convencional,  

(Holkar et 

al., 2016) 

 

Hidrólisis en dos fases: 1) 

alcalina (80 °C, 2.5 p/v NaOH, 

4 h, agitación, relación sólido-

líquido 1:3), 2) enzimática. 

Favoreció el crecimiento de las plantas de 

maíz entre un 8.4-19%.  Se observó una 

buena resistencia frente a Fusarium spp. 

(Gaidau et 

al., 2019, 

2021) 

La fuente de queratina (Lana 

de oveja y plumas de pollo), 

fueron hidrolizados con 

H2SO4 al 30% durante 4h a 80 

Los filtrados del Trichoderma sp cultivado en 

HP, no presenta efectos negativos en la 

germinación de semillas de tomate, la 

aplicación foliar favorece la producción de 

(Calin et 

al., 2019) 
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Los hidrolizados de proteínas (HP) de origen animal o vegetal son un grupo de 

bioestimulantes vegetales (Sani y Yong, 2022). Pueden contener una mezcla de 

polipéptidos, oligopéptidos y aminoácidos (Schaafsma, 2009). Según el Reglamento (UE) 

2019/1009 del Parlamento Europeo y del Consejo, un bioestimulante vegetal es un producto 

que, independientemente de su contenido en nutrientes, promueve una o más de las 

siguientes características: 1) eficiencia en el uso de nutrientes, 2) tolerancia al estrés 

abiótico, 3) características de calidad y 4) disponibilidad de nutrientes inmovilizados en el 

suelo y/o en la rizosfera. 

La hidrólisis de la lana de oveja ha permitido la valorización de esta fibra para la generación 

de un biofertilizante convencional (aporte mineral). Ademas, los hidrolizados con fracciones 

proteicas de menor peso molecular, moléculas aún organizadas (aminoácidos) y ricas en 

nitrógeno orgánico tienen un efecto bioestimulante que promueve el crecimiento de las 

ºC, posteriormente los 

hidrolizados obtenidos fueron 

utilizados para cultivar cepas 

aisladas de Trichoderma spp. 

biomasa hasta un 30% superior al control, y 

promueve una mayor altura en la planta 

hasta un 96%, así como diámetro de tallo y 

numero de hojas superior hasta un 20%. 

Hidrólisis microbiana 

utilizando Paecilomyces 

lilacinus 112 con 

características que degradan 

la queratina y favorecen el 

crecimiento de las plantas. 

El hongo fue capaz de hidrolizar los residuos 

de queratina. Además de tener un efecto 

inhibidor frente a hongos fitopatógenos y la 

producción de metabolitos secundarios que 

favorecieron el crecimiento de las plantas de 

tomate. 

(Constantin 

et al., 2022) 

Se evaluó la combinación de 

diferentes geles proteicos; 

HK-UB obtenido mediante 

hidrólisis alcalino-enzimática 

de lana de oveja, HCE-B 

hidrolizado alcalino-

enzimáticamente de cuero 

bovino y GPU-B mediante 

hidrólisis térmica de cuero sin 

curtir.  

La combinación de los hidrolizados de; 40 % 

HK-UB, 40 % HCE-B y 20 % GPU-B, a la 

concentración de 1 % presento el mayor 

efecto estimulante donde el índice de 

germinación fue ˂100% en el tomate, 

mientras que el pimiento fue esta 

concentración la que no presento un efecto 

inhibitorio.   

(Cristea, et 

al., 2024) 
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plantas (Gauidau et al., 2021). Algunos hidrolizados microbianos no sólo permiten la 

solubilización del material, sino que también producen compuestos bioactivos liberados por 

los microorganismos (fitohormonas), favoreciendo el rendimiento de los cultivos (Constantin 

et al., 2022; Calin et al., 2019). El uso de HP para la bioestimulación vegetal promete ser 

una herramienta respetuosa con el ambiente que mejore la sostenibilidad y resiliencia de 

los sistemas de producción de alimentos (Malécange et al., 2023). 

1.3. Justificación  

La lana de oveja ha sido valorada en los últimos años en la industria textil, sin embargo, la 

subproducción de por los sistemas de producción de carne ovina, no presentan la calidad 

suficiente para su uso en la industria considerándose un residuo agropecuario. Este 

material presenta una alta resistencia a la degradación por factores ambientales, por lo que, 

su reintegración al suelo es lenta. Debido a esto, es susceptible a manejos inadecuados 

para su eliminación lo que representa un riesgo de contaminación ambiental. Por lo que, su 

valoración en la obtención de hidrolizados de proteína representa una estrategia novedosa 

para el aprovechamiento de este material a través de su transformación en un producto de 

valor agregado (Figura 4).  

Figura 4 Valorización de lana de oveja en la bioestimulación de microorganismos y cultivos 

de interés agrícola. 
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El uso de estos hidrolizados de lana de oveja para el cultivo de microorganismos de interés 

promueve su valoración como fuente de peptona. Las peptonas son una de las principales 

fuentes de N en la producción de biomasa, por lo que, su uso en la formulación de sustratos 

para la producción de microorganismos de interés agrícola presenta un potencial 

económicamente viable. Por otra parte, el uso de los hidrolizados de lana de oveja ha 

demostrado tener efecto bioestimulante al promover el crecimiento vegetal, sin embargo, la 

dosis y tiempo de aplicación en cultivos es poco estudiado. Por lo que la evaluación de la 

concentración y el tiempo de aplicación permitirán promover una agricultura sostenible. 

1.4. Objetivos  

1.4.1. Objetivo general 

● Evaluar el uso de hidrolizados de proteína de lana de oveja obtenidos de un proceso 

de hidrólisis alcalino-enzimático sobre el crecimiento de Trichoderma harzianum y el 

efecto bioestimulante en la producción de forraje verde hidropónico. 

1.4.2. Objetivos específicos  

● Implementar un proceso de hidrólisis alcalino-enzimático de lana de oveja para la 

generación de hidrolizados de proteína con aplicaciones de interés agrícola. 

● Caracterizar las propiedades fisicoquímicas y bioquímicas de los hidrolizados de 

proteína obtenidos a partir de la hidrólisis alcalino-enzimática de lana de oveja.  

● Estudiar el efecto de hidrolizados alcalino-enzimáticos de lana de oveja sobre el 

crecimiento y capacidad enzimática de Trichoderma harzianum. 

● Evaluar el efecto bioestimulante de hidrolizados alcalino-enzimáticos en la 

producción de forraje verde hidropónico de Avena sativa L. variedad Turquesa. 

1.5. Hipótesis  

• Lo obtención de hidrolizados de proteína a partir un residuo agrícola como la lana 

de oveja mediante un proceso de hidrolisis alcalino-enzimática, generara la 

liberación de moléculas bioactivas como proteínas solubles, péptidos y 

aminoácidos. 

• El uso de hidrolizados de lana de oveja obtenidos mediante hidrólisis alcalino-

enzimática favorecerá el crecimiento de Trichoderma harzianum.  

• La aplicación de hidrolizados alcalino-enzimáticos de lana de oveja tendrá un efecto 

bioestimulante en producción de forrajes verdes hidropónicos. 
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Capítulo II. Hidrólisis alcalino-enzimático de lana de oveja.  

Resumen 

En aumento en la producción de carne ovina para satisfacer la demanda de alimentos 

saludables y nutritivos, genera la subproducción de lana de oveja en los sistemas de crianza 

de ganado. La cual, al carecer de propiedades requeridas para su transformación en fibra 

textil, la lana se acumula en grandes cantidades, lo que plantea un desafío para su manejo 

y aprovechamiento sustentable. El aprovechamiento de residuos queratinosos mediante la 

extracción y/o solubilización del material a través de métodos de hidrólisis permite la 

liberación de compuestos de interés, como proteínas, péptidos y aminoácidos. En este 

capítulo se evaluó la implementación de un proceso de hidrólisis en dos fases: una fase 

alcalina (HK), empleando NaOH, y una segunda fase enzimática. En esta última se 

probaron dos enzimas: Esperase®, proveniente de Bacillus sp. con una actividad ≥8 U/g 

(HK+E), y una papaína con una actividad ≥10 U/g (HK+P). Ambas son endopeptidasas de 

amplia especificidad. El uso de un proceso bifásico presentó un alto grado de hidrólisis de 

la lana de oveja (29-39%), en comparación con la hidrólisis alcalina (21.1 %), favoreciendo 

así la actividad de las enzimas endopeptidasas sobre el sustrato parcialmente hidrolizado. 

Lo que resultó en una mayor presencia de grupos –NH₂ libres en los hidrolizados alcalino 

enzimáticos (10 ± 0.42 mg/cm³ y 7.52 ± 0.8 mg/cm³, respectivamente), correspondientes a 

la presencia de aminoácidos libres o péptidos. El perfil proteolítico de los hidrolizados 

observado en los geles de SDS-PAGE y Tricina-SDS-PAGE, confirmo la presencia de 

proteínas de bajo peso molecular entre 17-11 kDa, por lo que, el proceso de hidrólisis de 

dos fases representa una estrategia viable para hidrolisis de la queratina de lana de oveja, 

generando la obtención de compuestos bioactivos como proteínas de bajo peso molecular, 

péptidos, oligopéptidos y aminoácidos libres con potenciales aplicaciones biotecnológicas 

en la agricultura. Esto contribuye al desarrollo de una bioeconomía basada en el 

aprovechamiento integral del residuo de la crianza de ganando ovino. 

Palabras clave: Hidrolizados de proteína, residuos agroalimentarios, bioeconomía, 

hidrolisis enzimática y compuestos bioactivos. 
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Alkaline-enzymatic hydrolysis of sheep wool. 

Abstract 

The raising of sheep to satisfy the demand for meat generates wool as a by-product, which, 

not having suitable characteristics for use as a textile fiber, becomes a highly available 

waste. The use of keratinous residues by extraction and/or solubilization of the material 

through hydrolysis methods allows the release of compounds of interest, such as proteins, 

peptides and amino acids. In this chapter, the implementation of a two-phase hydrolysis 

process was evaluated: an alkaline phase (HK), using NaOH, and a second enzymatic 

phase. In the latter, two enzymes were tested: Esperase®, from Bacillus sp. with an activity 

≥8 U/g (HK+E), and papain with an activity ≥10 U/g. Both are endopeptidases of broad 

specificity. The use of a two-phase process resulted in a high degree of hydrolysis (29-39%) 

of sheep wool compared to alkaline hydrolysis (21.1%), which favored the activity of 

endopeptidase enzymes on the partially hydrolyzed substrate. This led to a higher presence 

of free –NH₂ groups in the alkaline enzymatic hydrolysates (10 ± 0.42 mg/ml and 7.52 ± 0.8 

mg/ml, respectively), corresponding to the presence of free amino acids or peptides. 

Subsequently, SDS-PEGE and Tricine-SDS-PEGE confirmed the presence of low molecular 

weight peptides between 17 and 11 kDa. Therefore, it can be concluded that the two-phase 

hydrolysis process represents a viable strategy for the recovery of this waste, through the 

obtaining of bioactive compounds such as low molecular weight proteins, peptides, 

oligopeptides, and free amino acids with potential biotechnological applications in 

agriculture. This contributes to the development of a bioeconomy based on the 

comprehensive use of waste from sheep farming. 

Keywords: Protein hydrolysates, agri-food waste, bioeconomy, enzymatic hydrolysis, and 

bioactive molecules. 
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2.1. Introducción 

Existen diversos métodos físicos, químicos y/o enzimáticos para la extracción y/o 

solubilización de queratina de lana de oveja, pueden ser de forma protegida (mayormente 

especifica sin causar daño intramolecular) o desprotegida (poco especifica causa daño 

intermolecular e intramolecular) (Giteru et al., 2023). El establecimiento de un proceso de 

hidrólisis depende del área de interés biotecnológico como la medicina, alimentación, 

agrícola y ambiental, entre otras (Zhu et al., 2023; Chen et al., 2022; Perța-Crișan et al., 

2021). 

Los procesos de hidrólisis para la reintegración al suelo de este RA, generalmente se basan 

en métodos de hidrólisis físicos y químicos los cuales son perjudiciales para el medio 

ambiente, ya que en condiciones extremas se genera la destrucción de algunos 

aminoácidos y representan un gasto energético elevado (Petek y Marinšek Logar, 2021). El 

uso de enzimas queratinasas provenientes de hongos o bacterias representan una 

estrategia más ecológica, sin embargo, su producción es limitada, representa un proceso 

más lento (semanas) en comparación con los métodos fisicoquímicos (días) y la eficiencia 

en algunos casos es menor debido a la dificultad de estas enzimas proteolíticas de amplia 

especificidad para romper los enlaces disulfuro (Moktip et al., 2025).  

Por lo anterior, se buscan estrategias eficientes y accesibles para la hidrólisis de la lana de 

oveja. Los procesos de hidrólisis de dos fases como la hidrólisis alcalino-enzimática en 

donde durante la fase alcalina en condiciones moderadas de NaOH (2.5 %) se rompen los 

enlaces disulfuro, que posteriormente permiten una mayor actividad de enzimas 

proteolíticas de amplia especificidad sobre las cadenas peptídicas, resultan ser una 

alternativa ante la problemática (Gaidau et al., 2019). Estos procesos han demostrado la 

liberación de compuestos bioactivos como aminoácidos libres y proteínas de bajo peso 

molecular (Gaidau et al., 2021). 

