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Resumen y Abstract  IX 

 

Resumen 

La búsqueda de microorganismos que tengan la habilidad de degradar sub-productos de la 

industria considerados de difícil tratamiento, como las plumas de pollo representa una 

alternativa amigable con el medio ambiente y proporciona valor agregado no solo con la 

bioconversión del sub-producto parcialmente aprovechado, sino también abriendo la 

posibilidad de nuevas aplicaciones y producción de diferentes compuestos con potencial 

bioactivo. Los microorganismos Bacillus circulans BL32, Microbacterium. sp KR10 

y Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica demostraron ser eficientes en la 

degradación de plumas de pollo. Fue comprobado el potencial antioxidante de hidrolizados 

de plumas utilizando los tres microorganismos por medio de análisis según radical ABTS, 

DPPH, poder reductor de hierro y actividad quelante de hierro. Los resultados demuestran 

alta actividad antioxidante excepto para la prueba DPPH. El hidrolizado producido 

por Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica fue parcialmente purificado en 

columna Sephadex® G-50 (Pharmacia Biotech, Sweden) y se identificaron dos 

péptidos SDIMNMTP y IVSLAPEVL con potencial antioxidante mediante cromatografía 

liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. Es la primera vez que se identifica 

hidrolizados de plumas con actividad antioxidante por parte de un microorganismo 

probiótico, lo que sigue abriendo la brecha a la búsqueda de más microorganismos 

queratinolíticos que puedan dar valor agregado a sub-productos de difícil degradación como 

las plumas de aves y con producción de potenciales compuestos bioactivos. 

  

Palabras clave: Queratina, compuestos bioactivos, cepa probiótica, hidrólisis.  
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Abstract 

The search for microorganisms that have the ability to degrade industry by-products considered 

difficult to treat, such as chicken feathers represents an environmentally friendly alternative and 

provides added value not only with the bioconversion of the partially exploited by-product, but also 

opening the possibility of new applications and production of different compounds with bioactive 

potential. The microorganisms Bacillus circulans BL32, Microbacterium. sp KR10 and Bacillus 

subtilis FTCO2PRO2 probiotic strain proved to be efficient in the degradation of chicken feathers. 

The antioxidant potential of hydrolysates of feathers was verified using the three microorganisms 

by means of analysis according to radical ABTS, DPPH, iron reducing power and iron chelating 

activity. The results demonstrate high antioxidant activity except for the DPPH test. The hydrolysate 

produced by Bacillus subtilis FTCO2PRO2 probiotic strain was partially purified in Sephadex® G-

50 column (Pharmacia Biotech, Sweden) and two SDIMNMTP and IVSLAPEVL peptides with 

antioxidant potential were identified by liquid chromatography coupled to tandem mass 

spectrometry. It is the first time that hydrolysates of feathers with antioxidant activity have been 

identified by a probiotic microorganism, which continues to open the way to the search for more 

keratinolytic microorganisms that can give added value to by-products of difficult degradation such 

as bird feathers and with production of potential bioactive compounds. 

 

 

Keywords: Keratin, bioactive compounds, probiotic strain, hydrolysis 
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Introducción 

Según estudios realizados por la Federación Nacional de Avicultores (2013), Colombia es 

el quinto productor avícola en Latinoamérica y en la actualidad constituye una de las cadenas 

productivas más importante del país, dado que potencia la economía del sector agropecuario, 

y a la par consolida la cadena agroindustrial, la cual necesita darle valor agregado a los 

grandes volúmenes de subproductos o residuos que se están desperdiciando en las plantas 

de sacrificio. Es por eso que se hace necesario utilizar los productos que dejan de lado 

procesos de industrialización, los cuales pueden brindar una alternativa económica y 

amigable con el ambiente (Reddy, 2015). El desarrollo de sub-productos es una alternativa 

que se está estudiando bastante, debido a las condiciones económicas, sociales, ambientales 

etc. a las cuales se enfrenta el mundo en la actualidad y se requiere generar la conciencia del 

ahorro. Debido a sus interesantes propiedades, este recurso se ha desarrollado, siendo así 

utilizado por la industria cosmética, farmacéutica, alimentaria, textil, etc. (Reddy, 2015). 

 

En principio las hidrólisis de plumas de pollo se han llevado a cabo mediante el uso de altas 

temperaturas y presiones, o por hidrolisis química con sales básicas. Los productos obtenidos por 

estos procesos resultan ser de muy baja calidad nutricional, además que el coste energético de estos 

es bastante alto.  

Debido que, aunque las plumas de pollo son muchas veces consideradas desechos y pueden causar 

problemas ambientales, el hecho que no se acumulen en el ambiente llamó la atención de diferentes 

investigadores, los cuales se dieron cuenta que había microorganismos que eran capaces de 

degradarlas. La búsqueda de microorganismos queratinolíticos ha venido creciendo debido a que se 

ha demostrado que la hidrolisis de plumas con éstos, generan hidrolizados proteicos de mejor calidad 

nutricional, con una tasa de digestibilidad mayor, además que el coste energético que hay que 

imprimirles no es tan alto como los métodos manejados anteriormente descritos. Además de eso, se 

ha encontrado que los microorganismos pueden aprovechar muy bien los sustratos de queratina, entre 
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estos las plumas, hidrolizando gran parte de su extructura y produciendo en el proceso de la hidrolisis 

con las enzimas queratinasas, hidrolizados de plumas con compuestos bioactivos muy importantes 

para la industria. 

Este trabajo presenta una revisión bibliográfica de microorganismos aislados de suelo y de plumaje 

de aves, con actividad queratinolítica, métodos de cultivo, además de compuestos bioactivos 

producto de hidrolisis microbiológica y enzimática de plumas. También se presenta un estudio con 

tres cepas bacterianas queratinolíticas, una de ellas probiótica, con las cuales se realizaron hidrolisis 

de plumas de pollo sin ningún pretratamiento, dando buenos resultados en materia de degradación 

del sustrato, como en la producción de hidrolizados con potencial actividad antioxidante. También 

se estimó la correlación que tenía la actividad antioxidante medida por diferentes métodos con la 

liberación de aminoácidos y proteína al medio de cultivo. La cepa probiótica Bacillus subtilis 

FTCO2PRO2 fue seleccionada para análisis de identificación de péptidos involucrados en la 

actividad antioxidante, debido a su excelente rendimiento en la hidrolisis de plumas, además de 

presentar hidrolizados con alto potencial antioxidante. 

El hallazgo de microorganismos con actividad queratinolítica para la hidrólisis de sustratos 

queratinosos, es un tema que va en ascenso debido a la utilidad que presentan estos microorganismos 

para dar valor agregado a sub-productos de la industria que se están desechando proporcionando 

alternativas amigables con el medio ambiente, y obteniendo productos con gran potencial de 

aplicación en la industria. 

 



 

 
 

1. Posibles aplicaciones biotecnológicas en subproductos de 

la industria avícola: aprovechamiento de plumas como 

fuente de proteína y otros compuestos: A review 

Resumen 

 

Debido a la problemática ambiental que representan los desechos industriales, se hace 

necesario buscar soluciones amigables con el medio ambiente, para estos desperdicios o 

subproductos. Diferentes avances biotecnológicos han logrado dar valor agregado a 

productos que, por su composición, son de difícil degradación, como es el caso de las plumas 

de aves de corral. Las plumas representan alrededor del 10% del peso de un ave, y están 

conformadas por 90% de queratina, pero al ser consideradas un desecho, no son tratadas de 

manera adecuada, lo que causa problemas medioambientales por su difícil degradación. Este 

sub-producto, comparado con otros desechos de la industria agrícola, resulta ser uno de los 

menos costosos, por el gran consumo de aves de corral en todo el mundo, pero con métodos 

de hidrólisis química, o con altas temperaturas y presiones, la calidad nutricional que 

presentan los hidrolizados es muy baja. Diversos estudios concuerdan con que el uso de 

microorganismos con actividad queratinolítica y enzimas derivadas de estos, podrían ser una 

buena alternativa no solo para aumentar el valor biológico de los hidrolizados de plumas, 

mejorando el balance de aminoácidos y la digestibilidad de estos, sino también para la 

obtención de sustancias potencialmente bioactivas muy importantes para la industria a partir 

de una matriz tan económica como las plumas de aves de corral. Esta revisión proporciona 

visión general de los microorganismos más utilizados en la hidrólisis de plumas y de los 

diferentes avances obtenidos. 
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Abstract 

Due to the environmental issues that the industrial waste represents, it becomes necessary 

to look for environmentally-friendly solutions with these wastes. Different biotechnological 

advances have managed to give value added to products that are of difficult degradation like 

poultry feathers. Feathers represent 10 % of the weight of a bird, and are shaped by 90 % of 

keratin, but on having been a waste, are not treated as a suitable way, which causes 

environmental problems for difficult degradation. This by-product compared with other 

waste of the poultry industry, turns out to be one of the least expensive, for the high 

consumption of barnyard fowl in the entire world, but using chemical methods or conducting 

hydrolysis with elevated temperatures and pressures, the hydrolysates nutritional quality is 

very low. Diverse studies agree that the use of microorganisms with keratolytic activity and 

enzymes derived from them, might be a suitable alternative that not only increase the 

biological value of the feather hydrolysates, improving the balance assessment of amino 

acids and the digestibility, but also to obtain bioactive compounds very important for the 

industry from an inexpensive matrix. This review provides general vision of the most used 

microorganisms in feathers hydrolysis and of the different biotechnological developments 

obtained so far. 

Key words: Keratin, Hydrolysis, Proteolytic strains, Bioactive compounds 

1.1 Introducción 

Con la problemática ambiental por la cual pasa el mundo hoy en día, se hace necesario 

buscar alternativas renovables y sostenibles que puedan mitigar y/o prevenir también el daño 

ambiental que deja la industria y la explotación de los recursos naturales. El desarrollo del 

quehacer investigativo apunta a la exploración del manejo de desechos que quedan después 

de un proceso industrial, para reducir la explotación de diferentes recursos que causan un 

gran impacto ambiental (Reddy 2015). La obtención de ingredientes a partir de sub-

productos es una alternativa económica y amigable con el ambiente, además que es un tema 

que se está estudiando bastante, debido a las condiciones económicas, sociales, ambientales 
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entre otras, que se enfrenta el mundo en la actualidad donde se requiere generar la conciencia 

del ahorro (Brandelliet al. 2015; Lange et al. 2016). 

