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INTRODUCCION

La industrializacion de aves de corral genera grandes volumenes de residuos, entre éstos
las plumas de dificil degradacion y cuya disposicion final representa un problema ambiental.
Solo una pequefia proporcion se destina para la alimentacion animal, siendo un proceso
costoso ya que las plumas se deben esterilizar a elevada temperatura y alta presion, luego
secarlas y molerlas. El producto obtenido es de baja calidad proteica, con déficit de algunos
aminoacidos esenciales y de baja digestibilidad para los animales. Otros métodos como el
gquemado o enterrado son usados para su disposicion final, pero estos son poco amigables
con el ambiente. La quema de plumas genera gases que contaminan el aire y para su
disposicion en rellenos se requieren grandes lotes de tierra siendo su descomposicion muy
lenta (Fan, X. 2008). Las plumas corresponden al 5-7% del peso del pollo (Schrooyen y col.,
2007; Fan, X., 2008), estan conformadas por una parte central conocida como raquis, que le
sirve de eje y otorga la rigidez necesaria para mantenerla firme; la parte inferior mas ancha y
rigida por la cual la pluma se une a la piel se denomina Calamus y las barbas son laminas
delgadas en posicion perpendicular al raquis (Figura 1). Las plumas estan compuestas en
un 90% de proteina conocida como queratina.

Las queratinas son proteinas fibrosas conocidas como escleroproteinas; son resistentes a
los factores fisicos, quimicos y ambientales y son insensibles al ataque proteolitico
enzimatico como la tripsina y la pepsina. (Kornittowicz-Kowalsk y col., 2011). Tienen una
gran cantidad de cisteina presente formando el enlace disulfuro del dimero cistina. Estos
enlaces se entrecruzan estableciendo una red tridimensional de cadenas polipeptidicas y en
conjunto con los residuos hidrofobicos hacen que la queratina sea insoluble en agua y en
solventes apolares; sin embargo la caracterirstica de solubilidad de la proteina puede
modificarse realizando cortes sobre los enlaces disulfuro (Schrooyen y col., 2000). Algunos
métodos fisicoquimicos como el calentamiento de la proteina en algunos solventes
organicos, como el Dimetilformamida (DMF) y Dimetilsulfoxido (DMSO) han sido usados
para obtener queratina soluble. (Kornillowwicz-Kowalska y col.; 2011).

En la actualidad, el interés por el desarrollo de productos sostenibles ambientalmente a
partir de proteinas de desechos, esta incrementando. (Schrooyen y col., 2000).

Las aplicaciones de los productos derivados de la queratina a nivel cosmético vy
farmaceutico son muy amplias; también han surgido otros usos como componente de varias
clases de compuestos y en tejidos biodegradables. Las caracteristicas de este tipo de
proteina la hacen apropiadas para la manufactura de fibras para usos textiles con
aplicaciones medicas y sanitarias. (Kornitowicz-Kowalsk y col., 2011).

El objetivo de este trabajo es obtener productos a base de queratina a partir de residuos de
la industria alimentaria (plumas de pollo) con alto valor agregado, contribuyendo a la
disminucion de la contaminacion ambiental causada por dicho residuo.



MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plumas de pollos parrilleros de 49 dias promedio de faena, lineas COBB y
ROSS producidos por reproductoras pesadas, provistas por Domvil SA - Frigorifico
Aveguay de Entre Rios, Argentina.
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Figura 1. Esquema de la estructura de la queratina

Adecuacion de las plumas de pollo: Las plumas congeladas se lavaron con agua
corriente a 40°C y detergente comun con agitacion constante, retirando el material extrafio
(palos, piedras, restos de tejidos, picos, fibras, etc.), se realiz6 un lavado final con una
mezcla de agua-etanol 96% (50:50) con el fin de retirar cualquier residuo de detergente.
Posteriormente escurrieron y filtraron con malla cribada y lienzo para luego secarlas en
estufa por 24 hs a 30°C. Las plumas lavadas y secas se cortaron, molieron y se
desengrasaron con Eter de petréleo (10 mL/g de pluma seca) con agitacion constante por 4
hs; se filtraron con lienzo y se dejaron bajo campana a temperatura ambiente por 2 hs para
remover el exceso de solvente; finalmente se secaron en estufa a 30°C por 24 hs.

Fragmentacion de las plumas: Las plumas lavadas y secas se dividieron manualmente en
sus diferentes partes: Raquis (R), Calamus (C) y Barbas (B).

Solubilizacion de plumas de pollo: Para la extraccion de la queratina a partir de las
plumas de pollo se realizaron 3 métodos de solubilizacion. El primero se basdé en una
hidrolisis alcalina con una solucion de sulfuro de sodio (Na,S) como agente reductor, el cual
actua rompiendo los enlaces disulfuro de la proteina. En 1L de solucion alcalina de Na,S 0.1
M se disolvieron 40 g de plumas a 60°C por 1 h con agitacion constante, ajustando el pH a
12.5 (H1). (Schrooyen y col., 2007).

El segundo método se realizé segun el protocolo propuesto por Wrzesniewska-Tosik y col.,
2007. Para la disolucion de las plumas se us6 una solucion alcalina de Hidroxido de Sodio
(NaOH 5%). La solucion proteica (H2) fue filtrada y almacenada de la misma forma en que
se realizé H1.

En el tercer método de solubilizacion (H3) de las plumas de pollo, se usé como agente
reductor 2-mercaptoetanol para romper los enlaces disulfuro (-S-S-) de la proteina
(Schrooyen y col., 2000). 40 g de plumas adecuadas se disolvierdbn en una solucion que
contenia 8 M de Urea, 3 mM de EDTA, 125 mM de 2-Mercaptoetanol en un buffer tris 0.2 M
apH 9.0 por 1 ha60°C con agitacion constante. La solucion proteica obtenida (H1) se filtrd
con lienzo para retirar los residuos de plumas no disueltas y se almacené a 4°C (Schrooyen
y Oberthur; 2007). El procedimiento fue el mismo que el realizado con H1 y H2.