Con base a lo anterior, el objetivo de esta sección es implementar un proceso de hidrólisis 

de dos fases; la primera fase alcalina generó una hidrólisis parcial de la lana de oveja 

volviéndola soluble, en la segunda fase se empleó el uso de enzimas proteolíticas como la 

Esperase® de Bacillus spp. y la Papaína, ambas endopeptidasas de amplia especificidad, 

las cuales hidrolizaron las proteínas de lana de oveja permitiendo la liberación de péptidos, 

oligopéptidos y aminoácidos con propiedades bioactivas. Además, en esta sección se 
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caracterizaron las propiedades fisicoquímicas y bioquímicas de los hidrolizados de proteína 

obtenidos para su valorización en aplicaciones de interés agrícola. 

2.2. Materiales y métodos 

2.2.1. Obtención de la lana de oveja 

La lana de oveja fue proporcionada por criadores de ganado ovino de raza criolla en el 

municipio de Emiliano Zapata (19°39'09.15'' N; 95°32'08.58'' O), estado de Hidalgo, durante 

el ciclo de esquila realizado en primavera del año 2024. El material no presentó un valor 

económico para los productores por lo que se consideró un residuo. Se transportó al 

Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autónoma del Estado de Hidalgo 

(UAEH), ubicado en el municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo en bolsas de plástico y 

se almacenó a temperatura ambiente en un lugar fresco y sin humedad. 

2.2.2. Principales propiedades de la lana de oveja  

Contenido de humedad: Se pesaron 30 g de lana sucia y se secó en una estufa ventilada 

a 110 ºC durante 4 h, posteriormente se colocó en un desecador por 20 min, y se pesó, el 

proceso se repitió hasta alcanzar peso constante (Bhavsar, 2018a), los resultados se 

calcularon utilizando la ecuación (1);  

𝐻𝑢𝑚𝑒𝑑𝑎𝑑 (%) = (
𝑃𝑖−𝑃𝑓

𝑃𝑖
) × 100                                                                                                   (1) 

 

Donde:  

𝑃𝑖= Peso inicial de la lana 

𝑃𝑓= Peso final de la lana 

Rendimiento de lavado: Se realizó un lavado con agua de la llave para eliminar restos de 

excremento, materia vegetal, tierra e insectos, realizándose un secado durante 3-4 días a 

40 ºC en una estufa con ventilación hasta alcanzar peso constante.  

Contenido de cenizas: Se pesó 1 g de lana lavada y a peso constante en un crisol de 

porcelana, posteriormente se carbonizo con un mechero Bunsen, posteriormente se 

calentaron en una mufla a 800 ºC por 4 h hasta obtener cenizas de color blanco grisáceo, 

a peso constante y se calculó el porcentaje utilizando la ecuación (2). 
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% 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑛𝑖𝑧𝑎𝑠 = (
𝑊1−𝑊2

𝑊
) ∗ 100                                                                                                                   (2) 

 

Donde: 

𝑊1 = Peso del crisol con la muestra calcinada 

𝑊2 = Peso del crisol vacío  

𝑊 = Peso inicial de la muestra  

Análisis elemental: La determinación de la composición elemental de lana de oveja lavada 

se realizó por el Laboratorio de Fertilidad de Suelos y Química ambiental del Colegio de 

Posgraduados Campus Montecillo, donde se determinó por duplicado el porcentaje de 

nitrógeno total (N), fósforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), azufre 

en forma de sulfato S-SO4 y carbono total (Ct).  

La determinación de N se realizó mediante la digestión de la muestra con H2SO4, arrastre 

de vapor y destilación. Para el caso de P, K, Ca, Mg, Na y S mediante digestión con 

HNO3+HClO2 2:1, la determinación para P se realizó le técnica colorimétrica complejo 

amarillo de vanadomolibdato. El K y Na se determinó por emisión atómica y para el Ca y 

Mg por absorción atómica. Mientras que para el S se determinó en forma de S-SO4 

mediante turbidimetría. Para la determinación de C total se realizó una digestión seca a 900 

ºC en el determinador automático de C (TOC SSM 5050A Shimadzu). 

Morfología lana enjuagada: Se observaron las estructuras de la lana en un microscopio 

óptico a 10x, 40x y 100x, posteriormente se utilizó el programa de procesamiento digital 

ImageJ para medir el diámetro de la fibra. 

2.2.3. Pretratamiento de la lana 

Enjuague: Se realizó un enjuague con agua de la llave a una relación (1:50) a 55 ºC, en un 

vaso de precipitado de 2 L con agitación constante durante 5 min, posteriormente se 

decantó el agua y exprimo el exceso de agua. 

Lavado: Se evaluaron dos tensioactivos: uno aniónico dodecilbencenosulfonato sódico 

(SDBS) y otro aniónico Tween 80, a una concentración de 0.03 mol/L, además de un control 

con agua. El lavado se realizó a 55 ºC en agitación constante durante 60 min, se secaron a 

40 ºC hasta peso constante y se calculó el rendimiento de lana limpia. 
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Hidrólisis alcalina: Para la determinación del tensioactivo se implementó una prueba de 

hidrólisis con NaOH al 2.5% p/v, durante 4h a 80 ºC en agitación, se decantó durante 24 h, 

se midió el pH y conductividad eléctrica (CE) utilizando el equipo Thermo Scientific Orion 

VERSA STAR Advanced Electrochemistry Meter, posteriormente se centrifugó a 6000 rpm 

durante 15 min. 

Contenido de materia soluble: El hidrolizado se centrifugó a 6000 rpm durante 15 min, el 

sobrenadante y el precipitado se separaron para determinar el contenido de materia seca 

de la fase insoluble secándose a 40 ºC durante 2-3 días hasta peso constante.  

Morfología de la lana pretratada: La lana lavada con los diferentes tensioactivos y la fase 

insoluble de los hidrolizados fue observada en microscopía electrónica de barrido (SEM) 

utilizando el equipo Jeol JSM-IT300, para posteriormente evaluar el tamaño y diámetro con 

ImageJ. 

2.2.4. Hidrólisis alcalino-enzimática 

El proceso de hidrólisis consiste en dos fases una alcalina y otra enzimática (Gaidau et al., 

2019). La hidrólisis alcalina se realizó con NaOH al 2.5% p/v, durante 4h a 80 ºC en agitación 

y decantó durante 24 h. El pH fue ajustado a 8 con ácido acético (1:10), y se filtró a través 

de un tamiz de aluminio de No. 32 (tamaño de poro 0.5 mm x 0.5 mm), por lo que el material 

superior al tamaño de poro se separó (residuos de lana no hidrolizada e impurezas), para 

su secado a 80 ºC hasta peso constante. Mientras que, la fase soluble de la hidrólisis 

alcalina (HK), se hidrolizo enzimáticamente. Las enzimas evaluadas fueron proteasas: una 

serina proteasa de Bacillus sp. (Esperase®) con actividad ≥8 U/g a pH 8, y papaína con 

actividad de ≥10 U/mg a pH 7. Las condiciones de hidrólisis fueron a 55 ºC en agitación 

constante durante 4 h. Posteriormente se ajustó el pH a 7 con ácido sulfúrico (1:10) y se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 15 min, el sobrenadante se denominó HK+E para Esperase 

y HK+P para la papaína, el precipitado se secó a 80 ºC hasta peso constante. 

2.2.5. Caracterización fisicoquímica y bioquímicas de los hidrolizados 

Contenido de materia seca:  En cajas Petri de vidrio de 90 mm de diámetro secas a peso 

constante se agregaron 10 mL de los hidrolizados para su secado a 40 ºC en una estufa 

con ventilación durante 3-4 días hasta alcanzar peso constante. 

Cenizas: Se determinó conforme al protocolo descrito en el apartado 1.2.2 
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Densidad: Se determinó mediante el uso de un picnómetro de 25 mL secó y a peso 

constante, el líquido de referencia fue agua destilada a 25 ºC, después de pesar el 

picnómetro con el agua destilada el líquido fue retirado y secado para añadir el líquido a 

investigar 𝑚2, la densidad se calculó con la ecuación (3):  

𝜌 = (
𝑚2−𝑚0

𝑚1−𝑚0
) 𝜌𝑎𝑔𝑢𝑎                                                                                                                                           (3) 

Donde: 

 𝑚0 = Masa del picnómetro vacío  

𝑚1 = Masa del picnómetro con agua  

𝑚2 = Masa del picnómetro con el líquido a investigar 

𝜌𝑎𝑔𝑢𝑎 = Densidad del agua a la temperatura experimental (25 ºC) 

Análisis elemental: La determinación de la composición elemental de los hidrolizados de 

lana de oveja se realizó por el Laboratorio de Fertilidad de Suelos y Química ambiental del 

Colegio de Posgraduados Campus Montecillo, donde se determinó por duplicado el 

porcentaje de nitrógeno total (N), fósforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio 

(Na), azufre en forma de sulfato S-SO4 y carbono total (Ct) como se describe en el apartado 

2.2.2.  

Proteína total:  Por el método de Bradford (1976), se realizó la curva de calibración 

utilizando albúmina de huevo como estándar, por lo que se prepararon diluciones al 0, 15, 

30, 45, 60, 75 y 90 µg/mL. Se utilizaron cubetas desechables de plástico de 2.5 mL, se 

tomaron 800 µL de la dilución y se añadieron 200 µL de reactivo de Bradford, posteriormente 

se añadió 1 mL de agua destilada, y se incubó por 5 min a temperatura ambiente (25 ± 2 

ºC). La lectura se realizó en un espectrofotómetro de UV-vis, a 595 nm. Se muestra la curva 

de calibración (Apéndice A).  Para la medición de los hidrolizados se realizaron diluciones 

a 1:100 para tener lecturas dentro de la curva de calibración. 

Grado de hidrólisis (GH): Se determinó mediante la medición del nitrógeno soluble en 

ácido tricloroacético (TCA), de acuerdo con el procedimiento descrito por Adler-Nissen 

(1979). Para la determinación del contenido de proteína hidrolizada se tomaron 500 µL de 

los hidrolizados y colocaron en un tubo para microcentrífuga de 1.5 mL, posteriormente se 

centrifugó a 10, 000 rpm durante 10 min. Se tomó una alícuota de 100 µL y se añadieron 

100 µL de TCA al 0.44 M, se mezclaron en un vortex durante 30s. Para la determinación 
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del contenido de proteína total se preparó una dilución 1:1 por lo que, se tomaron 100 µL 

de agua desionizada y se añadieron 100 µL de la muestra centrifugada, se mezclaron en 

un vortex durante 30s, a partir de esta dilución se tomó una alícuota de 100 µL y se 

añadieron 100 µL de agua desionizada y se mezclaron en un vortex durante 30s. Las 

concentraciones de proteína se midieron utilizando el equipo NanoDrop™ 

One/OneC Espectrofotómetro de microvolúmenes de UV-Vis. Posteriormente se calculó el 

grado de hidrólisis utilizando la ecuación (4): 

𝐺𝐻(%) = (
𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑇𝐶𝐴+𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛𝑎𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒)

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑆𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖ó𝑛 ℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎)
) × 100                                                                                   (4) 

Determinación de grupo amino libre: Previamente a la determinación se preparó una 

dilución de las muestras hidrolizadas liquidas 1:100 en agua desionizada. El método por el 

cual se determinaron los grupos aminos primarios (-NH₂), fue el del ácido 

trinitrobencensulfónico (TNBS) (Adler-Nissen, 1979).  

Se preparó un buffer de fosfatos el cual se componía de KH2PO4 al 0.019 M y K2HPO4 al 

0.191 M a pH 8.2, posteriormente en tubos de ensayo cubiertos con aluminio se agregaron 

2 mL del buffer de fosfatos más 250 µL de la muestra diluida y se mezclaron en un vortex 

durante 30 s.  

 El TNBS se preparó al último en un lugar con poca iluminación debido a que el reactivo es 

fotosensible. Se utilizó al 0.1% (v/v) a partir de una solución comercial al 5 % (p/v), disuelta 

en buffer de fosfatos en un matraz ámbar aforado de 25 mL. Posteriormente se añadieron 

2 mL de la solución TNBS a los tubos de ensayo con la muestra y se incubaron a 50º C 

durante 1 h. La reacción se detuvo utilizando 4 mL de HCl al 0.1 N y se midió la absorbancia 

en un espectrofotómetro UV-vis (Thermo Fisher Scientific) a 340 nm y la concentración de 

aminoácidos libres se obtuvo a partir de una curva de calibración con glicina la cual se 

presenta en el (Apéndice B). 

Proteínas de alto peso molecular: Se determinó mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). El gel separador se realizó a una 

concentración del 15 % T como se describe en el Anexo 1, Se utilizó el marcador de peso 

molecular NZYColour Protein Marker II (adecuado para proteínas con pesos moleculares 

comprendidos entre 11 a 245 kDa).  Las muestras fueron centrifugadas a 10, 000 rpm y se 

prepararon diluciones 1:20, a partir de ahí se prepararon las muestras utilizando 20 µL de 

buffer colorante, 40 µL de la dilución de la muestra y 3 µL de ϐ-mercaptoetanol, para ser 
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desnaturalizadas a 95 ºC durante 5 min, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se 

cargaron 15 µL en cada pozo, las condiciones de corrida fueron de 200 V durante 2 h, y 

posteriormente se generó la imagen del gel utilizando el equipo Gel DocTM EZ Imager de 

BIO-RAD, y se analizó mediante el software Image Lab 6.1. 