 

Diferentes desechos de la industria avícola y en especial las plumas, tienen una 

disponibilidad muy alta en todo el mundo (Wang et al. 2016), y son ricos en queratina, la 

cual es una proteína resistente a la degradación por enzimas proteolíticas (Brandelliet al. 

2015; Wang et al. 2016). Debido a que estas estructuras son producto de la adaptación del 

animal al medio en el que vive, tienen como función la protección del ave frente a 

depredadores, protección a condiciones ambientales entre otras. La queratina es una de las 

proteínas más importantes para los animales y se encuentra en mayor cantidad en las plumas, 

la epidermis, pelo, cuernos, pezuñas, uñas, picos y escamas (Ferraro et al. 2016; Wang et al. 

2016). Es una proteína de la familia de las proteínas filamentosas y está formada por α-

queratina y β-queratina (conformaciones α-hélice y β-plegada, respectivamente), es 

resistente a factores ambientales (físicos o químicos), a proteínas proteolíticas como la 

pepsina y la tripsina, por el alto contenido de enlaces disulfuro presentes en la cistina, 

haciéndola resistente a la lisis enzimática. Además de ser insoluble en agua, solventes 

orgánicos, ácidos y bases débiles (Wang et al. 2016). Según la cantidad de enlaces disulfuro 

que pueda tener la queratina, se puede separar en dos grandes grupos que son: queratina 

suave y queratina dura (Wang et al. 2016). La queratina suave posee un contenido de cisteína 

del 2% lo cual la hace poco resistente al daño químico, esta se puede encontrar en la 

epidermis y en pelo, mientras que las queratinas duras, pueden tener entre 10 a 22%, la cual 

se encuentra en estructuras como cuernos, uñas y plumas las cuales poseen alrededor de 8% 

de cisteína en su conformación (Ferrareze et al. 2016).  

 

Las plumas representan alrededor del 10% del peso de un ave y están compuestas por un 

90% de queratina (Tiwary y Gupta 2012). Comparado con otros subproductos de la industria 

agrícola, este resulta ser uno de los menos costosos, al ser considerado un producto ubicuo 

(Reddy 2015). El alto contenido de cisteína es el principal responsable de la rigidez de la 

pluma por la formación de puentes de disulfuro, además por ser un compuesto hidrófobo, la 

hacen un material muy fuerte y resistente a la degradación proteica (Wang et al. 2016). 
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Las plumas, como sub-producto, son consideradas el material con mayor cantidad de 

queratina de la naturaleza y ha sido ampliamente utilizado debido a sus interesantes 

propiedades (Reddy 2015). Este recurso se ha estudiado y desarrollado, siendo así utilizado 

por la industria, en aplicaciones eléctricas y electrónicas, biofertilizantes, producción de 

biogas (Reddy 2015; Tesfaye et al. 2017), biotermoplásticos (Reddy, Chen, and Yang 2013) 

e incluso en la ingeniería de tejidos (Wang et al. 2016). En algunos casos, se ha recuperado 

este material para la incorporación en la alimentación de animales (Toldrá et al. 2012; 

Martínez-Alvarez, Chamorro, and Brenes 2015). Expertos en alimentación animal, ven 

potencial en la utilización de este producto, ya que representa una fuente muy económica de 

proteína para suplementar concentrados de dietas animales (Toldrá et al. 2012; Brotzge et 

al. 2014; Mazotto et al. 2017), pero al ser altamente resistente a las enzimas digestivas, no 

presenta un alto valor biológico. Aunque se realicen hidrólisis con altas temperaturas o con 

compuestos químicos se obtiene un producto muy bajo en aminoácidos como metionina, 

histidina, lisina y triptófano (Onifade et al. 1998), además de ser una alternativa costosa, el 

desbalance de aminoácidos y la baja digestibilidad  presentan un gran reto para la industria 

alimentaria (Grazziotin et al. 2006; Lange et al. 2016; Mazotto et al. 2017). Es aquí donde 

los microorganismos, con la producción de enzimas, presentan una nueva alternativa frente 

al aumento del bajo valor biológico que tienen los sub-productos de plumas (Brandelliet al. 

2015). Diferentes estudios han demostrado que la hidrólisis de sustratos de queratina no solo 

podrían aumentar el valor biológico (Ferraro et al. 2016; Korniłłowicz-Kowalska y Bohacz 

2011; Fakhfakh et al. 2011), si no también se pueden obtener diferentes compuestos 

considerados bioactivos de gran importancia en la industria farmacéutica, a partir de una 

matriz muy económica y de alta disponibilidad en el mundo (Ohba et al. 2003; Lasekan et 

al. 2013). Se han reportado en la literatura infinidad de hongos y bacterias que pueden 

utilizar la queratina de las plumas como fuente de carbono y nitrógeno, y pueden degradar 

este material exitosamente (Lange et al. 2011).  

 

El objetivo de esta revisión es la exploración bibliográfica de diferentes avances 

biotecnológicos encaminados a la hidrólisis de plumas de aves de corral en cuanto a la 

tendencia de microorganismos más usados actualmente para la degradación de queratina y 

los diferentes compuestos que se pueden obtener a partir de la hidrólisis. 
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1.2 Microorganismos con actividad queratinolítica 

Uno de los desechos más abundantes de la industria avícola son las plumas (Reddy 2015), 

y para el aprovechamiento de este recurso, es necesario hacerlo pasar por diferentes 

tratamientos de hidrólisis debido a la estructura rígida que presenta (Wang et al. 2016). En 

primer lugar, se encuentra la hidrólisis con ácidos fuertes o bases muy alcalinas a altas 

temperaturas, la cual puede deteriorar la composición de los aminoácidos extraídos 

(Coward-Kelly et al. 2006), obteniendo resultados desfavorables al incorporarlos en un 

producto alimentario, es aquí donde la introducción de microorganismos capaces de 

degradar este material representa un cambio importante, no solo para la incorporación en 

alimentos, ya que también extiende el potencial que tiene reutilizar plumas de aves de corral 

en diferentes sectores de la industria (Brandelli et al. 2015; Lange et al. 2016). 

 

El hecho que las plumas sean un material tan resistente, pero que no se acumule en la 

naturaleza, resulta ser algo contradictorio, pero aquí realmente empezó la investigación en 

el desarrollo biotecnológico que se ha estado desencadenando los últimos años (Riffel and 

Brandelli 2006). Microorganismos presentes en el plumaje de las aves, o simplemente 

saprofitos del suelo (Bach et al. 2011), además de la observación de diferentes patologías en 

el plumaje de las aves, causadas por microorganismos, serían el punto de partida para hallar 

el por qué este material no se acumula en el ambiente (Brandelli 2008). 

 

1.3 Cepas fúngicas 

Algunos hongos se caracterizan por tener capacidad de parasitar tejidos queratinizados, es 

el caso de los hongos dermatofitos (Lange et al. 2016), los cuales, por su actividad 

queratinolítica, fueron estudiados como alternativa biotecnológica para degradar proteína de 

plumas de aves de corral (Korniłłowicz-Kowalska y Bohacz 2011; Błyskal 2009). Además 

de los dermatofitos existen muchas otras especies de hongos que pueden degradar la 

queratina utilizando plumas de aves como fuente de carbono y nitrógeno, las especies más 

representativas han sido aisladas tanto de plumajes de aves como del ambiente (Lange et al. 

2016). 
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Los dermatofitos son un grupo de hongos muy conocidos por su excelente habilidad para 

degradar la queratina, la mayoría son patógenos de animales y humanos, pero algunos tienen 

su hábitat en el suelo (Korniłłowicz-Kowalska y Bohacz 2011). Entre los dermatofitos 

geofílicos más importantes se encuentran géneros como Microsporum sp y Trichophyton sp, 

estos géneros pueden causar patologías como tinea corporis y tinea capitis.  Entre los géneros 

de hongos no dermatofitos que pueden utilizar la queratina como fuente de carbono se 

encuentran Chrysosporium y Myceliophthora los cuales son hongos que ocasionalmente 

causan patología en humanos, y pueden causar patología en animales, además son cepas que 

pueden producir enzimas termoestables, lo que resulta ser muy interesante en la industria 

(Korniłłowicz-Kowalska y Bohacz 2011; Lange et al. 2016). 

 

Se han reportado infinidad de cepas fúngicas que tienen la habilidad para degradar 

materiales ricos en queratina, aunque la mayoría de estos hongos no la utilizan como única 

fuente de carbono, existen algunos géneros que son únicamente afines a este tipo de 

materiales, como el caso de Chytridiomycota, el cual sólo crece y se alimenta a partir de este 

tipo de materiales (Błyskal 2009). 

 

Diferentes mohos como Aspergillus sp, Penicilium sp, Scopulariopsis sp, Paecilomyces sp entre 

otros, se han reportado como queratinolíticos (Mazotto et al. 2013; Lange et al. 2016), pero 

comparados con la acción queratinolítica de los hongos dermatofitos, no son muy eficientes, 

ya que estos últimos pueden solubilizar completamente algunos materiales ricos en 

queratina, mientras que estos mohos solo alcanzan a degradar entre un 20-40% del material 

(Błyskal 2009). 

 

Las especies fúngicas son muy eficientes a la hora de degradar materiales ricos en queratina, 

pero la mayoría son patógenos de diferentes animales y del hombre, lo que por seguridad, 

hace difícil el manejo de estos microorganismos dentro de un proceso biotecnológico, y más 

si el producto es destinado para uso humano o animal (Lange et al2016) 
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1.4 Cepas bacterianas 

El primer aislamiento de una bacteria capaz de degradar la queratina fue reportado por 

Molyneux 1959, a partir de lesiones en ovejas, que causaban patología en la piel, los ensayos 

in vivo e in vitro, usando lana como fuente de carbono y nitrógeno, evidenció que la bacteria 

del género Bacillus sp. era la responsable de la degradación queratinolítica de la lana. 

 

La búsqueda de microorganismos con actividad queratinolítica se ha hecho de manera 

creciente en los últimos años, donde se encuentran géneros de bacterias Gram negativas, 

como es el caso de Vibrio sp, que produjo hidrolizados de plumas de ave con bajo valor 

biológico, pero con mejor tasa de digestibilidad (Grazziotin et al. 2006), Serratia sp. produce 

altas concentraciones de proteína soluble además de grupos tioles en los hidrolizados (Bach 

et al. 2012; Brandelli et al. 2015), y Chryseobacterium sp. que es capaz de hidrolizar plumas 

sin ningún pretratamiento, por lo que es considerada de alta actividad queratinolítica (Riffel 

et al. 2003). Entre los géneros de bacterias Gram positivas se encuentran Actinomyces sp y 

Bacillus sp, que son las más comúnmente aisladas de plumaje de aves (Demir et al. 2015; 

Lange et al. 2016), y son capaces de solubilizar totalmente la queratina dura (presente en 

uñas pelo y plumas) (Fakhfakh et al. 2011; Okoroma et al. 2012; Ferrareze, Correa, and 

Brandelli 2016).  

Entre el género Bacillus las especies más reportadas como queratinolíticas con frecuencia 

son: B. licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. cereus B. megaterium y B. thuringiensis 

(Lange et al. 2016; Fakhfakh et al. 2011; Tiwary y Gupta 2012). Este género bacteriano es 

el que más se destaca por las enzimas queratinolíticas que producen, las cuales logran 

degradar totalmente la queratina presente en las plumas incluyendo el raquis, como en el 

caso de B. licheniformis y B. pumilus (Fakhfakh et al. 2011; Tesfaye et al. 2017).  

Recientemente se reportó una cepa probiótica de Bacillus subtilis con actividad 

queratinolítica, que lograba también solubilizar la queratina presente en plumas de aves de 

corral. La cepa Bacillus subtilis FTC02PR1, la cual es comercializada para adicionar en 

alimentos de rumiantes (Ferrareze et al. 2016), es la primera cepa probiótica reportada con 

esta habilidad, lo que abre las puertas para la investigación de más cepas probióticas con 
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esta característica, especialmente del  género Bacillus sp, ya que estos microorganismos 

pueden soportar condiciones extremas de almacenamiento, son aisladas tanto del mismo 

plumaje de las aves como del ambiente (suelo), soportan diferentes condiciones de pH y 

temperatura, que lo hacen un microorganismo interesante y de fácil manejo en procesos 

biotecnológicos por la habilidad de formar endospora, además de ser uno de los 

microorganismos más estudiados en los últimos años (Lange et al. 2016; Paul et al. 2016). 

En la Tabla 1 se pueden encontrar algunos de los microorganismos reportados en la literatura 

capaces de degradar queratina a partir de plumas de aves de corral. Estos microorganismos 

han sido aislados de plumaje de las aves, de suelo (saprofitos del ambiente) o de desechos 

queratinosos. Según lo reportado en estas investigaciones, se destaca la presencia de 

bacterias del género Bacillus y son descritas como muy buenas degradadoras de material 

queratinoso, además son las principales bacterias usadas por la industria para producir 

queratinasas comerciales. (Ferrareze et al. 2016; Paul et al. 2016; Lange et al. 2016) 

Tabla 1-1.1: Bacterias reportadas con actividad queratinolítica en plumas de aves de corral. 

Cepa Bacteriana Enzima Autores 

Bacterias Gram Negativas 

Flavobacterium sp. -------------------- (Riffel and Brandelli 2002) 

Serratia sp. HPC 1383 
Serinproteasa 

Metaloproteasa 

(Khardenavis, Kapley, and Purohit 

2009) 

Stenotrophomonas maltophilia R13 Serinproteasa (Jeong et al. 2010) 

Vibrio sp. cepa kr2 -------------------- (Grazziotin et al. 2006) 

Xanthomonas sp. P5 -------------------- (Jeong et al. 2010) 

Chryseobacterium sp Metaloproteasa (Riffel et al. 2007) 

Bacterias Gram Positivas 

Bacillus sp. P7 -------------------- (Corrêa, Daroit, and Brandelli 2010) 

Bacillus sp. MG-MASC-BT -------------------- (Govarthanan et al. 2015) 

Bacillus sp. P45 -------------------- (Corrêa, Daroit, and Brandelli 2010) 

Bacillus cereus Wu2 -------------------- (Lo, Too, and Wu 2012) 

Bacillus licheniformis ATCC 21415 -------------------- 
(Rodríguez-Morgado et al. 2015; 

Rodríguez-Morgado et al. 2015) 

Bacillus licheniformis N22 -------------------- (Okoroma et al. 2012) 

Bacillus licheniformis S6O -------------------- (Gang et al. 2013) 

Bacillus licheniformis ER-15 Serinproteasa (Tiwary and Gupta 2012) 

Bacillus licheniformis PWD-1 -------------------- (Lin et al. 1992) 

Bacillus licheniformis ER-15 -------------------- (Tiwary and Gupta 2012) 

Bacillus megateruim -------------------- (Agrahari and Wadhwa 2010) 
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1.5 Cultivo 

En el diseño de procesos que involucran microorganismos el medio de cultivo y las 

condiciones de este son clave a la hora examinar los rendimientos. En este caso la mayoría 

de los microorganismos queratinolíticos usados para degradar plumas reportados han sido 

principalmente bacterias aisladas de suelo o del plumaje de las aves, las cuales tienen 

comportamientos mesófilos y algunas termófilos. Hablando de pH, se ha reportado que lo 

deseable en un proceso queratinolítico es que se encuentre en pH entre 7 y 10, debido a que 

el proceso en pH por encima de 7.0 aumenta la producción de enzimas queratinasas al menos 

seis veces comparados con cultivos a pH por debajo de 7.0 (Raiet al. 2009:01). La 

temperatura de cultivo está sujeta a la naturaleza de la bacteria y a sus necesidades 

intrínsecas, igualmente que el tiempo de incubación, ya que este dependerá también de la 

eficacia del microorganismo para producir la o las enzimas. 

 

Diferentes investigaciones en hidrólisis de plumas con microorganismos o enzimas 

microbianas reportan que para obtener buenos resultados en términos y obtención de 

proteína y producción de enzimas queratinolíticas, los medios de cultivo más adecuaos son 

Bacillus megaterium F7-1 -------------------- (Park and Son 2009) 

Bacillus pumilus -------------------- (Agrahari and Wadhwa 2010) 

Bacillus pumilus A1 -------------------- (Fakhfakh et al. 2011) 

Bacillus subtilis -------------------- 
(Zaghloul, Embaby, and Elmahdy 

2011) 

Bacillus subtilis cepa RM-01 
Serinproteasa 

Metaloproteasa 
(Rai, Konwarh, and Mukherjee 2009) 

Bacillus subtilis cepas mutantes -------------------- (Zhang et al. 2014) 

Bacillus subtilis FTC02PR1 Serinproteasa (Ferrareze, Correa, and Brandelli 2016) 

Bacillus subtilis DP1 Serinproteasa (Sanghvi et al. 2016) 

Bacillus subtilis S4-5 -------------------- (Chukeatirote et al. 2015) 

Bacillus subtilis P13 Serinproteasa (Pillai, Mandge, and Archana 2011) 

Bacillus thuringiensis   S2-3 Serinproteasa (Chukeatirote et al. 2015) 

Bacillus thuringiensis AD-12 Serinproteasa 
(Gegeckas, Gudiukaitė, and Citavicius 

2014) 

Brevibacillus sp. cepa AS-S10-II -------------------- (Mukherjee, Rai, and Bordoloi 2011) 

Streptomyces sp. 2M21 -------------------- (Demir et al. 2015) 

Streptomyces sp. cepa AB1 Serinproteasa (Jaouadi et al. 2010) 

Kocuria rosea LPB 3 Serinproteasa (Bertsch and Coello 2005) 

Microbacterium sp. Kr10 Metaloproteasa (Thys et al. 2004) 
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medios ricos en sales como NH4Cl, NaCl, K2HPO4, KH2PO4, MgCl y CaCO, con adición 

de plumas como única fuente de carbono y nitrógeno (Demir et al. 2015; Ferrareze et al.  

2016). La adición de metales como Ca2+, Mg2+ y Mn2+, permiten la óptima liberación de 

enzimas queratinasas por parte de los microorganismos (Riffel et al. 2007). Algunos autores 

reporta que la adición de carbohidratos como glucosa, fructosa, galactosa, maltosa, sacarosa, 

lactosa y almidón, no tienen un efecto positivo en la producción de queratinasas por géneros 

Bacillus sp, ya que se cree que la presencia de carbohidratos disminuyen la actividad 

enzimática de las bacterias (Rai et al.  2009; Daroit et al. 2011). La adición de compuestos 

nitrogenados como: NH4Cl, NaNO3, extracto de levadura, peptona, extracto de carne y 

caseína, podrían tener un efecto en la producción de enzimas en el medio mineral de plumas, 

pero esta reacción se encuentra sujeta a la preferencia del microorganismo por el uso de los 

sustratos. Mientras para la cepa de Bacillus sp. P45 la adición de NH4Cl tuvo un efecto 

positivo en la producción de enzima y proteína (Corrêa et al. 2010), para el cultivo con B. 

subtilis MR-01 no presento aumento en la producción de enzimas querainolíticas (Rai et al. 

2009),  

1.7 Enzimas microbianas 

El desarrollo, la comercialización y el uso de productos a base de enzimas, actualmente se 

está investigando por su amplia implementación en la industria (Paul et al. 2016). El uso de 

enzimas no solo puede ser de ayuda para mejorar u optimizar un proceso, también es una 

alternativa amigable con el medio ambiente, ya que las enzimas pueden sustituir 

innumerables aditivos químicos que causan daños irreparables al medio ambiente (Brandelli 

et al. 2015; Langeet al. 2016). 

 

Las enzimas proteolíticas representan un reto para el desarrollo y la comercialización, ya 

que se buscan proteínas que provengan de microorganismos mesófilos preferiblemente, ya 

que no se necesitaría de un gran coste energético para poder extraerlas y activarlas (Paul et 

al. 2016; Lange et al. 2016). Los géneros Bacillus, son capaces de producir enzimas 

altamente resistentes a la temperatura y condiciones de pH, lo que los hace unos 

microorganismos bastante atractivos para el desarrollo de enzimas sin tener que invertir 
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muchos recursos en la extracción y podrían sobrevivir las condiciones de almacenamiento 

hasta que puedan ser utilizadas por el consumidor final (Paul et al. 2016). 

 

Las queratinasas son un grupo de proteasas muy potentes que tienen la capacidad para 

degradar específicamente queratina (Paul et al. 2016). Estas enzimas pueden ser producidas 

por diferentes tipos de microorganismos como hongos y bacterias, generalmente aisladas de 

suelos o de sub-productos queratinosos (Zaraî Jaouadi et al. 2015; Lange, Huang, and Busk 

2016). Estas proteasas se pueden dividir en dos grupos, las serinproteasas y metaloproteasas 

las cuales son capaces de  degradar la proteína insoluble que forma muchas estructuras 

queratinosas en animales (Zaraî Jaouadi et al. 2015). Las serinproteasas son el tipo de 

queratinasa más comúnmente aislada de bacterias Gram positivas y las metaloproteasas de 

bacterias Gram negativas. Sin embargo, se ha reportado que existen algunas  bacterias Gram 

negativas que producen queratinasa de tipo serinproteasa, como lo reportado por otros 

autores con Serratia sp cepa HPC1383, la cual puede producir queratinasa de naturaleza 

metaloproteasa (Khardenavis et al. 2009). 