Proteínas de bajo peso molecular: Se determinó mediante electroforesis en gel de 

poliacrilamida con Tricina-dodecil-sulfato-sódico (Tricina-SDS-PAGE) (Shagger y Jagow, 

1987), con un gel separador y espaciador del 15% y 10% de acrilamida, respectivamente 

(Anexo 2). Las muestras se disolvieron (5 µL de hidrolizado y mezclaron con 15 µL de buffer 

de carga) y se calentaron a 90 ºC por 10 min, finalmente se cargaron en los pozos. Se utilizó 

Tricina en el buffer de corrida, a 75 V durante 3 h. 

2.2.6. Análisis estadístico  

Para la caracterización de los hidrolizados fue establecido un diseño experimental 

completamente al azar, con tres tratamientos (HK, HK+E y HK+P). Los datos obtenidos 

fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de la confianza del 95%, 

posteriormente para determinar las diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05), 

se aplicó una prueba de comparación de medias de Tukey (HSD). 

El análisis estadístico fue realizado utilizando el software RStudio (versión 4.4.2), 

empleando la paquetería agricolae para la prueba de Tukey y ggplot2 para la visualización 

gráfica de los resultados. 

2.3. Resultados y Discusión 

2.3.1. Propiedades de la lana de oveja  

La lana de oveja presentó un contenido de humedad de 6.98 %, lo que es deseable para 

su almacenamiento  (Bhavsar, 2018). El lavado de la lana con agua obtuvo un rendimiento 

variable (56.26 % ± 6.71), esto se debe principalmente a las condiciones de crianza, ya que 

el contenido de impurezas del material como restos vegetales, tierra, y heces acumuladas 

son variables que adicionan peso a la lana debido a la actividad del animal (Carrillo-Pillajo, 

2017). Además, la cantidad de cenizas totales en la lana de oveja lavada (1.59 ± 0.10 %), 

representa un bajo contenido de materia inorgánica, lo que corresponde con el análisis 

elemental (Tabla 4), en donde se observa que la mayor composición de la lana de oveja es 

por materia orgánica (C, N y S), presentando en menor cantidad de materia inorgánica (P, 

K, Na, Ca y Mg). 
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Tabla 4 Análisis elemental de la lana de oveja después del lavado. 

Muestra N P K Ca Mg Na S-SO4 Ct 

%  

Lana 14.4 0.02 0.02 0.21 0.07 0.04 1.8 49 

* Los datos son presentados en promedio 

El diámetro de esta fibra es un indicador crucial para determinar la calidad y rentabilidad 

del material por lo que lana >20 µm no presenta un valor en el mercado para cubrir los 

costes de esquileo (IWTO, 2024). La lana empleada en este estudió presentó un diámetro 

de 41.99 ± 6.57 µm lo que corresponde a un tipo de lana gruesa (Figura 5), debido a esto 

su comercialización como fibra textil, no representa un rentabilidad por el bajo costo de 

compra ($ 6.99 MXN/Kg) (SIAP, 2024). 

2.3.2. Evaluación preliminar del pretratamiento 

La determinación del pretratamiento se realizó mediante un ensayo utilizando diferentes 

tensioactivos por duplicado. El tensioactivo con mayor eliminación de impurezas de la lana 

fue el SDBS (23.33 ± 1.33%), seguido del Tween 80 (23 ± 3%) en comparación con el agua 

(14.66 ± 0.66%). Además, se observó un daño estructural en la cutícula de la fibra tratada 

con SDBS, esto se debe a que los tensioactivos aniónicos hidrolizan la cutícula en la corteza 

la lana (Yoshimura et al., 2003), como se observa en la microscopía electrónica de barrido 

(Figura 6), permitiendo un mayor grado de limpieza y una hidrólisis parcial del sustrato 

favoreciendo los procesos posteriores. La prueba de hidrólisis alcalina demostró que el uso 

de tensioactivos aniónicos como el SDBS favorecen el rendimiento de materia soluble 

(98.32 ± 0.44) (Tabla 5).  
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Figura 5 Microscopia óptica de la lana de oveja: A) observada a 10x, B) 40 x y C) 100x. 
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Tabla 5 Evaluación del efecto de tensioactivos en la hidrólisis alcalina de lana. 

± representa la desviación estándar   

Lo que representa una hidrólisis más eficiente al utilizar tensioactivos aniónicos como 

pretratamiento a la hidrólisis de lana (Yoshimura y Ohe, 2012).  Lo que concuerda con la 

microscopia electrónica de barrido (SEM) de la fase insoluble de los hidrolizados, en donde 

el control (agua) presenta una mayor cantidad de estructuras fibrosas en comparación con 

los tensioactivos (Figura 6). 

Pretratamiento pH CE (mS/cm) Materia soluble (%) 

Agua 7.97 ± 2.13 20.04 ± 1.67 96.93 ± 0.65 

SDBS 7.69 ± 4.81 19.48 ± 4.33 98.32 ± 0.44 

Tween 80 7.74 ± 6.85 18.25 ± 0.10 97.47 ± 1.38 
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Figura 6 SEM de las muestras de lana lavadas con diferentes tensioactivos y su efecto 

en la morfología de los hidrolizados alcalinos. 
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2.3.3. Hidrolizados alcalino y alcalino-enzimáticos  

El presente estudio se enfocó en obtener la mayor cantidad de materia soluble de lana de 

oveja, por lo que se obtuvieron por triplicado los hidrolizados, los cuales se etiquetaron 

como HK: hidrolizado alcalino (SDBS), HK+E: hidrolizado alcalino-enzimático con 

Esperase®, HK+P: con Papaína (Figura 7).  

Los hidrolizados fueron centrifugados y se obtuvieron dos fases con diferente peso, por lo 

que se secaron las muestras a 40º C y se analizaron mediante SEM (Figura 8). Se observó 

que la fase no soluble prestaba una mayor cantidad de estructuras fibrosas, lo que 

Figura 8 Apariencia de los hidrolizados de lana de oveja; A) hidrolizado alcalino, B) 

Hidrolizado alcalino-enzimático con Esperase® (HK+E), y C) Hidrolizado alcalino-

enzimático con Papaína (HK+P). 

Figura 7 SEM de los hidrolizados de lana de oveja obtenidos a través de diferentes 

procesos. 
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representa el material no hidrolizado el cual puede ser aprovechado para aplicaciones de 

compostaje o como enmienda del suelo. La hidrólisis alcalino-enzimática obtuvo la mayor 

cantidad de materia soluble hasta el 90 a 92 %, en comparación con la hidrólisis alcalina la 

cual obtuvo el 87% (Tabla 6). El tratamiento HK+E presentó una mayor cantidad de materia 

seca (17.6 %), en comparación con la reportada por Gaidau et al., (2019) del 10-11 %, lo 

que se puede atribuir al uso un tensioactivo aniónico, ya que Yoshimura y Ohe, 2012, 

mencionan que el uso de un pretratamiento con tensioactivos aniónicos como el SDBS en 

comparación con los no iónicos favorecen la actividad enzimática de las proteasas en la 

hidrolisis de lana. 

Tabla 6 Eficiencia del proceso hidrólisis de lana de oveja. 

a, b Literales en la misma fila representan diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre 

tratamientos. 

2.3.4. Caracterización fisicoquímica y bioquímica de los hidrolizados  

Los resultados fisicoquímicos de los hidrolizados obtenidos mediante hidrólisis alcalina (HK) 

y alcalino-enzimática (HK+E y HK+P) se presentan en la Tabla 7. El contenido de cenizas 

totales de los hidrolizados alcalino-enzimáticos fue menor al contenido de la fase alcalina, 

lo que se puede deber al bajo contenido de elementos alcalinotérreos como el Ca y Mg los 

cuales se encuentran presentes en bajas cantidades (Tabla 8), generando que el S y P 

solubles presentes conviertan a sus óxidos y se pierdan por volatilización (FAO, 1994).  

Tabla 7 Características fisicoquímicas de los hidrolizados de lana de oveja. 

a, b Literales en la misma fila representan diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre 

tratamientos. 

Contenido  HK HK+E HK+P 

Materia soluble (%) 87.36 ± 0.59b 92.19 ± 1.05a 90.62 ± 1.05a 

Materia seca (%) 16.9 ± 0.04b 17.6 ± 0.069a 16.8 ± 0.005b 

Característica HK HK+E HK+P 

Cenizas totales (%) 11.8 ± 0. 28ª 10.3 ± 0.49b 10.2 ± 0. 14b 

Densidad a 25° C (g/cm3) 1.06 ± 0.01ª 1.05 ± 0.01ª 1.050 ± 01ª 

pH 8.05 ± 0.02ª 8.13 ± 0. 47ª 7.46 ± 0. 32ª 

CE (dS/m) a 25º C 2.79 ± 0.13ª 3.20 ± 0.27ª 3.10 ± 0.18ª 
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En general los hidrolizados presentaron un mayor contenido de materia inorgánica con 

respecto a la lana de oveja (1.59 ± 0.10 %), lo que resulta similar con los valores reportados 

por Gaidau et al. (2021). El análisis elemental (Tabla 8) reportó un alto contenido de Na (5.6 

%), en los hidrolizados el cual aumentó en comparación con las muestras de lana sin 

hidrolizar (0.04 %), esto debido al uso de NaOH en la hidrólisis alcalina. Por otra parte, se 

observa que los hidrolizados de lana presentan un alto contenido de macroelementos 

totales como lo es el C (45 %) en donde se observó un contenido similar para todos los 

tratamientos, para el caso del nitrógeno HK presento un valor más alto (12.2 %) similar al 

HK+E (12 %), así mismo para HK y HK+E obtuvieron el mayor contenido de S (1.3%), la 

presencia e P y K fue menor y similar para todos los tratamientos, así como también 

presenta microelementos como Ca en donde los hidrolizados HK+E y HK+P presentan un 

mayor contendió (0.22 %) en comparación con HK (0.19 %), lo que puede ser resultado de 

la liberación de péptidos con potencial quelante debido a la  presencia de pares de 

electrones solitarios para combinarse con iones metálicos (Tian et al., 2021), como los es 

el Ca y Mg. 

Tabla 8 Contenido elemental de los hidrolizados de lana de oveja. 

Muestra N P K Ca Mg Na S-SO4 Ct 

%  

HK 12.2 0.02 0.02 0.19 0.04 5.62 1.3 45 

HK+E 12.0 0.01 0.02 0.22 0.05 5.60 1.3 45 

HK+P 11.4 0.01 0.04 0.23 0.06 5.85 0.9 45 

Datos reportados en promedio  

La densidad de los hidrolizados (Tabla 7) indica una concentración moderada de 

compuestos solubles generados durante el proceso de hidrólisis. Estos valores son 

similares a los reportados en un proceso de hidrólisis de lana de oveja mediante hidrólisis 

térmica por Nelly Noah Metomo et al. (2024), estos valores sugieren que los hidrolizados 

poseen densidad adecuada para su aplicación en formulaciones líquidas. En cuanto al pH, 

los hidrolizados presentaron valores alcalinos, con valores entre 7.46 y 8.13, estos valores 

son aceptables para aplicaciones agrícolas, según lo establecido por la NOM-021-

SEMARNAT-2002. Sin embargo, la conductividad eléctrica (CE) fue alta en todos los 

tratamientos lo que indica una elevada concentración de sales solubles. Nelly Noah Metomo 

et al. (2024)a, sugiere que esto se debe al contenido de aminoácidos libres, péptidos y 
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oligopéptidos con carga positiva y negativa de los hidrolizados, lo que les permite formar 

iones en solución. Dado que este valor no excede el umbral de salinidad del suelo (4 dS/m) 

establecido por la NOM-021-SEMARNAT-2002, su uso como biofertilizante o bioestimulante 

es aceptable ya que no genera un riesgo de salinización (Gaidau et al., 2021; Nelly Noah 

Metomo et al., 2024b). 

La caracterización bioquímica de los hidrolizados (Tabla 9), confirma la presencia de un alto 

contenido de proteína (24-33 mg/mL), siendo HK el cual presentó el mayor contenido de 

proteína total (33.34 ± 1.12 mg/mL), mientras que los hidrolizados alcalino-enzimáticos 

presentaron el menor contenido proteico (HK+E; 24.13 ± 0.37 mg/mL y HK+P; 25.41 ± 0.58 

mg/mL), lo que sugiere que uso de enzimas endopeptidasas como la Esperase® y la 

papaína favorecieron el proceso de hidrólisis de la proteína total.  

Tabla 9 Características bioquímicas de los hidrolizados de lana de oveja. 

a, b, c Literales en la misma fila representan diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre 

tratamientos. 

Al realizar la precipitación de las proteínas por TCA, el contenido de nitrógeno soluble fue 

mayor en los hidrolizados alcalino-enzimáticos (6.21± 0.62 mg/mL y 4.97 ± 0.58 mg/mL, 

HK+E y HK+P respectivamente) respecto a HK. El tratamiento con Esperase® (HK+E), 

presentó hasta un 89.09 % mayor grado de hidrólisis en comparación a la hidrólisis alcalina 

(HK), por otra parte, el uso de la papaína generó grado de hidrólisis del 41.7 % superior a 

HK. La técnica de TNBS permitió la cuantificación de grupos amino primarios libres (–NH₂) 

presentes en aminoácidos y cadenas peptídicas, siendo los hidrolizados alcalino-

enzimáticos los cuales presentaron el mayor contenido de grupo amino primario, 

confirmando una liberación de compuestos como aminoácidos, péptidos y oligopéptidos, 

debido a que las enzimas proteolíticas interactúan sobre el sustrato (Islas-Martínez et al., 

2023).  