1.8 Componentes bioactivos 

La bioconversión de residuos queratinosos como las plumas de aves de corral es una 

tendencia hoy en día, debido a que representa una alternativa amigable con el medio 

ambiente y muy económica por la cual se pueden obtener sub-productos que pueden ser 

empleados en muchas áreas de la industria, ya que la cantidad de proteína que estos 

contienen y a las enzimas aisladas de estos procesos (Wang et al. 2016). Sin embargo, esta 

no es la única ventaja de obtener hidrolizados de plumas, ya que recientes estudios han 

encontrado que, inmerso en el proceso de hidrolisis de este material, se pueden producir 

diferentes compuestos potencialmente bioactivos muy importantes y que son objeto de 

estudio hoy en día. Diferentes compuestos con potencial bioactivo han sido reportados, 

como resultado de diferentes cultivos con plumas de aves de corral, siendo el caso de 

bacterias del género Bacillus las cuales producen hidrolizados con alto poder antioxidante 

(Lemes et al. 2016), e incluso se reportó una cepa probiótica de este género, con la misma 

capacidad (Ferrareze et al. 2016). Es de resaltar que la queratina por ser una proteína rica en 
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aminoácidos como cisteína tiene gran potencial a la hora de emplear los hidrolizados en la 

búsqueda de componentes bioactivos con alto potencial antioxidante (Ohba et al. 2003). 

 

Debido a la creciente investigación alrededor del aprovechamiento de residuos como las 

plumas, se ha encontrado que aparte de poder obtener hidrolizados con capacidad 

antioxidante, se pueden obtener diferentes compuestos con posible acción bioactiva como 

es el caso de enzimas como: la enzima convertidora de la angiotensina I e inhibidores de la 

dipeptidil peptidasa IV, compuestos que son de gran importancia en la industria 

farmacéutica, ya que son utilizados en tratamientos de enfermedades como la hipertensión 

arterial y la diabetes tipo II, estas enzimas fueron encontradas en hidrolizados de plumas con 

Chryseobacterium. sp. kr6, que también posee una potente enzima queratinasa. En un 

estudio realizado por Ohba et al. 2003 con una cepa de Bacillus subtilis, donde se 

hidrolizaron dos matrices ricas en queratina las cuales fueron plumas de aves y una mezcla 

de cuernos y pesuñas, se encontró  la presencia de enzima convertidora de la angiotensina I 

únicamente en los hidrolizados a partir de plumas de pollo, y  explican los autores que esto 

puede ser debido a una mayor presencia de hidroxiprolina, ya que comparado con 

hidrolizados con matrices ricas en colágeno se pudo observar una presencia mayor de esta 

enzima. 

 

Según estos hallazgos se puede pensar en la idea de biorrefinería (Lemes et al. 2016), usando 

tecnologías de bajo impacto ambiental lo que podría definirse como química amigable con 

el medio ambiente o “Green Chemistry” la cual se enfoca en la abolición del uso de 

sustancias nocivas para el medio ambiente (Cherubini 2010) en la cual el uso de sub-

productos como las plumas, en la síntesis de diferentes compuestos, encaja muy bien con 

este concepto permitiendo no solo ser una alternativa amigable con el medio ambiente, sino 

también aportando productos con alto valor a partir de un material muy económico y con 

alta disponibilidad en todo el mundo por la alta demanda de aves de corral en la 

alimentación. 
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1.9 Conclusiones 

El uso de diferentes desechos de la industria avícola, como las plumas de aves de corral es 

una tendencia en materia de investigación, debido a que es un material rico en proteína que 

junto con procesos de hidrolisis microbiana, se pueden obtener diversidad de sub-productos 

amigables con el medio ambiente bajando los costos de producción lo que crea una gran 

estrategia para mitigar el daño ambiental por el que pasa el planeta hoy en día, pudiendo 

brindar nuevas alternativas de ingredientes económicos y con alto valor biológico. La 

creciente investigación enfocada a microorganismos capaces de degradar este material ha 

llevado a pensar en procesos de biorrefinería, debido al hallazgo de diferentes enzimas con 

gran potencial comercial y de compuestos con potencial bioactivo muy importantes para la 

industria, que además resultan ser económicamente atractivos. 
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2. Potencial producción de hidrolizados de plumas con alta 

actividad antioxidante 

Resumen 

La búsqueda de microorganismos que tengan la habilidad de degradar sub-productos de la 

industria considerados de difícil tratamiento, como las plumas de pollo representa una 

alternativa amigable con el medio ambiente y dando valor agregado no solo con la 

bioconversión del sub-producto parcialmente aprovechado, sino también abriendo la 

posibilidad de nuevas aplicaciones y producción de diferentes compuestos con potencial 

bioactivo. Los microorganismos Bacillus circulans BL32, Microbacterium. sp KR10 y 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica demostraron ser eficientes en la degradación 

de plumas de pollo. Se probó el potencial antioxidante de los hidrolizados de plumas de los 

tres microorganismos por el radical ABTS, radical DPPH, Poder Reductor de Hierro y 

Actividad Quelante de Hierro dando como resultado alta actividad antioxidante excepto la 

medida por el radical DPPH. El hidrolizado producido por Bacillus subtilis FTCO2PRO2 

cepa probiótica fue parcialmente purificado en columna Sephadex® G-50 (Pharmacia 

Biotech, Sweden) y se identificaron dos péptidos SDIMNMTP y IVSLAPEVL mediante 

cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem. Es la primera vez que 

se identifica hidrolizados de plumas con actividad antioxidante por parte de un 

microorganismo probiótico, lo que sigue abriendo la brecha a la búsqueda de más 

microorganismos queratinolíticos que puedan dar valor agregado a sub-productos de difícil 

degradación como las plumas de pollo, y con la producción de potenciales compuestos 

bioactivos. 

Palabras claves: Queratina, Cepa probiótica, Biocompuestos, Hidrólisis 
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Abstrac: 

Microorganisms that have the ability to degrade industry by-products considered difficult to 

treat, such as chicken feathers, represents an environmentally friendly alternative, giving 

added value not only by bioconverting the partially exploited by-product, but also could 

open the possibility of new applications and production of different compounds with 

bioactive potential. The microorganisms Bacillus circulans BL32, Microbacterium sp KR10 

and Bacillus subtilis FTCO2PRO2 probiotic strain proved to be efficient in the degradation 

of chicken feathers. The antioxidant potential of the feather hydrolysates of the three 

microorganisms was tested by the radical ABTS, radical DPPH, Iron Reducing Power and 

Chelating Iron Activity resulting in high antioxidant activity except as measured by the 

radical DPPH. The hydrolysate produced by Bacillus subtilis FTCO2PRO2 probiotic strain 

was partially purified in Sephadex® G-50 column (Pharmacia Biotech, Sweden) and two 

peptides SDIMNMTP and IVSLAPEVL were identified by liquid chromatography coupled 

to tandem mass spectrometry. It is the first time that potential antioxidant compounds have 

been identified starting from feathers hydrolysates by a probiotic bacteria, which continues 

to open the way to the search for more keratinolytic microorganisms that can give added 

value to by-products of difficult degradation such as chicken feathers, and with the 

production of potential bioactive compounds. 

Key words: Keratin, Probiotic strain, Biocompounds, Hydrolysis 

2.1 Introducción 

En la creciente búsqueda de nuevas soluciones para minimizar el impacto ambiental que 

produce la industria, el uso de subproductos representa una excelente alternativa, ya que 

reduce la producción de desechos al medio ambiente y es posible obtener ingredientes de 

muy bajo coste económico, pero con gran potencial (Reddy 2015). Las plumas son un 

material de gran disponibilidad, debido al alto consumo de aves de corral en todo el mundo 

(Wang et al., 2016), es un subproducto de bajo costo, empleado en múltiples sectores de la 

industria como la farmacéutica, cosmética, alimentaria, textil etc., además de ser utilizado 

en la producción de biofertilizantes, en la ingeniería de tejidos, y hasta en aplicaciones 
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eléctricas y electrónicas, como una alternativa amigable con el medio ambiente, 

sustituyendo materiales para crear productos biodegradables (Reddy, 2015).  

Las plumas son uno de los subproductos más económicos y abundantes en el mundo, 

representan al menos el 10% del peso del ave y está compuesta por casi el 90% de queratina 

(Reddy, 2015). La queratina es una escleroproteina especializada que tiene como función la 

protección mecánica, producida en las células epiteliales de los vertebrados superiores, 

incluidos los seres humanos (Lange et al., 2016). Hace parte de los seis tipos de filamentos 

que forman el citoesqueleto y se encuentra en mayor cantidad en la epidermis, cabello, 

cuernos pezuñas uñas, cuernos, picos, plumas y escamas (Wang et al., 2016). La queratina 

es una proteína resistente a factores ambientales (físicos o químicos), a proteínas 

proteolíticas como la pepsina y la tripsina por el alto contenido cistina, haciéndola resistente 

a la lisis enzimática, además de ser insoluble en agua, solventes orgánicos, ácidos y bases 

débiles (Wang et al., 2016; Lange et al., 2016). Según la cantidad de enlaces disulfuro que 

pueda tener la queratina, se puede separar en dos grandes grupos que son: queratina suave y 

queratina dura. La queratina suave posee un contenido de cisteína del 2% lo cual la hace 

poco resistente al daño químico, esta se puede encontrar en la epidermis y en el cabello. La 

queratina dura o β-queratina posee un 22% de cisteína con una estructura diversificada, que 

le confiere una alta resistencia al daño químico, esta se puede encontrar en el cabello, uñas, 

pezuñas, piel, picos, plumas, entre otras estructuras (Korniłłowicz-Kowalska and Bohacz, 

2011). 