Característica HK HK+E HK+P 

Proteína total (mg/mL) 33.34 ± 1.12a 24.13 ± 0.37b 25.41 ± 0.58b 

Nitrógeno soluble (mg/mL) 2.52 ± 0.27b 6.21 ± 0.62a 4.97 ± 0.58a 

Grado de hidrólisis (%) 21.1 ± 2.91c 39.9 ± 0. 93a 29.9 ± 3.8b 

Grupo amino primario 

(mg/mL) 

6.11 ± 0.82b 10 ± 0. 42a 7.52 ± 0.82b 
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La hidrólisis con HK+E fue el tratamiento con mayor grado de hidrólisis igual a 39.9 % ± 

0.93, además de presentar un alto contenido de aminoácidos libres (10 ± 0. 42 mg/mL), esto 

se debe a que la enzima Esperase® es una enzima endopeptidasa de amplia especificidad 

con actividad alcalófila (pH de 8-12), que incide en aminoácidos como la fenilalanina (Phe), 

la alanina (Ala) y la Leucina (Leu) (Georgieva et al., 2001). La lana de oveja presenta un 

mayor contenido de estos aminoácidos (2.9 %, 5.4 % y 7.7 %), respectivamente (Huson, 

2018; Lewis & Rippon, 2013). Por lo que, a mayor grado de hidrólisis existe un mayor 

contenido de grupos amino primarios libres y un menor contenido de proteína total. 

Por otra parte, el grado de hidrólisis con Papaína fue significativamente menor en 

comparación con la Esperase (29.9 % ± 3.8) y presentó un menor contenido de aminoácidos 

libres (7.52 ± 0.82 mg/mL), los cuales fueron estadísticamente similares a la hidrólisis 

alcalina (6.11 ± 0.82 mg/mL). Esto se debe a que la enzima papaína es una enzima 

endopeptidasa con actividad preferente en pH ácidos de 6.5, la cual escinde 

preferentemente enlaces peptídicos que involucran aminoácidos básicos, como la arginina 

(Arg) o la lisina (Lys), que llevan una gran cadena lateral hidrofóbica en la posición P2 

(Tacias-Pascacio et al., 2021).  Sin embargo, la lana de oveja presenta un menor contenido 

de estos aminoácidos 6.9% y 0.9%, respectivamente (Nelly Noah Metomo et al., 2024). Por 

lo que, el uso de la enzima papaína no presentó alta eficiencia en la hidrólisis de la fase 

alcalina, posteriores investigaciones deberán de considerar el uso de enzimas serinas 

endopeptidasas comerciales, como las subtilisinas (Giteru et al., 2023). 

El perfil proteolítico de los hidrolizados en SDS-PAGE (Figura 9), muestra que la presencia 

de barridos de proteínas, siendo la hidrólisis alcalino-enzimática con Esperase® (HK+E), en 

Figura 9 Perfiles electroforéticos de los hidrolizados alcalino-enzimáticos en SDS-PAGE. 
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donde se observó la presencia de proteínas de pesos moleculares entre 60-30 kDa, así 

como con papaína (HK+P), los cuales corresponden a los monómeros de queratina de lana 

de oveja reportados por Clerens et al. (2010). Además, se observaron proteínas de bajo 

peso molecular (≤ 11 kDa), lo que coincide con la Tricina-SDS-PAGE (Figura 10) de los 

hidrolizados en donde se observó un barrido con pesos moleculares de entre 17 a 11 kDa, 

similares a los observados en la SDS-PAGE. Estos valores corresponden a los valores 

obtenido por Verdnik et al. (2021), mediante un proceso de hidrólisis térmico de lana de 

oveja con pesos de entre 14-4 kDa, consecuencia de la degradación de la proteína a 

péptidos de bajo peso molecular. 

2.4. Conclusiones  

El proceso de hidrólisis alcalino-enzimática en dos fases mostró ser una estrategia viable 

para la degradación de lana de oveja, logrando una alta solubilización (90-92 %) y liberación 

de compuestos proteicos bioactivos. El pretratamiento con un tensioactivo biodegradable 

aniónico facilitó la eliminación de impurezas y preparó la estructura de la lana para una 

posterior hidrólisis enzimática más efectiva. Los hidrolizados contienen péptidos y 

aminoácidos libres, los cuales presentan un alto potencial para su investigación y aplicación 

en biotecnología, como lo es la determinación de bioactividades y su uso en la 

bioestimulación de cultivos agrícolas, así como, como fuente de peptonas para 

microorganismos de interés agrícola. Estos resultados respaldan el potencial del enfoque 

del presente proyecto para valorizar residuos agropecuarios, contribuyendo así a la 

sostenibilidad y economía circular en el sector agrícola. 

Figura 10 Perfil electroforético de los hidrolizados de lana mediante T-SDS-PAGE. 
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Capítulo III: Hidrolizados de lana como fuente de peptona  

Resumen 

Las fuentes de nitrógeno orgánico utilizadas en la producción de biomasa microbiana 

suelen representar un costo significativo en la formulación de medios de cultivo. En este 

contexto, el aprovechamiento de residuos agropecuarios ricos en proteínas de alta 

disponibilidad, como la lana de oveja, se presenta como una alternativa viable para la 

obtención de peptonas accesibles para uso microbiano. En este capítulo se evaluó el efecto 

de hidrolizados alcalinos (HK) y alcalino-enzimáticos (HK+E y HK+P) de lana de oveja sobre 

el crecimiento de Trichoderma harzianum, como fuente única de carbono y nitrógeno en 

medio sólido, así como fuente de peptona en medios de cultivo suplementados con 4, 6 y 

8 g/L de hidrolizados de lana. Los resultados indican que dichos hidrolizados favorecen la 

producción de biomasa y estructuras reproductivas asexuales (conidios), además de 

estimular la actividad enzimática amilolítica, celulolítica y lipolítica de la cepa evaluada. La 

valorización de la lana de oveja para la obtención de peptonas para el cultivo de 

microorganismos de interés agrícola representa una estrategia de bioeconomía para la 

generación de productos con valor agregado aplicados al desarrollo de insumos agrícolas. 

Palabras clave: Peptona, Hidrolizados de proteína, Trichoderma y enzimas extracelulares. 
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Wool hydrolysates as a source of peptone 

Abstract 

The sources of organic nitrogen used in the production of microbial biomass usually 

represent a significant cost in the formulation of culture media. In this context, the utilization 

of agricultural residues rich in highly available proteins, such as sheep wool, is presented as 

a viable alternative for obtaining accessible microbial peptones. In this chapter, the effect of 

alkaline (HK) and alkaline-enzymatic (HK+E and HK+P) sheep wool hydrolysates on the 

growth of Trichoderma harzianum, as a sole source of carbon and nitrogen in solid medium, 

as well as a source of peptone in culture media supplemented with 4, 6 and 8 g/L of wool 

hydrolysates, was evaluated. The results indicate that these hydrolysates favor the 

production of biomass and asexual reproductive structures (conidia), in addition to 

stimulating the amylolytic, cellulolytic and lipolytic enzymatic activity of the strain evaluated. 

The valorization of sheep wool to obtain peptones for the cultivation of microorganisms of 

agricultural interest represents a bioeconomy strategy for the generation of value-added 

products applied to the development of agricultural inputs. 

Key words: Peptone, Protein hydrolysates, Trichoderma and extracellular enzymes.  
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3.1. Introducción 

El uso de microorganismos en la agricultura ha incrementado en los últimos años, debido a 

su uso como biofertilizantes para promover el crecimiento vegetal, así como para el control 

biológico de plagas y enfermedades (Avila et al., 2021). No obstante, la formulación de 

bioinoculantes que aseguren la estabilidad funcional del microorganismo y, al mismo 

tiempo, resulten rentables representa un aspecto clave en su producción (Kumar et al., 

2022). En las últimas décadas el uso de bioinsumos en la agricultura ha aumentado y se 

prevé que en 2026 se alcanzará los 18,500 millones de USD, siendo los bioplaguicidas 

(54%), bioestimulantes (28%) y biofertilizantes (18%) los principales insumos utilizados en 

las prácticas agrícolas (Bullor et al., 2023).  

Trichoderma harzianum es el hongo mayormente utilizado en la agricultura como agente de 

biocontrol, promotor del crecimiento vegetal e inductor de una respuesta favorable a estrés 

abiótico (Jin y Alberti, 2025; Saha et al., 2025). Debido a esto existe un gran interés en la 

utilización de productos eficientes y rentables a base de Trichoderma. Las condiciones de 

cultivo de Trichoderma son un factor clave que influye en la producción de biomasa y 

enzimas extracelulares (Hernández-Melchor et al., 2019).  

Las fuentes de nitrógeno orgánico, como la peptona, el extracto de levadura y el extracto 

de malta, suelen ser uno de los componentes más costosos de los medios de crecimiento 

microbiano (Li et al., 2009; Vázquez et al., 2020). Sin embargo, su uso es fundamental para 

el crecimiento y la producción de energía, ya que desempeñan un papel fundamental en el 

metabolismo celular y transporte de electrones (Saeed et al., 2025).  

Algunas especies de Trichoderma como asperellum y atroviride han demostrado tener la 

capacidad de crecer sobre queratina hidrolizada como única fuente de C y N (Calin et al., 

2019). Además, el uso de hidrolizados de lana de oveja en el crecimiento de hongos como 

Aspergilllus niger han demostrado un alto potencial sobre la producción de enzimas 

extracelulares como amilasas, celulasas y lipasas (Omeroglu et al., 2023). Algunas de estas 

enzimas son producidas por T. harzianum, las cuales se encuentran involucradas en 

mecanismos de actividad antagonista del hongo (Ordoñez-Valencia, 2014).  

En este contexto, la implementación de fuentes de peptona alternativas como los 

hidrolizados de lana de oveja resultan una opción para la producción de microorganismos 

de interés agrícola. Por lo que el objetivo de este capítulo fue estudiar el uso de hidrolizados 

de lana de oveja como fuente de peptona para el cultivo de T.  harzianum, así como su 
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efecto en la producción de enzimas extracelulares (amilasas, celulasas, quitinasas, lipasas, 

proteasas y pectinasas). 

3.2. Materiales y métodos 

3.2.1. Material biológico 

La cepa Trichoderma harzianum SIC 5 fue donada por el Colegio de Posgraduados Campus 

Montecillo del Departamento de Edafología. La reactivación del hongo se realizó tomando 

un bocado de 5mm de diámetro aproximadamente de crecimiento activo del hongo para ser 

inoculado en cajas Petri de 90 mm de diámetro con medio de cultivo PDA, posteriormente 

fue incubado a 28 º C durante 8 días. 

3.2.2. Prueba de compatibilidad  

Se realizó una prueba para determinar si el hongo era capaz de utilizar como única fuente 

de C y N los hidrolizados de lana de oveja, por lo que se utilizaron medios de cultivo sólidos 

en donde el medio mínimo de sales (M9) fue el control negativo donde la fuente de N fue 

NH₄Cl a 5 g/L, posteriormente se prepararon los medios con hidrolizados de lana de oveja 

(HK, HK+E y HK+P), como única fuente de C y N  a una concentración de 5 % (v/v), y 15 

g/L de agar (Calin et al., 2019). Se tomó un bocado de crecimiento activo del hongo y se 

inoculó al centro de la caja Petri de 90 mm de diámetro. A continuación, al reverso de la 

caja se trazaron 3 vectores y se midió el tamaño inicial de inóculo, posteriormente se inoculó 

a 28 º C durante 11 días midiendo cada 24h el crecimiento micelial. 

3.2.3. Preparación de los medios de cultivo peptonados 

Se utilizaron cuatro fuentes de peptona; como control positivo, peptona de caseína (P); el 

HK, Hidrolizado alcalino; HK+E, Hidrolizado alcalino-enzimático con Esperase® y HK+P con 

Papaína a tres concentraciones 4, 6 y 8 g/L, el medio de cultivo se constituían de 20g/L de 

dextrosa más la fuente de peptona, además, se consideró como blanco el medio de cultivo 

PDA. Se midió el pH de los medios de cultivo (6.62 ± 0.22), posteriormente se añadieron 

15 g/L de agar, se esterilizaron a 121 º C durante 15 min y se vaciaron en cajas Petri de 90 

mm. 

3.2.4. Cinética de crecimiento 

El experimento se realizó con cuatro repeticiones por tratamiento, se tomó un bocado de 

crecimiento activo del hongo y se inoculó en los medios de cultivo. Posteriormente se 
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trazaron 3 vectores como referencia y se midió el diámetro del bocado con un Bernier, 

posteriormente se incubaron a 28º C y se tomaron las medidas del crecimiento micelial cada 

24 h durante 7 días. 

Para describir la cinética de crecimiento, los datos fueron ajustados a un modelo modificado 

de Gompertz (Zwietering et al., 1990), el cual se expresa mediante la ecuación (4). 

𝑦(𝑡) = 𝐴 ∗𝑒𝑥𝑝  (−𝑒𝑥𝑝 (
𝜇𝑚𝑎𝑥∗𝑒

𝐴
(𝜆 − 𝑡) + 1))                                                                   (4) 

Donde: 

A= El valor máximo de crecimiento (asintótico) 

𝜇𝑚á𝑥= La tasa máxima específica de crecimiento 

λ = el tiempo de adaptación o “fase lag” 

El ajuste al modelo matemático se realizó con el software R ejecutado a través del entorno 

RStudio. Debido a la naturaleza no lineal del modelo modificado de Gompertz, el ajuste de 

los parámetros del modelo (A, 𝜇𝑚á𝑥 y λ) fueron estimados mediante regresión no lineal 

utilizando el algoritmo de Levenberg-Marquardt (Quiñones-Muñoz et al., 2018).  

Se establecieron valores iniciales para cada parámetro con base a los datos 

experimentales: el valor máximo observado para A, un valor aproximado de 0.1 para 𝜇𝑚á𝑥, 

y el promedio del tiempo registrado para λ. Estos valores iniciales fueron optimizados 

iterativamente por el algoritmo hasta minimizar el error cuadrático de predicción, 

permitiendo obtener estimaciones robustas y ajustadas para cada repetición y tratamiento. 

3.2.5. Extracción de conidios 

La cuantificación de los conidios se realizó por triplicado. Por lo que para la extracción de 

los conidios se añadieron 10 mL de solución salina estéril al 0.9 % de NaCl a cada caja 

Petri y se agitaron manualmente durante 5 minutos para facilitar la liberación de los 

conidios. Posteriormente, la suspensión con conidios fue recolectada y transferida a un tubo 

Falcon estéril de 15 mL. 

El conteo de conidios se efectuó utilizando una cámara de Neubauer, la cual fue cargada 

con 150 µL de la suspensión. Se observo en un microscopio óptico con un aumento de 40X, 

todos los conteos se realizaron por duplicado. 
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3.2.6. Evaluación de la actividad enzimática cualitativa 

Se evaluó la actividad enzimática extracelular cualitativa de T. harzianum después de crecer 

en medios de cultivo adicionados con diferentes concentraciones y fuentes de peptona para 

determinar si existía algún efecto sobre las capacidades enzimáticas del hongo. Por lo que 

se realizaron ensayos en medios de cultivo sólidos específicos para determinar la actividad: 

amilolítica, celulolítica, lipolítica (Dornelas et al., 2017), quitinolítica (Hernández-Melchor et 

al., 2023), proteolítica (Naik et al., 2008) y pectinolítica a pH 5 (Ordoñez-Valencia, 2014). 

Una vez preparados y estériles los medios de cultivo fueron inoculados en la parte central 

de la caja Petri con bocado de crecimiento activo del hongo y se incubaron a 28 °C de 3-4 

días. 

Para las actividades amilolítica, celulolítica, quitinolítica y lipolítica, se estimó el diámetro 

del halo de hidrólisis, se trazaron cuatro líneas ortogonales sobre cada halo, el diámetro del 

halo se midió utilizando una regla y se calculó el promedio de las cuatro mediciones por 

caja Petri. Mientras que, en el caso de las pruebas proteolítica y pectinolítica se 

determinaron positivas o negativas con base en la formación de halos de hidrólisis o 

clarificación alrededor de las colonias. 

3.2.7. Análisis estadístico 

Se empleó un diseño experimental completamente al azar con un arreglo factorial 4×3, 

correspondiente a las cuatro fuentes de peptona (P, HK, HK+E y HK+P) y tres 

concentraciones (4, 6 y 8 g/L). Adicionalmente, se incluyó un tratamiento control con medio 

PDA sin peptona (control negativo). La unidad experimental estuvo constituida por placas 

de Petri inoculadas con T. harzianum y cada tratamiento fue evaluado con 4 repeticiones. 

Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) bifactorial para 

determinar el efecto de los factores tratamiento y concentración, así como su interacción. 

Cuando se detectaron diferencias significativas (p < 0.05), se aplicó la prueba de 

comparación de medias de Tukey (HSD). El análisis estadístico fue realizado utilizando el 

software RStudio (versión 4.4.2), empleando la paquetería agricolae para la prueba de 

Tukey y ggplot2 para la visualización gráfica de los resultados. 
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3.3. Resultados y Discusión 

3.3.1. Crecimiento del hongo en hidrolizados de lana  

El uso de hidrolizados de lana de oveja para el crecimiento de T. harzianum, mostró ser una 

fuente de C y N para el crecimiento del hongo, por lo que, al presentar una alta 

disponibilidad su uso en la formulación de medios de cultivo microbianos representa una 

estrategia accesible. Se observó una velocidad de crecimiento radial de 30.8 mm2/día para 

HK+E (Figura 11 A), el cual fue significativamente mejor en comparación con HK (19.4 

mm2/día) y HK+P (18.5 mm2/día). El tratamiento M9 (control), el cual contenía un medio 

mínimo de sales minerales sin peptona, presentó la mayor velocidad de crecimiento (50.1 

mm2/día) en comparación con el resto de los tratamientos.  

Figura 11 T. harzianum creciendo en A) M9, B) HK, C) HK+E, D) HK+P (16 d). 

Figura 12 T. harzianum A) Velocidad promedio y B) Cinética de crecimiento micelial 
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Aunque crecimiento micelial del hongo en M9 fue mayor al de los hidrolizados, se observó 

un crecimiento organizado y con coloraciones verdes intensas en los hidrolizados en 

comparación con el medio control (Figura 12).  Esto se debe al contenido de C (45%) y N 

(12%), de los hidrolizados. Estudios similares reportan que el crecimiento micelial no está 

relacionado con la producción de conidios, sin embargo, las fuentes de C y N se encuentra 

relacionados en la producción de conidios de T. harzianum (Siordia-Grave et al., 2007). Por 

otra parte, Sun et al. (2021) sugieren que la producción de enzimas extracelulares en 

Trichoderma reesei responde a diversos estímulos ambientales, como las fuentes de origen 

de los sustratos que contienen N y C.  

Por lo que, la generación de HPs a partir de este subproducto pecuario de alta disponibilidad 

propone una estrategia ecológica para su valorización como fuente de macronutrientes y 

micronutrientes para el cultivo de microorganismos de interés biotecnológico en la 

producción de biomasa para la obtención de enzimas extracelulares (Omeroglu et al. 2023). 

3.3.2. Hidrolizados como peptona  

Las cinéticas de crecimiento micelial de T. harzianum sobre diferentes fuentes de peptona 

se ajustaron adecuadamente (R2 ≥ 0.993), al modelo de Gompertz modificado por 

Zwietering et al. (1990), los parámetros ajustados de este modelo permiten una descripción 

sobre el comportamiento de Trichoderma sp. al crecer en diferentes medios de cultivo 

(Quiñones-Muñoz et al., 2018). Los parámetros de las cinéticas de crecimiento micelial 

ajustados al modelo se observan en el Apéndice C. 

Las fuentes de peptona, así como las diferentes concentraciones están altamente 

relacionadas con el desarrollo micelial del hongo. Se observó que los hidrolizados de lana 

presentaron crecimiento micelial más lento comparación con la peptona de caseína ( μmax = 

35.64 mm/día) y el control negativo (PDA) en donde se observó la mejor tasa de crecimiento 

micelial (μmax = 41.00 mm/día) (Figura 13). Mientras que, entre los hidrolizados de lana, el 

tratamiento con 4 g/L de HK, alcanzó una μmax de 18.74 mm/día, seguido los tratamientos 

HK y HK+P a concentraciones de 6 g/L con una μmax de 14.59 mm/día, lo que indica que las 

fuentes de N influyen en el desarrollo micelial de T. harzianum. Trabajos similares mostraron 

que el uso de hidrolizados de lana de oveja como fuente de peptona favorecen la producción 

de biomasa en Aspergillus niger a concentraciones de 5 g/L a 6 g/L (Taskin et al. 2016).  Sin 

embargo, la tasa de crecimiento observada (Figura 14), en los hidrolizados de lana de oveja 
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representa un crecimiento más lento, mientras que las tasas más altas se registraron en los 

medios con peptona comercial indicando un crecimiento más rápido.  

 

El tiempo de inflexión (λ), que representa el punto en el que el crecimiento alcanza su 

máxima aceleración, también mostró diferencias. Los tratamientos con hidrolizados (HK, 

Figura 13 Cinéticas de crecimiento de T. harzianum ajustadas al modelo de Gompertz; A) 

comportamiento del desarrollo micelial a 4 g/L de peptona, B) 6 g/L y C) 8 g/L. 
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HK+E, HK+P), presentaron menores valores de λ (desde 0.50 a 0.68), lo que sugiere un 

periodo de adaptación más largo, debido a la posible liberación de compuestos con 

actividad antimicrobiana como péptidos (Gaidau et al., 2021). 

 

3.3.3. Evaluación de la conidiación 

Las condiciones de cultivo como las fuentes de nutrientes se encuentran altamente 

relacionados con la actividad biológica de la reproducción conidial de Trichoderma sp. 

(Caballos-Chávez et al., 2025). Esto se relaciona con la bioactividad y la vida útil (capacidad 

de supervivencia) de los productos de control biológico basados en hongos (Amir et al., 

2016). La producción de conidios de T. harzianum mostró una variación significativa en 

función de la fuente de peptona utilizada y su concentración (Figura 15).  En el medio 

control (PDA sin peptona), presento una concentración de conidios de 2.26 × 10⁷ ± 4.99 × 

10⁶ conidios/mL. Al suplementar con 4 g/L de peptona comercial (P), la conidiación 

disminuyó (1.85 × 10⁷ ± 6.76 × 10⁵ conidios/mL), aunque sin diferencias significativas. 

Figura 14 Tasa de crecimiento estimada a partir del modelo de Gompertz de T. harzianum 

en diferentes fuentes y concentraciones de peptona. a, b, c diferencias significativas (p≤0.05) 

entre la interacción Tratamiento: Concentración. 
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Entre los tratamientos con hidrolizados de lana, el mayor número de conidios se observó 

en el tratamiento HK+P a 6 g/L (8.84 × 106 ± 9.03 × 10⁵ conidios/mL), similar a la peptona 

comercial a la más alta concentración (8.94 × 106 ± 3.10 × 106 conidios/mL). Mientras que, 

la mayor producción de HK y HK+E se observó en la concentración de 8 g/L (entre 5.25 × 

10⁶ y 6.96 × 10⁶ conidios/mL).  

En este trabajo se observó que, al aumentar la concentración de peptona, el crecimiento 

micelial presento una alta variabilidad incluso en el medio comercial (P) disminuyendo 

significativamente la producción de conidios (hasta una 48.7%), lo que coincide con lo 

reportado por Amir et al. (2016), en donde la relación C: N influye, en la morfología, la 

coloración (Figura 16), y la conidiación del hongo.  

Esto se debe a que la fuente y concentración de N empleada en el cultivo de Trichoderma 

sp. redirige el metabolismo celular hacia la producción de biomasa influyendo en una 

reducción en la conidiación del hongo (Sanchez-Cuasapud et al., 2024). El contenido de 

aminoácidos como cisteína, serina, fenilalanina y arginina promueven el crecimiento, sin 

embargo, reducen la tasa de conidiación de Trichoderma (Jayaswal et al., 2003). Lo que 

Figura 15 Contenido de conidios de T. harzianum en diferentes fuentes y concentraciones 

de peptona. a, b, c diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción Tratamiento: 

Concentración. 
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coincide con la tasa de crecimiento micelial (Figura 14), en donde a menor contenido de 

peptona se observó un mayor crecimiento micelial, sin embargo, la conidiación fue menor. 

3.3.4. Evaluación actividad enzimática cualitativa  

La actividad enzimática de T. harzianum fue positiva después de ser cultivado en diferentes 

fuentes de peptona, para el caso de la actividad enzimática amilolítica, celulolítica, 

quitinolítica y lipolítica se observó que tanto la concentración como la fuente influyen en el 

tamaño del halo de hidrólisis (Figura 17, 18, 19). Esto se debe a que las condiciones de 

cultivo de Trichoderma sp. influyen en el comportamiento del hongo, activando o 

reprimiendo rutas metabólicas involucradas en la síntesis de enzimas extracelulares 

(Shentu et al., 2014).  

La capacidad del hongo para producir enzimas amilolíticas, celulolíticas, quitinolíticas, 

lipolíticas, pectinolíticas y proteolíticas presenta un alto interés, ya que algunas de ellas 

forman parte de los componentes involucrados en la colonización de raíces de las plantas 

mediante la degradación de compuestos polisacáridos exudados (Zhang et al., 2014), así 

como en su actividad micoparasitaria en degradación de la pared celular constituida por 

Figura 16 T. harzianum cultivado en diferentes medios de cultivo (10 d).  



45 
  

quitina y pectina de hongos fitopatógenos (Dutta et al., 2023). Por otra parte, la producción 

enzimas lipasas y proteasas presentan potenciales aplicaciones como aditivos a los 

biopesticidas para aumentar su eficacia y reducir el tiempo de mortalidad (Mejía et al., 

2024).  