Diferentes avances en biotecnología han permitido que desechos como las pumas, sean 

aprovechados dando valor agregado, ya que se ha demostrado que la hidrolisis de plumas 

con cepas bacterianas no solo mejora la calidad de la proteína obtenida en matera de balance 

de aminoácidos y digestibilidad, sino también, se han hallado diferentes compuestos 

bioactivos presentes en los hidrolizados de plumas con propiedades antioxidantes y 

compuestos usados en la industria farmacéutica como antihipertensivos y antidiabéticos 

(Fontoura et al., 2014; Lemes et al., 2016). Diferentes cepas del género Bacillus han sido 

objeto de estudio, ya que son las más usadas para la comercialización de enzimas 

proteolíticas, además que representan la mayor fuente de enzimas queratinolíticas para 

procesos queratinolíticos usando plumas de aves de corral  (Brandelli et al., 2015; Lemes et 
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al., 2016). Sin embargo esta no es la única ventaja de usar este género en procesos 

industriales, ya que se ha reportado recientemente que una cepa probiótica de Bacillus 

subtilis es capaz de solubilizar hasta el 92% de plumas enteras sin ningún pretratamiento y 

al ser de naturaleza probiótica, podría ser usada para obtener hidrolizados de plumas para 

alimentación animal (Ferrareze et al., 2016). 

En este sentido el concepto de biorrefinería podría aplicarse muy bien en procesos de 

hidrolisis de plumas, usando diferentes cepas bacterianas, obteniendo productos interesantes 

para la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética etc. (Brandelli et al., 2015; Lemes et 

al. 2016), sin necesidad de realizar tratamientos previos (Fakhfakh et al. 2011; Ferrareze et 

al., 2016), ya que estos microorganismos y sus enzimas son bastante eficientes 

contribuyendo a procesos amigables con el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue 

utilizar tres microorganismos y comprobar su efectividad de hidrolisis sobre plumas de aves 

para la producción de proteínas, aminoácidos y compuestos antioxidantes.  

2.2 Materiales y métodos 

2.2.1 Microorganismos y preparación del Inóculo y el cultivo 

Porcentaje de degradación 

Las plumas de pollo fueron proveídas por una planta de sacrificio en la Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul en Porto Alegre, Brasil. Las plumas fueron lavadas con agua de grifo 

y secadas a 40°C toda la noche y se almacenaron a temperatura de congelación hasta su uso. 

Cepas Bacterianas 

Se usaron tres microorganismos bacterianos en este estudio, Bacillus circulans (BL32), 

Microbacterium sp (KR10) y Bacillus subtilis cepa probiótica (FTCO2PRO2). Los 

microorganismos fueron activados en caldo BHI a 37°C por 48 horas y luego en agar BHI a 

37°C por 24 horas más. 
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Preparación del inóculo y cultivo 

Se realizo un inoculo de cada microorganismo suspendiendo unidades formadoras de 

colonia (UFC) a partir de placas de agar BHI después de 24 h de incubación en solución 

salina hasta obtener una DO: 0.3 ± 0.05 a 700 nm (108 UFC/ml). Se inoculó 10 mL/L en 

medio mineral con plumas enteras de pollo como única fuente de carbono y nitrógeno 

(0.5 g/l NaCl, 0.3 g/l K2HPO4, 0.5 g/l KH2PO4, 10 g/l plumas) y se incubó a 37°C y 125 

RPM en sheaker por 72 horas tomando alícuotas a las 24, 48 y 72 horas de cultivo. Se realizo 

conteo en placa a las 72 horas de muestreo para evaluar el crecimiento de la biomasa a lo 

largo del cultivo. Las alícuotas fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min a 4°C y se 

filtraron con Syringe Filtrer Ministart® y se almacenaron a -18°C hasta su análisis. 

Porcentaje de degradación 

El porcentaje de degradación 𝑃𝐷 = (𝐹𝑓 𝐹𝑖) × 100⁄ , donde Ff es el peso de las plumas sin 

degradar después de 72 horas de cultivo, lavadas y secadas a 40°C hasta peso constante y Fi 

es el peso de las plumas a las 0 horas de cultivo. Se realizo observación macroscópica de las 

plumas secas después de 72h de cultivo para evaluar la degradación de la barba y el raquis. 

2.2.2 Métodos analíticos 

Para la determinación de proteína soluble, aminoácidos libres y la actividad antioxidante, se 

usaron las alícuotas centrifugadas y filtradas de los cultivos de BL32, KR10 y FTCO2PRO2 

a las 24, 48, y 72 horas a temperatura ambiente. 

Determinación de proteína soluble y aminoácidos libres 

La determinación de proteína se realizó usando el reactivo de Foling (Lowry et al. 1951), 

con curva de calibración (R2 = 0.99) usando bovine serum albumin BSA como patrón. La 

determinación de aminoácidos libres se realizó mediante la técnica de la ninhidrina (Moore 

y Stein 1954). Las muestras se leyeron en espectrofotómetro a 440 nm usando etanol como 

blanco. Los resultados se compararon con curva de calibración (R2 = 0.99) usando leucina 

como patrón. 
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2.2.3 Actividad antioxidante 

Radical ABTS•+ (ácido 2,2'–azino–bis–(3–etillbenzotiazolin–6–sulfonico) 

Capacidad antioxidante por ABTS se realizó según el método propuesto por Re et al., (1999) 

se tomó 10 µL de muestra con 1 mL de radical ABTS ajustado con etanol, y se leyeron en 

espectrofotómetro a 750 nm a los 6 minutos de reacción usando etanol como blanco,  se 

comparó el resultado con curva de calibración (R2 0.99) usando Trolox como patrón. Los 

resultados se expresaron en Meq de trolox/ ml de muestra. 

Poder reductor de hierro 

Se realizo tomando 2,5 mL de muestra con 2,5 mL de ferricianuro de potasio K4Fe (CN)6 al 

1% se incubó a 50°C por 20 min, luego se adicionó 2,5 mL de ácido tricloracetico TCA 10% 

mezclándolo en vortex por un minuto y se centrifugo a 3000 g por 10 minutos. El 

sobrenadante (1 mL) se mezcló con 2,5 mL de agua destilada y 0,2 mL de cloruro férrico al 

0.1%. La absorbancia fue medida a 700 nm usando agua destilada como blanco y BHT como 

control. Una alta absorbancia indica alto poder reductor (Oliveira et al. 2015). 

Actividad quelante de hierro 

La actividad quelante de hierro Fe2 fue medida usando el método de Oliveira et al., (2015), 

mezclando 1mL de muestra en 3.7mL de agua destilada con 0.1mL de 2Mm FeSO4 (Fe2+), 

y 0.2mL de 5Mm (3-(2-pyridyl)-5,6-bis(4-phenyl-sulfonic acid)-1,2,4-triazine). La 

absorbancia se leyó a 562nm después de 10 minutos de incubación. Los resultados fueron 

expresados como porcentaje de actividad quelante (AQ) 𝐴𝑄% = [1 − (𝐴 𝐴𝑜)] × 100⁄ , 

donde A es la absorbancia de la muestra y Ao es la absorbancia del control. 

Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) 

Se determino según Brand-Williams et al., 1995 Tomando 1950μl de radical DPPH (0,06μM 

diluido en metanol) con 500μl de muestra, se incubó por 45 min a temperatura ambiente en 

oscuridad y luego se tomó la lectura de la actividad en espectrofotómetro a 515 nm usando 
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metanol como blanco. Los resultados se compraron con curva de calibración (R2 = 0.99) 

usando radical DPPH diluido en metanol como patrón. 

2.2.4 Identificación de péptidos 

Fraccionamiento de proteínas en columna 

El fraccionamiento de proteínas se llevó a cabo utilizando 100 mg de cultivo después de 72 

h, filtrado y liofilizado en 1 ml de tampón Tris HCL (0.05 M pH 7.0) en columna Sephadex® 

G-50 (Pharmacia Biotech, Sweden) (20.2 x 1.1 cm) previamente equilibrada con tampón 

Tris HCL (0.05 M pH 7.0). La tasa de fluido se mantuvo a 1.5 mL por minuto, donde se 

recolectaron 30 fracciones de 1 mL, se realizó porcentaje de actividad antioxidante por 

ABTS de cada fracción y se hizo un pool con las fracciones activas. 

Determinación de péptidos por cromatografía liquida y análisis de 

espectrometría de masas en tándem 

Se tomaron 200 μm del pool de las fracciones activas resultado de la separación en columna 

y se inyectó directamente al sistema Agilent 1200 HPLC- chip interfaz MS, con una columna 

de enriquecimiento C18, de 160 nl y 75 μm 150 mm de columna analítica (Referencia 

Agilent: G4240-62010). La fase móvil A fue 0,1% de ácido fórmico (AF) en agua, y B fue 

90% acetonitrilo (ACN) en agua y 0,1% ácido fórmico. El gradiente de flujo con el Agilent 

Serie 1200 Series Nanoflow LC fue según se indica: línea de base, 3% B; 0-30 min, 3-50% 

B; 30-32 min, 50-95% B; 32-37 min, 95% B; 37-38 min, 95-3% B; 38-47 min, una tasa de 

flujo de 0,3 μl/min. La detección de masas se realizó con un Agilent 6520 LC/MS Q-TOF 

de masa precisa operando en modo de iones positivos. Los espectros se adquirieron en el 

modo MS/MS, y el 6520 Q-TOF se operó en el Modo de Rango Dinámico extendido con un 

escáner MS de 110-3000 m/z y un rango de exploración de MS/MS de 50-3000 m/z. El 

Agilent ESI Q-TOF se utilizó para la adquisición de datos y procesamiento. El software 

usado fue Agilent Spectrum Mill MS Proteomics Workbench, para realizar una búsqueda en 

la base de datos utilizando SwissProt.MAR.2013.fasta.  
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2.3 Resultados y discusión 

2.3.1 Degradación de las plumas de pollo 

Los microorganismos Bacillus circulans (BL32), Microbacterium sp (KR10) y Bacillus 

subtilis cepa probiótica (FTCO2PRO2) fueron cultivados adecuadamente en medio mineral 

con plumas por 72 h a 37°C en agitador rotatorio hasta obtener alta producción de biomasa 

(Tabla 2.1). Se pudo observar que las tres cepas bacterianas usaron las plumas de pollo como 

única fuente de carbono, nitrógeno, azufre y energía para su crecimiento pudiendo degradar 

más del 95% de las plumas (BL32 el 98,801 %, KR10 el 96,708 %, FTCO2PRO2 el 96,154 

%). La degradación de plumas en este estudio fue más alta que lo reportado por Ferrareze et 

al., (2016) con Bacillus subtilis FTCO2PRO1 cepa probiótica. La degradación de plumas 

puede ser vista en la Figura1, donde se muestran las plumas antes del cultivo (Figura 1A) y 

plumas sumamente degradadas sin dejar la estructura inicial (Figura 2.1C, 2.1D, 2.1E). 