Figura 17 Actividad enzimática cualitativa de T. harzianum después de ser cultivado a 4 g/L 

de peptona. 

Figura 18 Actividad enzimática cualitativa de T. harzianum después de ser cultivado a 6 g/L 

de peptona. 
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La capacidad amilolítica de T. harzianum cultivado en hidrolizados de lana de oveja como 

fuente de peptona a concentraciones de 4 g/L Figura 20, fue superior a la peptona de 

caseína (42.08 ± 5.24 mm) (control positivo), siendo el tratamiento HK+P el cual presentó 

el mayor halo de hidrólisis (84.33 ± 0.94 mm), incluso superior al control sin fuente de 

peptona (PDA: 80.75 ± 3.71 mm), seguido por HK (75.66 ± 6.12 mm) y por HK+E (55.33 ± 

5.32 mm). Posteriormente al aumentar la concentración a 6 g/L, se observó un incremento 

del halo, la peptona de caseína (P), de hasta el 70.5 % (71.75 ± 3.12 mm), aunque fue 

menor a lo obtenido por HK+E (80 ± 0.20 mm) el cual presentó un incremento del 44.94 %, 

y HK el incremento fue menor 2.87 % (77.83 ± 1.53 mm). Sin embargo, se observó para 

HK+P una disminución de 20.62 % (69.91 ± 11.45 mm), con respecto a la concentración 

anterior.  Por otra parte, a la concentración de 8 g/L de fuente de peptona se observó una 

ligera disminución de la actividad enzimática amilolítica de T. harzianum . Un 

comportamiento similar al reportado por Omeroglu et al. (2023), en donde se observó que 

el uso de hidrolizados de lana aumenta la producción enzimas amilasas, sin embargo, a 

concentraciones ≥ 8 g/L comienza a existir inhibición su producción. 

Figura 19 Actividad enzimática cualitativa de T. harzianum después de ser cultivado a 8 g/L 

de peptona. 
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Los halos de hidrólisis de la actividad celulolítica (Figura 21), fueron favorecidos por el uso 

de los hidrolizados de lana, en comparación con PDA (54.83 ± 4.44 mm), siendo el 

tratamiento HK el cual presentó el mayor halo de actividad (70.67 ± 6.17 mm), los 

hidrolizados alcalino-enzimáticos presentaron valores similares (64.75 ± 0.43 mm para 

HK+E y 62.42 ± 0.82 mm para HK+P), siendo superiores a la peptona de caseína (56.83 ± 

3.66 mm). El aumento de la concentración de peptona a 6 g/L, presentó una disminución 

del tamaño del halo para los hidrolizados de lana, para HK una disminución del 6.84 % 

respecto al tamaño observado en la concentración de 4 g/L, mientras que para HK+E y 

HK+P (61.41 ± 1.24 mm y 59.08 ± 1.80 mm), una disminución del 5 % respecto al tamaño 

de la concentración anterior. Por el contrario, tratamiento comercial de peptona presento un 

incremento del 7.03 % (60.83 ± 1.78 mm), siendo similar a los hidrolizados HK+E y HK+P. 

A una concentración de 8 g/L, los halos obtenidos se mantuvieron relativamente constantes, 

aunque para HK+E se observó una disminución del 6.44 % (60.58 ± 2.26 mm), respecto al 

valor óptimo en la concentración de 6 g/L. Mientras que la fuente de peptona comercial 

obtuvo un mayor tamaño de halo del 13.95 % respecto a la concentración de 6 g/L, 

presentando un tamaño de halo igual al de HK+P. La síntesis de enzimas celulolíticas por 

hongos como Aspergillus niger pueden presentar preferencia por ciertas fuentes de N 

Figura 20 Diámetro del halo de actividad amilolítica de T. harzianum a concentraciones de 

4 g/L de fuente de peptona. a, b, c diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción 

tratamiento: concentración. 
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orgánico (Bharti et al., 2018).  Se ha reportado en Trichoderma reesie que el uso de 

peptonas influye en la expresión de los genes cbh1, cbh2, egl1 y egl2 involucrados en la 

producción de celulasas, indicando que el hongo tiene preferencia hacia ciertas fuentes de 

N (Qian et al., 2019). Además, la fuente de C puede inducir ciertas respuestas metabólicas 

favoreciendo la síntesis de enzimas extracelulares (Jun et al., 2011). Por lo que, se sugiere 

que los hidrolizados al presentar un alto contenido de C orgánico (45%), favorecen la 

producción de estas enzimas. 

Para el caso de la actividad quitinolítica (Figura 22) a la concentración de 4 g/L no se 

observó diferencia significativa entre los tratamientos PDA, P, HK y HK+E (59 ± 2.65 mm, 

57.33 ± 6.15 mm, 57.08 ± 2.23 mm, 59.25 ± 1.42 mm, respectivamente), sin embargo, HK+P 

fue el tratamiento con menor respuesta a esta concentración (51.16 ± 0.82 mm), siendo el 

tratamiento con el menor tamaño de halo observado en el experimento. Posteriormente, a 

la concentración de 6 g/L HK+P hubo un incremento del 20.21 %, respecto a la 

concentración anterior, a esta concentración no existió un efecto negativo sobre la actividad 

quitinolítica del hongo. A 8 g/L el tratamiento HK presentó el mayor tamaño del halo de 

actividad quitinolítica (61.91 ± 0.22 mm), siendo superior a las concentraciones anteriores 

Figura 21 Diámetro del halo de actividad celulolítica de T. harzianum a concentraciones de 

4 g/L de fuente de peptona. a, b, c diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción 

tratamiento: concentración. 
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y a los tratamientos tanto comerciales como a los hidrolizados alcalino-enzimáticos. Existen 

reportes en donde la adición de fuentes de N orgánico como la tripeptona en comparación 

con el extracto de levadura y fuentes inorgánicas favorecen la producción de enzimas 

quitininolíticas en T. harzianum (Sandhya et al., 2004). El uso de hidrolizados de lana de 

oveja en la producción de T. harzianum preserva su capacidad de producir enzimas 

extracelulares involucradas en el mecanismo de actividad antagónica del hongo, por lo que, 

estudios posteriores deberían considerar la evaluación de la efectividad del hongo, después 

de ser estimulado con fuentes de N orgánico como las peptonas de lana de oveja. 

Por otra parte, la actividad enzimática lipolítica (Figura 23), a concentraciones de 4 g/L de 

peptona los tratamientos P, HK+E y HK+P mostraron un mayor tamaño de halo del 5.7 al 

9.3 %en comparación con el control PDA (53.41 ± 3.11 mm), siendo el tratamiento HK el 

cual mostró el valor más bajo (45.75 ± 2.50 mm). La lipolítica fue favorecida a la 

concentración de 6 g/L, siendo HK la fuente de peptona que promovió el mayor halo de 

actividad (71.16 ± 0.96 mm), con un incremento del 55.54 % respecto a la concentración 

anterior de peptona (4 g/L), sin embargo, al aumentar la concentración a 8 g/L, la actividad 

lipolítica disminuyo para HK (52.41 ± 1.00 mm). Omeroglu et al. (2023), reportan que la 

concentración optima de hidrolizados de lana para la producción de enzimas lipolíticas es 

Figura 22 Diámetro del halo de actividad quitinolítica de T. harzianum a concentraciones 

de 4 g/L de fuente de peptona. a, b, c diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción 

tratamiento: concentración. 
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a 6 g/L, ya que a concentraciones más altas existe una disminución debido a una posible 

inhibición mediada por la fuente de N. Por lo que a concentraciones superiores (8 g/L), la 

actividad lipolítica disminuyo para P y HK+E (54.58 ± 5.21 mm y 64.16 ± 0.62 mm), excepto 

para el tratamiento HK+P el cual reporto su valor óptimo (66.08 ± 1.0 mm).  

Para el caso de la actividad pectinolítica al día 4 de inoculación la mayoría de las cajas se 

cubrió de micelio, por lo que, la medición del diámetro del halo de actividad al revelar las 

con Lugol fue limitada considerándose positivas en todos los tratamientos (Figura 24). 

Mientras que para la actividad proteolítica (Figura 25), se realizó un ensayo por duplicado 

en donde se observó que la actividad fue menor en los tratamientos con peptona siendo el 

control negativo PDA el cual presentó un mayor halo de actividad (56.37 ± 2.37 mm). Esto 

se debe a que Trichoderma sp. presenta un mecanismo de represión del metabolismo del 

nitrógeno, en respuesta a las fuentes disponibles en su entorno la mediante la segregación 

de proteasas en presencia de fuentes de nitrógeno no preferidas como la leche desnatada 

(Qian et al., 2019). Los hidrolizados de lana de oveja no solo presentan un alto contenido 

de proteína sino también presentan aminoácidos libres. Trichoderma sp. puede utilizar 

aminoácidos como fuente de N tendiendo preferencias por el ácido glutámico, la 

asparagina, la leucina, el ácido aspártico, el ácido glutámico, alanina y prolina (Jayaswal et 

Figura 23 Diámetro del halo de actividad lipolítica de T. harzianum a concentraciones de 4 

g/L de fuente de peptona. a, b, c diferencias significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción 

tratamiento: concentración. 
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al., 2003), los cuales se han reportado en los hidrolizados de lana de oveja (Gaidau et al., 

2021), Trichoderma sp. genera la secreción enzimas hidrolíticas para la liberación de C y N 

asimilable a partir de macromoléculas desempeñando un papel importante en la nutrición 

del hongo. 

Figura 25 Actividad pectinoítica de T. harzianum en diferentes fuentes de peptona y a 

diferentes concentraciones. 

Figura 24 Actividad proteolítica de T.harzianum en diferentes fuentes de peptona y a 

diferentes concentraciones. 
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3.4. Conclusiones 

Los hidrolizados de lana de oveja presentan un alto potencial como fuente de peptona para 

el cultivo de microorganismos de interés agrícola como T. harzianum.  A concentraciones 

de 4 g/L de hidrolizados mostraron el mejor desarrollo micelial y conidiación del hongo en 

comparación con la fuente de peptona comercial. Por otra parte, la evaluación de la 

actividad enzimática de T. harzianum después de crecer sobre los hidrolizados de lana de 

oveja presentaron una estimulación en la capacidad amilolítica, celulolítica y lipolítica a la 

concentración de 6 g/L. Los hidrolizados de lana de oveja, como fuente de C y N, 

representan una alternativa viable para la valorización de este residuo agropecuario. Por lo 

que, investigaciones futuras deberían centrarse en evaluar su capacidad para sustentar el 

crecimiento de diversos géneros de hongos y bacterias de interés agrícola, identificando 

aquellos capaces de aprovechar eficientemente estas fuentes de peptona. 
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Capítulo IV: Evaluación de hidrolizados de lana como 

bioestimulante  

Resumen 

Los sistemas de crianza de ganado ovino enfrentan dificultades en el suministro de insumos 

en cantidad y calidad para la alimentación animal. La producción de forraje verde 

hidroponico (FVH), representa una estrategia resiliente y accesible para la producción de 

forrajes con alto valor nutritivo. El aprovechamiento de residuos derivados de la crianza de 

ganado ovino como la lana de oveja para la obtención de hidrolizados de proteína (HP), 

representa una estrategia para su valorización en la bioestimulacion de plantas. Se evaluó 

el uso de tres HP obtenidos a partir de procesos de hidrólisis alcalina (HK) y alcalino 

enzimática (HK+E y HK+P) de lana de oveja. Además, se determinó la concentración óptima 

en la producción de FVH de avena (Avena sativa L.), variedad Turquesa. En este trabajo se 

determinó uso de hidrolizados alcalino enzimáticos (HK+E y HK+P), a concentraciones de 

3 g/L demostraron tener un efecto en la promoción del crecimiento hasta un 8.2-9.6 % del 

tallo, por lo que al promover el crecimiento vegetal de la planta se aumentó la producción 

de biomasa seca, así como mejorar el valor nutritivo del forraje al aumentar el contenido de 

proteína y cenizas totales. El uso de hidrolizados de lana de oveja en la bioestimulación de 

FVH de avena representa una estrategia compatible con los modelos de economía circular 

y desarrollo sustentable para la valorización de este residuo. 

Palabras clave: Bioestimulación de plantas, hidrolizados de proteína, crecimiento vegetal, 

valor nutritivo y aminoácidos. 
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Evaluation of wool hydrolysates as 

biostimulant. 

Abstract  

Sheep farming systems face difficulties in the supply of inputs in quantity and quality for 

animal feed. The production of hydroponic green fodder (HGF) represents a resilient and 

accessible strategy to produce fodder with high nutritional value. The use of residues derived 

from sheep farming, such as sheep wool, to obtain protein hydrolysates (PH) represents a 

strategy for their valorization in plant biostimulation. The use of three PH obtained from 

alkaline (HK) and alkaline enzymatic (HK+E and HK+P) sheep wool hydrolysis processes 

was evaluated, and the optimum concentration in the production of HGF from oats (Avena 

sativa L.), Turquesa variety, was also determined. This study determined that the use of 

alkaline enzyme hydrolysates (HK+E and HK+P) at concentrations of 3 g/L had an effect on 

promoting stem growth of up to 8.2-9.6%, thereby promoting plant growth, increasing dry 

biomass production, and improving the nutritional value of the forage by increasing the 

protein and total ash content. The use of sheep wool hydrolysates in the biostimulation of 

oat FVH represents a strategy compatible with circular economy and sustainable 

development models for the valorization of this waste. 

Key words: Plant biostimulation, protein hydrolysates, plant growth, nutritive value and 

amino acids. 
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4.1. Introducción  

La producción de forrajes nutritivos y accesibles en la crianza sustentable de animales de 

granja es una problemática global (Tulu et al., 2023). El cambio climático actual, con 

fenómenos meteorológicos extremos y periodos de sequía largos, así como la alta 

competencia por el uso de tierras para la producción de alimentos para humanos, energía 

y otras actividades humanas, generan un gran desafío en la producción óptima de forraje 

(Chetroiu et al., 2024; Pastorelli et al., 2024).  

El cultivo de forrajes sin suelo, pero en un medio acuoso, se conoce como forraje verde 

hidropónico (FVH) y a diferencia del cultivo tradicional en suelo, presentan un ciclo de 

producción más corto (7-15 días), garantizando su disponibilidad durante todo el año, ya 

sea con dispositivos de bajo costo o de alta tecnología (Mahesh et al., 2024).  

El forraje en forma de granos germinados puede cultivarse en un sistema ambientalmente 

controlado representando un insumo de alto valor nutrimental en la alimentación animal 

(Ahamed et al., 2023). La producción de FVH de avena (Avena sativa L.) representa una 

estrategia viable en la alimentación ovina para el remplazo de concentrados comerciales 

como suplemento, debido a su alto valor nutricional (Mekonnen et al., 2019).  

La producción de FVH de avena con o sin solución nutritiva incrementa el contenido de 

materia seca, proteína, grasa y fibra, representando una práctica rentable para pequeños y 

medianos productores (Núñez Torres et al., 2023). Sin embargo, los sistemas hidropónicos 

requieren soluciones nutritivas que pueden exceder las demandas nutritivas de las plantas 

poniendo en riesgo la sostenibilidad de estos sistemas (Ciriello et al., 2022).  

Una alternativa ecológica y compatible con las actividades de agricultura sustentable es la 

obtención de hidrolizados de proteína (HP) a partir de residuos agroalimentarios. Los HP 

benefician diferentes procesos fisiológicos en las plantas debido al alto contenido de 

moléculas bioactivas como péptidos, oligopéptidos y aminoácidos, demostrando tener 

efectos en la promoción del crecimiento y en la mejora de las características de calidad 

(Malécange et al., 2023). El objetivo de este capítulo fue evaluar el uso de  hidrolizados de 

queratina de lana de oveja obtenidos a partir de diferentes procesos de hidrólisis; una fase 

alcalina (HK), y de dos fases alcalino-enzimática (HK+E y HK+P), así como la concentración 

óptima de aplicación foliar en la producción de FVH de avena. 
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4.2. Materiales y métodos 

4.2.1. Ubicación y condiciones experimentales 

Se estableció un sistema de producción de FVH de avena en condiciones de laboratorio, el 

experimento se desarrolló en las instalaciones del Instituto de Ciencias Agropecuarias, 

durante el experimento se midieron las variables de humedad relativa y temperatura. Se 

empleó una estructura con 4 niveles con capacidad para producción de 40 charolas de 28.5 

cm de ancho por 55 cm de largo.  

4.2.2. Material vegetal 

El cultivo evaluado para la producción de forraje fue la avena (Avena sativa, L) variedad 

Turquesa, la cual fue adquirida a la empresa Grupo Vida®, la cual reporta en su etiquetado 

un 90% de índice de germinación y un 98% de pureza apta para su cultivo en valles altos 

de la zona centro de México. 

4.2.3. Instalación del experimento  

Etapa pre-germinativa: Se estableció una densidad de siembra de 3 kg/m2 (Núñez Torres 

et al., 2023), la semilla fue enjuagada con abundante agua epura® con el objetivo de eliminar 

el polvo y otras impurezas, posteriormente se realizó una desinfección con hipoclorito de 

sodio al 6% disuelto en agua en una concentración 0.001 % de agua durante 2 h. Después 

de realizar la desinfección se aplicó un enjuague para eliminar el exceso de hipoclorito de 

sodio y se dejó en remojo por 24 h. Una vez terminado el tiempo de remojo se transfirió la 

semilla a recipientes con orificios para su ventilación durante 24 h en completa oscuridad.  

Etapa de germinación: Para realizar la siembra en las charolas de manera homogénea se 

pesó la semilla húmeda y se dividió entre el total de charolas del experimento. 

Posteriormente, se trasladaron a una cámara de germinación cubierta con bolsas de hule 

oscuras hasta cumplir los 7 días. En esta etapa se estableció un periodo de riego de 2 veces 

al día con agua purificada de la marca e-pura®  entre las 8 am y 6 pm. 

Etapa de producción: Al día 8 de germinación se realizó el traslado de las charolas a la 

estructura experimental y se aplicó de manera foliar por única vez los tratamientos HK, 

HK+E y HK+P, los cuales se prepararon a las concentraciones 0.5 g/L, 1.5 g/L y 3 g/L 

diluidos con agua purificada, el control fue con agua purificada. Posteriormente, se 

mantuvieron los riegos con agua purificada hasta alcanzar los 15 días. 
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4.2.4. Variables de estudio 

Se realizó la cosecha de los FVH al cumplir los 15 días después de la siembra (dds), se 

pesó el material vegetal fresco, en una báscula granataria, posteriormente se midió 

aleatoriamente la longitud del tallo de 25 plantas por charola, el material se secó en una 

estufa con ventilación a 40 ºC durante 7 días hasta peso constante para obtener el peso 

seco. Se realizó un análisis bromatológico de los tratamientos a la concentración de 3 g/L y 

el control (agua purificada), por lo que se preparó una muestra compuesta, la cual se 

empleó en los análisis químico-proximales para la determinación se realizó utilizando los 

métodos 925.10, 920.03, 920.39, 925.08 y 920.87 (AOAC, 2000), para porcentaje de 

humedad, contenido de cenizas, proteína total, fibra, lípidos y carbohidratos por diferencia 

(extracto libre de nitrógeno). 

4.2.5. Análisis estadístico 

Se empleó un diseño experimental completamente al azar con un arreglo factorial 3×3, 

correspondiente a los hidrolizados de lana (HK, HK+E y HK+P) y tres concentraciones (0.5, 

1.5 y 3 g/L). Adicionalmente, se incluyó un tratamiento control (agua purificada), sin 

hidrolizado. La unidad experimental estuvo constituida por charolas de germinación de 28.5 

x 55.5 cm con una densidad de siembra de 3 kg/m2, con 3 repeticiones tratamiento. 

Los datos obtenidos fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) bifactorial para 

determinar el efecto de los factores tratamiento y concentración, así como su interacción. 

Cuando se detectaron diferencias significativas (p < 0.05), se aplicó una prueba de 

comparación de medias de Tukey. El análisis estadístico fue realizado utilizando el software 

RStudio (versión 4.4.2), empleando la paquetería agricolae para la prueba de Tukey y 

ggplot2 para la visualización gráfica de los resultados. 

4.3. Resultados y Discusión  

El uso de hidrolizados de lana de oveja demostró tener un alto potencial en la 

bioestimulación del crecimiento y mejoramiento de las características de calidad del cultivo 

de avena bajo un sistema de producción de forraje verde hidropónico (Figura 26).  La 
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concentración, así como el tratamiento se relacionan con la promoción del crecimiento 

vegetal.  

Al aplicar los hidrolizados de manera foliar a concentración de 0.5 g/L las plántulas 

presentaron longitud de tallo superior entre el 1.4 a 2.7 % con respecto al control (14.512 ± 

Figura 27 Forraje verde hidropónico de avena a 15 d, tratados en la última etapa de 

germinación con hidrolizados de lana de oveja. 

Figura 26 Altura del tallo de los FVH de Avena a los 15 dds. a, b, c representan diferencias 

significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción tratamiento: concentración. 
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2.19 cm). Figura 27, al aumentar la concentración de hidrolizados de lana de oveja, los 

tallos de las plantas tratadas con HK+P presentaron un incremento del 4.6 %, mientras que 

en los demás tratamientos se observó una altura de tallo similar a la concentración anterior. 

La concentración más alta de 3 g/L favoreció la longitud de los tallos en los tratamientos HK 

y HK+E con incrementos del 9.5 al 11% respecto al control.  

La producción de biomasa fresca de los FVH de avena (Figura 24), no presentó diferencias 

significativas entre los tratamientos manteniendo un promedio de producción de 5.89 ± 0.21 

Kg/m2, posteriormente al realizar la determinación de biomasa seca (Figura 29), el mayor 

contenido se observó en los tratamientos alcalino-enzimáticos HK+E y HK+P a 

concentraciones de 3 g/L del 4.06% respecto al control (1.23 kg/m2).  Algunos HP de lana 

de oveja obtenidos a través de otros procesos térmicos, químicos, enzimáticos y así como 

la combinación de ellos reportan aumentos significativos en la longitud de los cultivos como 

el maíz y aumento en la producción de biomasa, esto principalmente se atribuye a la 

presencia de aminoácidos libres como prolina, ácido glutámico, glicina, alanina, leucina, 

valina, isoleucina y trionina (Nelly Noah Metomo, et al., 2024a; Gaidau et al., 2021, Zhang 

et al., 2018; Taskin et al., 2016), los cuales se parecen tener un efecto bioestumilante al 

favorecer los procesos fisiológicos en las plantas en la asimilación de nutrientes y al 

Figura 28 Producción de biomasa fresca de los FVH de Avena a los 15 dds. a sin diferencias 

significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción tratamiento: concentración. 
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promover el crecimiento vegetal, sin embargo, su efecto y mecanismo de acción especifico 

aun no son comprendidos (Henderson et al., 2025).  

A pesar de no existir un entendimiento claro de la aplicación exógena de estos compuestos 

bioactivos, su uso en la agricultura se ha intensificado por su influencia en los procesos 

biológicos de señalización que regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas 

(Gendaszewska et al., 2025). En el caso de la avena se ha reportado que el uso de 

aminoácidos como L-Triptofano, L-glicina y L-licina estimulan a la planta en la producción 

de auxinas, la síntesis de proteínas y potencian la división y elongación celular, lo que 

favorece la altura de la planta (Alshadiwi y Alrubiee, 2022).  

Además, el uso de hidrolizados de lana de oveja en la bioestimulación del cultivo de avena 

en sistemas de producción de FVH, demostró tener un efecto positivo al mejorar las 

características de calidad de los forrajes (Tabla 10). Se observó que los hidrolizados 

alcalino-enzimáticos (HK+E y HK+P), mejoraron significativamente el contenido de proteína 

y las cenizas totales, lo que sugiere pueda contribuir en mejorar el aporte nutricional de los 

forrajes. 

Tabla 10 Análisis químico-proximales de los FVH de avena con una aplicación de 3 g/L de 

hidrolizados de lana. 

Figura 29 Producción de biomasa seca de los FVH de Avena a los 15 dds. a, b, c diferencias 

significativas (p ≤ 0.05) entre la interacción tratamiento: concentración. 
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*a, b, c Representan las diferencias significativas entre los tratamientos 

Los hidrolizados de lana de oveja tienen un alto contenido de grupos amino primario (-NH2), 

provenientes de péptidos, oligopéptidos y aminoácidos libres. En el capítulo III se observó 

que la hidrolisis alcalino-enzimática generaba perfiles proteolíticos en SDS-PAGE de bajo 

peso molecular entre 17 a 11 kDa. Estudios recientes sobre las hormonas peptídicas en 

plantas indican que estas biomoléculas juegan un papel importante en la señalización de 

vías metabólicas relacionadas con procesos fisiológicos en las plantas (Zhang et al., 2025). 

Por lo que, hidrolizados de lana de oveja obtenidos mediante un proceso de hidrólisis 

alcalino-enzimaticos (HK+E y HK+P), a la concentración de 3 g/L podrían tener un alto 

potencial para su uso como promotores del crecimiento vegetal, mejorando la calidad para 

su uso como forraje para la alimentación de ganado.    

 

4.4. Conclusiones  

La valorización de lana de oveja para la obtención de HP representa una estrategia con 

enfoque a una bioeconomía de este residuo agrícola, además de presentar una alternativa 

para el desarrollo sostenible en la producción de forraje para la alimentación de ganado. 

Los hidrolizados del proceso de hidrolisis alcalino enzimático, presentan un alto contenido 

de moléculas bioactivas como péptidos, oligopéptidos y aminoácidos libres que 

desempeñan un papel importante en la fisiología al favorecer la promoción del crecimiento 

vegetal y aumentar el valor nutritivo de los FVH de avena. Por lo que su uso, en la 

producción de FVH de avena genera un mayor rendimiento de biomasa seca y aumenta el 

contenido de proteína y cenizas totales de los FVH. Aunque existe poca información sobre 

la aplicación de hormonas peptídicas exógenas a las plantas, su estudio representa un 

esclarecimiento del papel específico de los hidrolizados en la bioestimulacion de las plantas. 