Según las imágenes se puede observar que las cepas son capaces solubilizar las barbas de 

las plumas y parte del raquis. 

 
Figura 2-1: Plumas antes de la hidrolisis (A) y después de la hidrolisis con bacterias. BL32 (C), KR10 (D), 

FTCO2PRO2 (E), y el cultivo control sin inoculación de microorganismos (B) 
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Tabla 2-1: Biomasa del inóculo y biomasa del cultivo a las 72 horas en medio mineral con plumas 

CEPA INÓCULO CULTIVO A LAS   72 HORAS 

Bacillus circulans BL23  4 ×104 UFC/ml 6 ×108 UFC/ml 

Microbacterium sp KR10 6 ×104 UFC/ml 3 ×108 UFC/ml 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2* 3 ×104 UFC/ml 2 ×108 UFC/ml 

*Cepa probiótica 

 

La liberación de proteína soluble fue monitoreada a las 24, 48 y 72 horas de cultivo (Tabla 

2.2), ésta aumento durante el tiempo de estudio comparado con el control (medio mineral 

con plumas de pollo sin ningún inóculo). 

La desintegración de las plumas está fuertemente relacionada con el incremento de proteína 

soluble en el medio de cultivo de las tres cepas estudiadas, así como la cantidad de 

aminoácidos libres liberados (Tabla 2.2).  

Tabla 2-2: Proteína soluble liberada (mg/ml) a las 24, 48 y 72 horas de cultivo. 

Proteína soluble (mg/ml) 

Horas Control Bacillus 

circulans BL32 

Microbacterium sp 
KR10 

Bacillus subtilis* 
FTCO2PRO2 

0 0,010 ± 0.00 A a 0,010 ± 0.00 A c 0,010 ± 0.00 A c 0,010 ± 0.00 A c 

24 0,005 ± 0.00 D d 0,012 ± 0.00 A c 0,011 ± 0.00 B c 0,007 ± 0.00 C d 

48 0,006 ± 0.00 D c 0,031 ± 0.00 C b 0,052 ± 0.00 A b 0,047 ± 0.00 B b 

72 0,009 ± 0.00 D b 0,038 ± 0.00 C a 0,062 ± 0.00 B a 0,099 ± 0.00 A a 
- Los valores que tienen letras mayúsculas en común en la misma línea no tienen diferencias significativas entre 

las cepas bacterianas.  

- Los valores que tienen en común letras minúsculas en la misma columna no tienen diferencias significativas 

entre las horas de estudio. 

*Cepa probiótica 

 

La liberación de la proteína comenzó después de las 24 horas de cultivo y transcurridas 48 

horas es posible observar una alta concentración de proteína comparado con el control. A 

las 72 horas la concentración de proteína aumentó significativamente (p<0.05). El 

hidrolizado con Bacillus subtilis cepa probiótica FTCO2PRO2 tuvo la concentración más 

alta de proteína comparado con los hidrolizados de Microbacterium sp KR10 y Bacillus 

circulans BL32 a las 72 horas de cultivo (Figura 2.2). La liberación de aminoácidos libres 

también fue medida a las 24, 48 y 72 horas de cultivo. La concentración de aminoácidos 

libres fue incrementando en el tiempo de estudio comparado con el control (Figura 2.3), las 
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cepas fueron capaces de producir altas concentraciones de aminoácidos libres, y no se 

encontraron diferencias significativas entre las cepas (p>0.05) (Tabla 2.3). Estos valores 

fueron muy cercanos a los reportado por Zaghloul et al., (2011), donde usaron hidrolizados 

de plumas con una cepa recombinante de Bacillus subtilis. 
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Figura 2-2. Proteína soluble liberada (mg/ml) a las 24, 48 y 72 horas de cultivo 

Aminoacidos libres
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Figura 2-3: Aminoácidos Libres (mg leucina/mL a las 24, 48 y 72 horas de cultivo 
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Tabla 2-3:Aminoácidos Libres (mg leucina/mL) a las 24, 48 y 72 horas de cultivo 

Aminoácidos libres (mg leucina/ml) 

Horas Control Bacillus circulans  

BL32 

Microbacterium sp  

KR10 

Bacillus subtilis* 

FTCO2PRO2 

0 1,360 ± 0,02 A a 1,360 ± 0,02 A c 1,360 ± 0,02 A b 1,360 ± 0,02 A c 

24 1,224 ± 0,03 B a 1,469 ± 0,06 A c 0,663 ± 0,05 C c 1,166 ± 0,00 B c 

48 1,295 ± 0,07 B a 3,063 ± 0,18 A b 3,012 ± 0,27 A a 2,412 ± 0,30 A b 

72 1,586 ± 0,48 B a 3,399 ± 0,11 A a 3,496 ± 0,06 A a 3,367 ± 0,17 A a 
- Los valores que tienen letras mayúsculas en común en la misma línea no tienen diferencias significativas entre 

las cepas bacterianas.   

- Los valores que tienen en común letras minúsculas en la misma columna no tienen diferencias significativas 

entre las horas de estudio. 

*Cepa probiótica 

2.3.2 Actividad antioxidante 

Para identificar la actividad antioxidante, se evaluaron los métodos ABTS, DPPH, poder 

reductor de hierro (RIP) las cuales involucran reacciones de transferencia de electrones o 

transferencia de átomos de hidrogeno (Gülçin 2012), y la actividad quelante de hierro (CIA). 

Se encontró que los hidrolizados de plumas de los tres microorganismos utilizados 

presentaron actividad antioxidante, excluyendo la actividad con el radical DPPH, la cual no 

presentó ninguna actividad antioxidante significativa, lo que pudo ser debido al pH inicial 

del medio de cultivo (pH 7.0), que pudo afectar la actividad del radical DPPH en los 

hidrolizados de plumas, coincidiendo con resultados obtenidos por Fontoura et al. (2014). 

 Los ensayos de actividad antioxidante ABTS, actividad quelante de hierro (CIA) y poder 

reductor de hierro (RIP) fueron evaluados durante el tiempo de cultivo a las 24, 48 y 72 

horas. Los valores de la capacidad antioxidante medida por ABTS se muestran en la Tabla 

2.4, donde se puede observar que la actividad antioxidante de los hidrolizados de Bacillus 

circulans (BL32) y Microbacterium sp (KR10) comienza incluso antes de las 24 horas de 

cultivo. Por otro lado, la actividad antioxidante de Bacillus subtilis cepa probiótica 

FTCO2PRO2 comenzó justo después de 24 horas de cultivo. Sin embargo, a las 72 horas de 

cultivo (Figura 2.4), BL32 y FTCO2PRO2 muestran la mayor actividad antioxidante sin 

diferencias significativas (p<0.05) entre ellos. Estos resultados sugieren que los hidrolizados 

de plumas generados por  Bacillus circulans BL32, Microbacterium sp KR10 y Bacillus 

subtilis cepa probiótica FTCO2PRO2 podrían tener péptidos antioxidantes hidrófilos, 

debido a la facilidad del radical ABTS para ser solubilizados en solventes acuosos y 
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orgánicos coincidiendo con Awika et al., (2003) y Lemes et al., (2016). Los resultados de la 

actividad antioxidante ABTS obtenidos en este estudio para los hidrolizados de plumas para 

los tres microorganismos utilizados, son superiores a los hidrolizados producidos por 

Bacillus sp. P45 en el estudio de  Lemes et al. (2016). Esta es la primera vez que se evalúa 

la actividad antioxidante en los hidrolizados de plumas por bacterias queratinolíticas 

probióticas. La cepa FTCO2PRO2 de Bacillus subtilis mostró la mayor actividad 

antioxidante mediada por el radical ABTS a las 72 horas de cultivo en comparación con los 

hidrolizados de Bacillus circulans BL32 y Microbacterium sp KR10. 

 

Tabla 2-4:Actividad antioxidante radical ABTS (meqTrolox/mL) monitorizada a las 24, 48 y 72 horas de 

cultivo 
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Figura 2-4: Actividad antioxidante radical ABTS (miliequivalntes de Trolox/mL) monitorizada a las 24, 48 y 

72 horas de cultivo 

Actividad Antioxidante Radical ABTS 

Horas Control 
Bacillus circulans 

BL32 

Microbacterium sp 
KR10 

Bacillus subtilis* 
FTCO2PRO2 

0    230,5 ± 3,54 Aa 230,5 ± 3,54Ad     230,5 ± 3,54Ac 230,5 ± 3,54Ab 

24 248,0 ± 14,14 Ca  600,5 ± 95,46Bc     887,5 ± 108,19Ab 248,0 ± 7,07Cb 

48 238,0 ± 35,36Ca    1278,0 ± 42,43Bb    2203,0 ± 77,78Aa   2203,0 ± 233,35Aa 

72 260,5 ± 17,68Aa    650,5 ± 229,81Ba    2273,0 ± 0,00Aa    2380,5 ± 3,54Aa 
- Los valores que tienen letras mayúsculas en común en la misma línea no tienen diferencias significativas 

entre las cepas bacterianas.  

- Los valores que tienen en común letras minúsculas en la misma columna no tienen diferencias significativas 

entre las horas de estudio. 

*Cepa probiótica 
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Se cree que existe una correlación entre la actividad antioxidante y el poder reductor de 

hierro en diferentes compuestos bioactivos, igualmente demostrado por  Fakhfakh et al., 

(2011). Este ensayo se utilizó para valorar la aptitud de los péptidos presentes en los 

hidrolizados para reducir el Fe3 + a Fe2 + y puede medirse por la formación de azul de la 

Prusia de Perl a 700 nm (Fakhfakh et al. 2011). Antes de las 24 horas de cultivo se pudo 

observar actividad reductora, principalmente en los hidrolizados con Bacillus circulans 

BL32, pero al final del cultivo (72 horas) tuvo la menor actividad frente al hidrolizado de 

Microbacterium sp KR10, la cual fue capaz de producir compuestos con alta actividad 

reductora de hierro, así como Bacillus subtilis cepa probiótica FTCO2PRO2 a las 48 horas 

de cultivo. A las 72 horas, el hidrolizado de este microorganismo no presenta diferencias 

significativas (p>0.05) con los hidrolizados con Microbacterium sp KR10 y Bacillus 

circulans BL32 (Tabla 2.5 y Figura 2.5).  