Tratamiento Cenizas Proteína Lípidos Extracto 
libre de 

nitrógeno 

Fibra 

%  

Control 4.4 ± 0.14b 13.6 ± 0.18d 0.423 ± 0.01a 59.24 ± 0.41a 12.37 ± 0.23a 

HK 4.5 ± 0.21b 14.8 ± 0.20c 0.399 ± 0.003a 59.6 ± 0.50a 11.3 ± 0.11b 

HK+E 5.09 ± 0.05a 15.8 ± 0.18b 0.410 ± 0.003a 57.1 ± 0.15b 11.3 ± 0.008b 

HK+P 4.36 ± 0.04b 17.3 ± 0.11a 0.415 ± 0.002a 56.6 ± 0.09b 11.2 ± 0.04b 
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Por lo que, estudios posteriores deberían de considerar la identificación de péptidos 

bioactivos, su caracterización y estudio de su efecto en la señalización vegetal. 

Conclusiones generales 

• El establecimiento de un proceso de hidrólisis alcalino-enzimático presenta un alto 

potencial para la generación de bioinsumos agrícolas con valor agregado. 

• La aplicación de un pretratamiento de la lana con tensioactivo biodegradable como 

el SDBS se favoreció la eliminación de impurezas y preparó la estructura de la lana 

para una posterior hidrólisis más efectiva.  

• Los hidrolizados de proteína obtenidos presentan características moleculares 

favorables para su aplicación en biotecnología, especialmente en la bioestimulación 

de cultivos y como fuente de peptonas para microorganismos agrícolas debido a la 

liberación de compuestos a base de C, N y S (péptidos y aminoácidos). 

• Los hidrolizados de lana de oveja presentan un alto potencial como fuente de 

peptona para el cultivo de T. harzianum a concentraciones de 4 g/L, manteniendo 

un crecimiento y conidiación adecuado. Además de promover una estimulación en 

la actividad enzimática amilolítica, celulolítica y lipolítica, sin afectar la capacidad 

pectinolítica y proteolítica del hongo. 

• Los hidrolizados de proteína de lana de oveja presentan un alto contenido de 

moléculas bioactivas como péptidos, oligopéptidos y aminoácidos libres que 

desempeñan un papel importante en la fisiología de las plántulas de avena. Por lo 

que su uso, en la producción de FVH de avena promovió el crecimiento, generando 

un mayor rendimiento de materia seca y aumentando el valor nutricional de los FVH 

de avena. 
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Apéndice B 

  

Figura A 1 Curva de calibración con albumina de huevo a 594 nm 

Figura A 2 Curva de calibración con glicina a 340 nm.  
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Apéndice C 

Tabla 11  Parámetros estimados al modelo de Gompertz de las cinéticas de crecimiento 

micelial de T. harzianum. 

± representa la desviación estándar 

 

  

Fuente 

de 

peptona 

Nivel 𝑹𝟐 Tamaño 

máximo (𝑨) 

Tasa de 

crecimiento 

(𝝁𝒎𝒂𝒙) 

Tiempo de 

inflexión 

(λ) 

PDA (0 g/L) 0.993 ± 0.001 87.54 ± 0.12 41.00 ± 5.29 0.59 ± 0.11 

P (4 g/L) 0.993 ± 0.004 88.29 ± 0.43 35.64 ± 1.88 0.86 ± 0.07 

HK 0.994 ± 0.004 99.50 ± 1.36 18.74 ± 0.71 0.72 ± 0.09 

HK+E 0.998 ± 0.001 92.61 ± 2.39 11.37 ± 0.32 0.50 ± 0.07 

HK+P 0.998 ± 0.001 101.65 ± 2.39 14.78 ± 1.39 0.68 ± 0.13 

P (6 g/L) 0.933 ± 0.100 130.62 ± 72.92 29.54 ± 13.27 0.63 ± 0.57 

HK 0.997 ± 0.001 126.18 ± 5.04 14.39 ± 0.44 0.72 ± 0.10 

HK+E 0.998 ± 0.001 87.20 ± 4.24 10.52 ± 0.17 0.52 ± 0.01 

HK+P 0.997 ± 0.001 107.48 ± 72.92 14.56 ± 0.63 0.67 ± 0.03 

P (8 g/L) 0.933 ± 0.100 88.32 ± 0.33 36.02 ± 1.02 0.85 ± 0.08 

HK 0.997 ± 0.001 103.13 ± 5.78 12.98 ± 0.42 0.55 ± 0.06 

HK+E 0.998 ± 0.001 99.06 ± 9.80 10.20 ± 0.39 0.52 ± 0.10 

HK+P 0.997 ± 0.001 102.23 ± 3.85 12.21 ± 0.35 0.51 ± 0.03 
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Anexos 

Anexo 1: SDS-PAGE (Laemmli, 1970) 

Gel de separación: En un matraz kitazato de 25 mL, añadir 4 mL de acrilamida al 30% 

junto con 4 mL de buffer Tris-HCl 1.5 M, pH=8.8. Adicionar 80 μL de SDS al 10% disuelto 

en agua y desgasificar mediante agitación suave por 15 min. Posteriormente, agregar 40 

μL de persulfato de amonio al 10% disuelto en buffer pH=8.8 y 4 μL de TEMED. Finalmente, 

agitar manualmente y traspasar el líquido a los cristales (0.75 mm), hasta la altura utilizada 

habitualmente y terminar de rellenar el cristal con agua desionizada. Dejar polimerizar entre 

2 y 3 h. 

*Una vez polimerizado el gel retirar el agua desionizada. 

Gel de concentración: Mezclar en un matraz kitazato de 25 mL, 1.1 mL de acrilamida al 

30% junto con 6.9 mL de buffer Tris-HCl 0.5 M, pH=6.8. Adicionar 80 μL de SDS al 10% 

disuelto en agua y desgasificar mediante agitación suave y aplicación de vacío por 15 min. 

Posteriormente, agregar 40 μL de persulfato de amonio al 10% disuelto en buffer 6.8 y 6 μL 

de TEMED. Finalmente, agitar manualmente y trasladar el líquido hasta el ras de los 

cristales, evitando la formación de burbujas, colocar los peines y esperar 30 min para 

colocar Parafilm y guardar en el refrigerador. 

Buffer de corrida: Pesar por separado 3 g de tris y 14.4 g de glicina, disolverlos en 800 mL 

de agua desionizada, ajustar el pH a 8.3 con HCl 6N y aforar con agua desionizada. Una 

vez aforado, adicionar 1 g de SDS, disolverlo totalmente y volver a revisar el pH, ajustándolo 

si fuera necesario. 

*Preparar un día antes y conservar en refrigeración. 

*Verificar el pH antes de usarse y ajustarlos con HCL a 6 N. 

Buffer colorante: Pesar 0.25 g de glicerina dentro de un tubo para centrífuga delgado 

(capacidad de alrededor de 10 mL). Posteriormente, adicionar 950 μL de agua desionizada, 

250 μL de buffer Tris-HCl 0.5 M pH=6.8 (mismo que fue utilizado para hacer los geles de 

concentración), 400 μL de SDS al 10% (preparado un minuto antes de su adicción, pesando 
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0.05 g de SDS en un microvial y añadiendo 500 μL de agua desionizada) y 100 μL de azul 

de bromofenol. 

Preparación de la muestra: Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min y a 

4°C, posteriormente se tomaron 4 μL de cada sobrenadante, mezclarlo con 40 μL de agua, 

se añadieron 20 µL de buffer colorante y se mezcló en el Vortex por 5 s, se agregaron 3 μL 

de ϐ-mercaptoetanol y calentaron a 95°C por 5 min en termoblock. Finalmente, cuando las 

muestras se enfriaron se cargaron en los carriles del gel de concentración.  

Condiciones de corrida y volúmenes de inyección.  A cada gel se le inyectarán 10 μL 

de macador de peso molecular y 15 μL de cada muestra en carriles separados. La corrida 

se realiza a 200 V por alrededor de 1-2 horas, manteniendo la cámara de electroforesis en 

un baño de hielo. 

 

Anexo 2: T-SDS-PAGE (Schagger y Jagow, 1987) 

Tabla 12 La composición de los geles de T-SDS-PAGE 

 Gel concentrador 

(4 % T) 

Gel espacidor 

(10% T) 

Gel Separador 

(15% T) 

30% A : 0.8 B 132 µL 0.664 µL 2000 µL 

Tris/HCL pH: 8.8 120 µL 400 µL 800 µL 

SDS 20%  5 µL 10 µL 20 µL 

Agua desionizada 734.6 µL 903 µL 1.14 µL 

APS 20% 8 µL 16 µL 32 µL 

TEMED 1 µL 2 µL 2 µL 

 

Una vez preparado el gel, se preparó el buffer de corrida el cual se preparó con 0.1 M de 

Tris ajustado a pH: 8.25, posteriormente se añadió SDS al 10% y la Tricina al 0.1 M. 

La preparación de la muestra se realizó de la misma manera que en al apartado anterior y 

se cargó en los geles 15 µL de cada muestra. Las condiciones de corrida fueron de 75 V 

por 3 h. Una vez terminada la electroforesis, se fijaron con una solución de ácido acético al 

7.5% durante 1 h en agitación, posteriormente se tiñeron con azul de Coomasie al o.025% 

por 2 h, y se destiñeron en agua desionizada por 1 noche. 
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Anexo 3: Pruebas de actividad enzimática cualitativa 

Amilolítica: Se usó agar nutritivo adicionado de 0.2% de almidón soluble, pH 6; se esterilizó 

en autoclave a 121 °C durante 15 min y se distribuyeron 20 mL por cada caja de Petri. La 

actividad se reveló al día 3 mediante la adición de Lugol, la aparición de un halo alrededor 

de las colonias se consideró como prueba positiva. 

Celulolítica: Se preparó un medio de cultivo utilizando una solución salina estándar de 

Winogradski (5 mL) Tabla 4.1, NH4NO3 (1.0 g), solución de micronutrimentos (1 mL) Tabla 

4.2, agua destilada (1 L) y carboximetilcelulosa (10 g). Primero se los componentes solubles 

del medio de cultivo se disolvieron en 500 mL de agua destilada y se ajustó el pH a 6.5, 

posteriormente y por separado, se preparó una suspensión con carboximetilcelulosa, con 

ayuda de una licuadora, ambas soluciones se mezclaron y se añadió agua hasta a 

completar 1 L y se esterilizó a 121 °C durante 15 min.  

La evidencia de la actividad se realizó al 3 día por lo que se utilizó una solución con Rojo 

Congo (0.1%) durante 15 min, posteriormente se decantó el colorante y se inundaron con 

solución 1 M de NaCl durante 15 min.  

Quitinolítica: Se preparó un medio basal (MB) el cual consistía en 0.3 g/L de MgSO4, 3 g/L 

NH4SO4, 2 g/L KH4PO4 y 1 g/L de ácido cítrico y se añadieron 200µL de Tween 20. 

Posteriormente en 500 mL de agua se disolvió con ayuda de una licuadora 4.5 g/L de quitina 

coloidal y se mezcló con el medio basal, se añadieron 0.5 g/L de púrpura de bromocresol y 

se ajustó el pH a 4.7 y se acompleto el volumen a 1 L para añadir 30 g/L de agar. Se 

esterilizó en autoclave a 121º C durante 15 min. La actividad se evaluó al 3 día de la 

inoculación el medio de cultivo cambió el color de amarrillo brillante a violeta intenso. 

Lipolítica: Se preparó un medio de cultivo con 5 g/L de peptona de caseína, 1 g/L de 

extracto de levadura, 3.75 g/L de NaCl, 0.075 CaCl2, 15 g/L de agar, y 7.5 mL de aceite de 

oliva y Tween 20 1:1, 0,01% p/v de rodamina B. La actividad se presentó el día 3 y se 

consideró positiva al presentar un área clarificada alrededor del micelio. 

Proteolítica: Se utilizó un medio de cultivo con 7.5 g/L de digesto pancreático de caseína, 

2.5 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de glucosa, solución de leche desnatada al 7 % y 15 

g de agar, se esterilizó a 121 º C durante 15 min. La actividad se reveló al día 2 y se 

consideró positiva mediante la aparición de clara alrededor de las células. 



81 
  

Pectinolítica: El medio se preparó en dos partes, la parte 1) la cual consiste en 2 g/L de 

extracto de levadura, 10 g/L de pectina de naranja, 10 g/L y 30 g/L de agar. La parte 2) la 

cual contiene 2 g/L de (NH4)2SO4, 4 g/L de KH2PO4, 6 g/L de Na2HPO4, 0.001 g/L de FeSO4 

7H2O, 0.01 g/L Cl2, 10 µg/L H3BO3, 70 μg/L MnSO4, 50 μg/L CuSO4, 10 μg/L MoO3 a pH 5.  

Se mezclaron volúmenes iguales de ambas partes, y se esterilizó a 121 °C durante 18 min 

y distribuyéndose en cajas de Petri. La actividad pectinolítica se reveló usando una solución 

Lugol la reacción se consideró positiva por la presencia de un halo claro alrededor de la 

colonia.  

Tabla 13 Formulación de la solución Winogradski 

Reactivo g/L 

K2HPO4 5 

MgSO4 2.5 

NaCl 2.5 

Fe (SO4)3 0.5 

*Se disuelve en 1 L de agua 

destilada  

 

Tabla 14 Formulación de la solución de micronutrientes 

Reactivo  g/L 

KMoO4 0.05 

MnSO4 0.05 

Na3BO3 0.05 

CoNO3 0.05 

CdSO4 0.05 

Cu2SO4 0.05 

*Se disuelve en 1 L de agua destilada 

 