Tabla 2-5: Poder Reductor de Hierro expresado en Absorbancia a 700 nm, A las 24, 48 y 72 horas de 

cultivo 

Poder Reductor de Hierro (ABS 700nm) 

Hours Control Bacillus circulans 
BL32 

Microbacterium sp 
KR10 

Bacillus subtilis* 
FTCO2PRO2 

0 0,129 ± 0,01A a 0,129 ± 0,01A d 0,129 ± 0,01A d 0,129 ± 0,01A d 

24 0,130 ± 0,01C a 0,652 ± 0,06A c 0,486 ± 0,03B c 0,363 ± 0,02B c 

48 0,136 ± 0,00D a 0,881 ± 0,00C b 0,934 ± 0,01A b 0,906 ± 0,00B b 

72 0,121 ± 0,00C a 1,227 ± 0,00B a 1,402 ± 0,06A a    1,281 ± 0,04A, B a 
- Los valores que tienen letras mayúsculas en común en la misma línea no tienen diferencias significativas 

entre las cepas bacterianas 

- Los valores que tienen en común letras minúsculas en la misma columna no tienen diferencias significativas 

entre las horas de estudio. 

*Cepa probiótica 
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Figura 2-5: Poder Reductor de Hierro expresado en Absorbancia a 700 nm, A las 24, 48 y 72 horas de 

cultivo 

El poder reductor de hierro probablemente podría ser llevado a cabo por aminoácidos 

hidrofóbicos con potencial actividad antioxidante (Pownall et al., 2010; Fontoura et al. 

2014). La actividad quelante de hierro se presenta en la Figura 2.6, donde Bacillus circulans 

BL32 y Microbacterium sp KR10 presentaron una alta actividad frente a Bacillus subtilis 

probiótica FTCO2PRO2 a las 24 horas. A las 48 horas de cultivo esta bacteria aumentó la 

producción y a las 72 horas los tres microorganismos no presentaron diferencias 

significativas (p>0.05) entre ellas (Tabla 2.6). Los valores para poder reductor de hierro para 

los tres microorganismos en el presente estudio fueron bastante similares a los hidrolizados 

producidos por Bacillus pumilus A1 reportados por Fakhfakh et al. (2011), y siguen la 

tendencia del péptido SNLCRPCG por Bacillus subtilis S1-4 (Wan et al. 2016). Los valores 

para actividad quelante de hierro alcanzados por los hidrolizados de los tres 

microorganismos utilizados también siguen la tendencia del péptido SNLCRPCG obtenida 

a partir de Bacillus subtilis S1-4 (Wan et al. 2016). 
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Actividad Quelante de Hierro
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Figura 2-6: Actividad Quelante de Hierro expresada en % de Actividad, a las 24, 48 y 72 horas de cultivo 

 

Tabla 2-6: Actividad Quelante de Hierro expresada % de Actividad, a las 24, 48 y 72 horas de cultivo 

Actividad Quelante de Hierro (% Activity) 

Hours Control Bacillus circulans 
BL32 

Microbacterium sp 
KR10 

Bacillus subtilis* 
FTCO2PRO2 

0 0,000 ± 0,00A a   0,000 ± 0,00A c   0,000 ± 0,00A d   0,000 ± 0,00A d 

24 2,249 ± 0,00D a 71,780 ± 0,87B b 80,982 ± 0,58A c 22,393 ± 2,17C c 

48 0,000 ± 1,74C a 94,275 ± 1,45A a    91,514 ± 1,01A,B b 87,628 ± 1,88B b 

72 1,738 ± 2,60B a 96,729 ± 0,29A a  96,729 ± 0,29A a 94,377 ± 0,43A a 
- Los valores que tienen letras mayúsculas en común en la misma línea no tienen diferencias significativas 

entre las cepas bacterianas. 

- Los valores que tienen en común letras minúsculas en la misma columna no tienen diferencias significativas 

entre las horas de estudio. 

*Cepa probiótica 

 

En este estudio se puede concluir que la producción de proteínas y los aminoácidos libres 

liberados están altamente relacionados con la actividad antioxidante de los hidrolizados de 

plumas, por lo que se hace evidente que a partir de las 24 horas ya existen péptidos 

antioxidantes en los hidrolizados de Bacillus circulans BL32 y Microbacterium sp KR10 

Figuras 2.4, 2.5 y 2.6. La cepa probiótica Bacillus subtilis FTCO2PRO2 presenta 

hidrolizados con alta capacidad antioxidante justo después de 24 horas de cultivo, lo cual 

puede correlacionarse con las Figuras 2.2 y 2.3, donde este microorganismo sólo empieza a 

producir proteínas solubles y aminoácidos libres después de 24 horas de cultivo y Bacillus 
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circulans BL32 y Microbacterium sp KR10 son capaces de liberar proteínas solubles y 

aminoácidos libres incluso antes de 24 horas de cultivo. Los valores obtenidos en este 

estudio son más altos que los presentados en otros estudios, donde se evaluaron ensayos de 

ABTS, actividad quelante de hierro y poder reductor de hierro a partir de hidrolizados 

bacterianos realizados con cepas de Bacillus sp como CL18, CL33A, CL14 (Callegaro et 

al.2018). 

Para tener una visión global de los datos obtenidos se realizó un Análisis de Componentes 

Principales (PCA) que es una herramienta que busca reducir la dimensionalidad de la 

información, soportando la mayor cantidad de información posible, la cual es determinada 

por la varianza obtenida. En definitiva, toda la información podrá ser estudiada mediante el 

análisis de dos gráficos, en los que se puede establecer la relación que existe entre las 

muestras, entre las variables y las muestras con respecto a las variables (Brereton 2007). 

Además, se realizó un Análisis de Conglomerados (Análisis Cluster). Esta técnica 

multivariante permite agrupar las variables situándolas en grupos homogéneos, pero 

haciendo la mayor diferencia entre los grupos. 

La Figura 2.7 representa la relación existente entre las variables estudiadas, se puede ver la 

interacción entre la proteína soluble liberada (SPR) y los aminoácidos libres liberados (FAR) 

y la relación entre la capacidad antioxidante probada, donde puede ser posible confirmar 

que la actividad antioxidante por el radical DPPH no tuvo influencia en los hidrolizados de 

las tres cepas estudiadas. En las Figuras 2.9, 2.10 y 2.11 y las tablas 2.7, 2.8 y 2.9 se pueden 

apreciar las relaciones que existen entre las variables medidas para cada cepa. Para la cepa 

Bacillus circulans BL32, en la Figura 2.9 se puede ver que podría existir una correlación 

directa entre los aminoácidos libres liberados y la actividad quelante de hierro con un 

ranquin total de 0.997 (Tabla 7), así como también entre la proteína soluble liberada al medio 

con la actividad antioxidante medida por el radical ABTS (ranquin total 0.996 Tabla 7), de lo 

cual se puede concluir que parte de la capacidad antioxidante donadora de electrones o 

átomos de hidrogeno, podría ser mediada por los péptidos liberados por Bacillus circulans 

BL32 en los hidrolizados de plumas, mientras que la quelación de metales prooxidantes 

estaría mediada por los aminoácidos libres en los hidrolizados de plumas obtenidos por la 

cepa de Bacillus circulans BL32. De la Figura 9 también se puede concluir que el poder 
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reductor de hierro en los hidrolizados de BL32 podría no estar relacionado ni con la proteína 

soluble en el medio, ni con los aminoácidos libres y que es un factor independiente que 

podría estar mediado por otro tipo de compuestos liberados en la hidrolisis de las plumas. 

 

Figura 2-7: PCA loading plot, relación entre las variables a través del tiempo de estudio de los hidrolizados 

de plumas por los tres microrganismos 

 

Figura 2-8: Dendograma relación entre variables medidas del hidrolizado de plumas por la cepa Bacillus 

circulans BL32 
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Tabla 2-7: Correlaciones de las variables estudiadas en los hidrolizados de plumas de Bacillus circulans 

BL32, según el ranquin total. 

Ranquin BL32 

Correlación Ranquin Total 

CIA - FAR 0.997 

SPR - ABTS 0.996 

SPR - FAR 0.995 

CIA - SPR 0.985 

FAR - ABTS 0.981 

CIA - ABTS 0.964 

 

Para Microbacterium sp KR10 en la Figura 2.9 se puede observar que existe una fuerte 

correlación entre la proteína soluble liberada y los aminoácidos libres en el medio, con un 

ranquin total de 1.00 (Tabla 2.8), y además se puede observar que existe una correlación 

entre el poder reductor de hierro y la actividad quelante de hierro. Aunque en la Tabla 8 se 

muestra que podría existir una correlación incluso más fuerte entre el poder quelante de 

hierro y la proteína soluble (ranquin total 0,986) y los aminoácidos libres (ranquin total 

0,985), que entre la actividad antioxidante medida por el radical ABTS y la proteína soluble 

(ranquin total 0,978) y aminoácidos libres en el medio (ranquin total 0,979), El dendograma 

(Figura 2.9) expresa que existe una correlación más fuerte entre la actividad antioxidante 

medida por el radical ABTS con la proteína soluble y los aminoácidos liberados en el medio, 

que la relación entre el poder reductor de hierro, el poder quelante de hierro, la proteína 

soluble y los aminoácidos libres, debido a que la distancia presentada en la gráfica es mayor. 

El análisis de clusters es una técnica multivariada que recopila la información y toma en 

cuenta cada parámetro, pero relacionándolos entre formando grupos o correlaciones, 

mientras que el ranquin total es una técnica univariante que solo tiene en cuenta los dos 

parámetros comparados, es por eso que, se puede concluir que para el microorganismo 

Microbacterium. sp KR10 existe una correlación entre la actividad antioxidante medida por 

el radical ABTS, que puede ser mediada por la donación de electrones o la donación de 

átomos (Gülçin 2012), y la producción de aminoácidos libres y proteína soluble en la 

hidrolisis de plumas, y que el poder reductor de hierro y la actividad quelante de hierro son 

factores independientes en los cuales podrían estar involucrados otro tipo de compuestos 

liberados por el microorganismo. 
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Figura 2-9: Dendograma, relación entre las variables medidas del hidrolizado de plumas por la cepa 

Microbacterium sp KR10 

Tabla 2-8: Correlaciones de las variables estudiadas en los hidrolizados de plumas de Microbacterium. sp 

KR10, según el ranquin total 

Ranquin KR10 

Correlación Ranquin Total 

FAR - SPR 1.000 

CIA - SPR 0.986 

CIA - FAR 0.985 

ABTS - FAR 0.979 

CIA - RIP 0.979 

ABTS - SPR 0.978 

 

En la Figura 2.10, donde se expresan las correlaciones de las variables medidas de los 

hidrolizados de plumas de la cepa probiótica de Bacillus subtilis FTO2PRO2, se puede 

inferir que la actividad antioxidante mediada por la reducción de hierro podría estar 

relacionada principalmente con los aminoácidos libres liberados en el medio durante la 

hidrolisis (ranquin total: 1.00 Tabla 2.9) y en segundo lugar con la proteína soluble (ranquin 

total: 0.985).También se puede deducir que la actividad quelante de hierro y la actividad 

antioxidante medida por el radical ABTS con un ranquin total de 0.998, podrían ser factores 

que están fuertemente relacionados entre sí, pero que no están relacionados con la 

producción de aminoácidos libres ni con la proteína soluble liberada en el medio, de lo cual 

se puede inferir que en la hidrolisis de plumas por este microorganismo se podrían estar 

liberando otros compuestos responsables de esta actividad. 
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Figura 2-10: Dendograma, relación entre variables medidas del hidrolizado de plumas por la cepa 

probiótica de Bacillus subtilis FTCO2PR02 

Tabla 2-9: Correlaciones de las variables estudiadas en los hidrolizados de plumas de Bacillus subtilis 

FTCO2PRO2 cepa probiótica, según el ranquin total 

Ranquin FTCO2PRO2 

Correlación Ranquin Total 

RIP - FAR 1.000 

CIA - ABTS 0.998 

FAR - SPR 0.989 

RIP - SPR 0.985 

RIP – ABTS 0.964 

ABTS - FAR 0.956 

 

Por otro lado, en la Figura 2.11 se puede observar el comportamiento de las cepas a lo largo 

del tiempo de cultivo, donde a las 24 horas Bacillus subtilis FTCO2PRO2 no tiene 

diferencias significativas (p>0.05) frente al cultivo control, mientras que BL32 y KR10 a las 

24 h y 72 h se solaparon, por lo que se puede concluir que Bacillus circulans BL32 y 

Microbacterium sp KR10 presentaron un comportamiento bastante similar. Por otro lado, 

aunque Bacillus subtilis FTCO2PRO2 se solapaba a las 48 h con Bacillus subtilis BL23 y 

Microbacterium sp KR10, existe un cambio en el metabolismo justo después de 24 horas. 

De otra parte a las 72 horas aumenta el rendimiento de todos los parámetros probados, por 

lo que se puede concluir que Bacillus subtilis probiótica FTCO2PRO2 podría tener una fase 

de adaptación más larga que Bacillus circulans BL32 y Microbacterium sp KR10, pero a 
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pesar de este hecho, la cepa probiótica Bacillus subtilis FTCO2PRO2 tiene una gran 

eficiencia que probablemente podría ser capaz de seguir hidrolizando plumas de pollo 

incluso después de 72 horas, por lo que podría ser posible obtener una mayor degradación 

de las plumas y, por lo tanto, más péptidos y aminoácidos con una alta actividad 

antioxidante. 

 

Figura 2-11: PCA Score Plot, comparación del comportamiento de las cepas a las 24, 48 y 72 horas de 

cultivo. C: Control; B: Bacillus circulans BL32; K: Microbacterium. sp KR10; F: Bacillus subtilis 

FTCO2PRO2 cepa probiótica 

Para evaluar el mejor rendimiento de los microorganismos en este estudio, se realizó un 

estudio de utilidad y conveniencia, donde el microorganismo que se muestra más útil y 

conveniente en la producción de hidrolizados de plumas con actividad antioxidante es 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica, a las 72 horas de cultivo (Figura 2.12), 

seguida de Microbacterium. sp KR10 a las 72 horas de cultivo, lo cual se puede inferir que 

este microorganismo también podría tener un gran potencial en la hidrolisis de plumas de 

pollo, sin embargo para efectos de este estudio, se decidió investigar el o los péptidos 

involucrados en la capacidad antioxidante examinada en el hidrolizado de plumas por el 

microorganismo Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica, debido a que por los 

resultados obtenidos, se considera como un microorganismo prometedor tanto por la 

habilidad de su queratinasa para hidrolizar un sustrato difícil como las plumas de pollo, 
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como por su naturaleza probiótica la cual puede ser una gran ventaja para su uso en 

diferentes procesos de obtención de compuestos bioactivos, alimentación animal, etc. 

 

 

Figura 2-12: Grafico de utilidad y conveniencia en los hidrolizados de plumas por los microorganismos B: 

Bacillus circulans BL32, K: Microbacterium. sp KR10, y F: Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica 

2.3.3 Identificación de péptidos potencialmente antioxidantes de 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica 

Con el análisis de cromatografía liquida y análisis de espectrometría de masas en tándem se 

pudo identificar dos péptidos los cuales podrían tener actividad antioxidante. Estos péptidos 

fueron identificados por un pico al minuto 23.9, el cual se confirmó con la verificación de 

la absorbancia la cual fue de 215 nm.  La secuencia y cuantificación de la masa de los 

péptidos identificados del hidrolizado parcialmente purificado se muestran en la Tabla 2.10. 
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Tabla 2-10: Secuencias de los péptidos identificados del hidrolizado de plumas por el microorganismo 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2 cepa probiótica 

Péptido Secuencia 
Masa 

Calculada (Da) 

Masa 

Medida (Da) 

P1 SDIMNMTP 939,3678 939,5658 

P2 IVSLAPEVL 939,5641 939,5658 

 

La identificación de las cadenas peptídicas arrojó las posibles configuraciones de 

aminoácidos, donde se muestra que en la configuración del péptido uno P1 SDIMNMTP, las 

metioninas podrían encontrarse de forma oxidada. Debido a la naturaleza de los aminoácidos 

que componen la cadena de los péptidos aislados, concuerda con los estudios realizados por 

(Pownall et al., 2010; Fontoura et al. 2014) en el cual atribuyen el poder reductor de hierro 

de los péptidos a los aminoácidos de característica apolar contribuyendo a la protección de 

moléculas sensibles a la oxidación (Fontoura et al., 2018). Sin embargo, debido a que la 

identificación de los péptidos se llevó a cabo mediante algoritmos, no se puede afirmar que 

esta sea la configuración real de los péptidos, debido a diversos factores implicados en el 

proceso de hidrolisis, siendo uno de los más importantes la consideración de la o las enzimas 

implicadas en la ruptura de los péptidos que no fueron identificadas en este estudio y que se 

propondría como objeto de estudio en próximos estudios con este microorganismo. 

Si bien en la composición de la queratina se pueden encontrar una fuerte presencia de 

aminoácidos como Pro, Leu, Ile, Val, además de aminoácidos con estructuras aromáticas 

(Fontoura et al. 2018), los cuales se encuentran presentes en los péptidos identificados 

producto de la hidrolisis de plumas de pollo por el microorganismo Bacillus subtilis 

FTCO2PRO2 cepa probiótica, no corresponden a alguna secuencia presente en la queratina 

de plumas, y se podría decir que pueden ser producto de otro tipo de mecanismo o un 

metabolito sintetizado por el microorganismo en el proceso de hidrólisis. 

Debido a la búsqueda de compuestos bioactivos producto de hidrolizados de proteínas, las 

plumas de pollo tienen un gran potencial de exploración ya que, es un sustrato de fácil 

acceso, económico y de fácil manejo, además el aprovechamiento de microorganismos que 
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puedan degradarlas eficazmente podría mejorar los procesos de degradación dando valor 

agregado. 

2.4 Conclusiones 

La bioconversión de sustratos complicados de degradar como las plumas de pollo, con 

bacterias queratinolíticas, dan valor agregado a este sub-producto, lo cual podría tener gran 

potencial en la identificación de componentes potencialmente bioactivos, como los 

compuestos antioxidantes que actúan como moléculas estabilizadoras donando electrones, 

átomos de hidrogeno, reduciendo compuestos y quelando metales con potencial oxidante, 

que son de gran importancia en la industria. El surgimiento de nuevos microorganismos con 

actividad queratinolítica capaces de degradar parcial o completamente las plumas es un tema 

que merece ser estudiado a fondo debido a la complejidad de los mecanismos utilizados en 

los cuales se pueden obtener productos diversificados pudiéndose acoplar a las diferentes 

necesidades de la industria y abre el panorama de nuevos métodos y compuestos que podrían 

ser identificados, siendo muy importante el hallazgo de microorganismos probióticos como 

Bacillus subtilis FTCO2PRO2, involucrados en los procesos de hidrolisis de los cuales 

además de tener el valor agregado de ser benéficos para la salud se le suma la posible 

capacidad de entrar en procesos de bioconversión para obtener componentes con potencial 

bioactivo teniendo excelentes resultados en materia de degradación de las plumas 

obteniendo así compuestos con potencial antioxidante 
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3. Conclusiones y recomendaciones 

Diferentes estudios concuerdan con que la hidrólisis de plumas de pollo con microorganismos es una 

buena alternativa para el aprovechamiento de este sub-producto, que podría causar problemas 

ambientales debido a su difícil degradación. La búsqueda de nuevos microorganismos capaces de 

degradar este sustrato podría abrir una nueva brecha en la obtención de proteína asimilable para 

alimentación animal, la industria cosmética etc. Además de eso se ha demostrado que producto de 

la hidrolisis de plumas con microorganismos podría resultar en la producción de diferentes 

compuestos bioactivos muy importantes en la industria a partir de una matriz muy económica debido 

al alto consumo de aves de corral en el mundo. El concepto de biorrefinería no es ajeno a la hidrolisis 

de plumas con microorganismos, ya que en diferentes estudios han logrado escalar los procesos para 

obtener diferentes productos a partir de las plumas, y así como existe gran variedad de 

microorganismos queratinolíticos, podría ser posible obtener productos diversificados que se 

adapten a las necesidades de las industrias y las tendencias actuales. 

En cuanto a los microorganismos tratados en este estudio se puede decir que el uso de 

microorganismos probióticos en la hidrolisis de plumas tiene un gran potencial en la producción de 

alimentos para animales ya que podría contribuir nutricionalmente no solo con hidrolizados ricos en 

proteína sino también con diferentes compuestos benéficos para la salud y el desarrollo. También se 

destaca el rendimiento de la cepa de Microbacterium. sp KR10, la cual podría tener un gran potencial 

en procesos hidrolíticos y en obtención de compuestos potencialmente bioactivos lo cual amerita 

continuar con estudios con este microorganismo.  