Todas las soluciones proteicas obtenidas se dializaron para eliminar el exceso de reactivos
adicionados. Se us6 membrana de celulosa de 16 mm de diametro con retencion de peso
molecular >12000 Da (D9777 SIGMA-Aldrich, Argentina), sumergiéndolas en agua destilada
a temperatura ambiente por 24 hs con varios cambios de agua.



Extraccion de Queratina: Las soluciones dializadas se llevaron a pH 4.2 correspondiente al
punto isoeléctrico de la proteina, usando acido clorhidrico (HCI; 2N) con el fin de precipitarla
(Schrooyen y col., 2007; Wrzesniewska-Tosik y col.,, 2007). Luego, se centrifugd por 15
minutos a 10°C y 6500 rpm; los pellets obtenidos se lavaron con agua destilada y se
liofilizaron.

Modificacion Quimica de Queratina: La modificacion quimica de las proteinas se utiliza
con el fin de mejorar las propiedades funcionales. La reaccién de reduccion para obtener
derivados de queratina es reversible y por lo tanto se puede producir la reformacion de
enlaces disulfuro (-S-S-) a nivel inter e intramolecular formando agregados de proteina
insolubles. La modificacién parcial de los grupos —SH libres, generalmente involucra una
conversién quimica de dichos grupos en otros. Uno de los propdsitos de la modificacion es
impedir que los grupos —SH modificados vuelvan a formar los enlaces disulfuro inter e
intramoleculares, minimizando la formaciéon de agregados insolubles de queratina. La
oxidacién de la cisteina a acido cisteico usando acido perférmico o la conversion de cisteina
a S-sulfocisteina por sulfitolisis han sido usadas para obtener productos solubles.

Se realizaron 2 tipos de modificaciones quimicas, acetilacion y sulfitolisis oxidativa, con el fin
de prevenir la reformacion de los puentes disulfuros en los diferentes productos de queratina
obtenidos por las 3 hidrélisis.

1. Acetilacion de Queratina (Ac): Esta modificacion se basa en la alquilacion de los
grupos sulfhidricos con un compuesto 6rgano-halogenado para evitar la reformacién de los
puentes disulfuro. Se utilizé Acido Monocloroacetico (MCA; CICH,COOH), el grupo -COOH
de éste reacciona con los grupos —SH libres de la queratina reducida dando como producto
S-Carboximetil-queratina (SCMQ).

Se adicioné 0.5 g de MCA por cada 100 ml de solucién de queratina, ajustando el pH a 9, se
agité constantemente por 1 hora a una temperatura de 25°C. Las soluciones de queratina
modificada (H1Ac, H2Ac y H3Ac) se dializaron, precipitaron, centrifugaron y liofilizaron en
las mismas condiciones mencionadas anteriormente para H1, H2 y H3.

2. Sulfitolisis Oxidativa (Sox): La queratina solubilizada fue oxidada con un agente
oxidante como el peréxido de hidrogeno. Por este proceso se oxidan los residuos
cistina/cisteina a grupos acidos cisteicos, obteniendo una queratina completamente
modificada. (Schrooyen y col, 2007; Florido Rodriguez, 2008). En la sulfitolisis el ion sulfito
reacciona por medio de un ataque nucleofilico al puente disulfuro, produciéndose un mol de
mercaptano y una mol de SOz;Na.

Se adicionaron 2 ml de peréxido de hidrégeno (H,0,) a 100 ml de cada solucién de queratina
(H1, H2 y H3), se agito constantemente por 24 hs a 37°C. Posteriornente se agrego 2 g de
Sulfito de Sodio, ajustando el pH a 9 y se agité por 1 h mas. A las 3 soluciones de queratina
modificada (H1So, H2So y H3So) obtenidas se les realizé el mismo procedimiento usado
para obtener los derivados liofilizados H1, H2 y H3.

En la Figura 2 se muestra un esquema de la obtencion de los 9 derivados liofilizados de
queratina a partir de plumas de pollo.

Calorimetria Diferencial de Barrido: Las plumas, las Barbas, Raquis y Calamus
previamente adecuados y los derivados de queratina liofilizados obtenidos se analizaron en
un equipo DSC 2010, TA Instruments. Entre 1-5 mg de muestra fueron colocados dentro de
una capsula hermética de aluminio, estas fueron calentadas a 10°C/min de 30 a 300°C. Se
us6 una capsula vacia como referencia. Después de terminar las corridas, las capsulas se
perforaron sobre la tapa y se llevaron a estufa a 130°C por 3 hs o hasta peso constante.



Espectroscopia infraroja con Transformada de Fourier (FT-IR): Los polvos de los
derivados de queratina se trituraron con Bromuro de Potasio purificado y se comprimio hasta
formar una pastilla trasltucida por la cual se hizo incidir la radiacion IR. Los espectros
infrarojo con la transformada de Fourier (FTIR) de los derivados queratina desarrollados en
el presente trabajo fueron obtenidos con un espectrofotometro IR (Vertex 70, Bruker,
Alemania), en un rango de 4000 a 400 cm™. Para cada muestra se colectaron 60 barridos
con una resolucion de 4 cm’ que fueron acumulados. Para generar el promedio
correspondiente a cada muestra los datos obtenidos se procesaron utilizando el software
OPUS (OPUS, Bruker Optics, USA).
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Figura 2. Esquema de obtencion de derivados de queratina a partir de plumas de pollo.

Determinacion de proteina soluble: El porcentaje de proteina soluble se determiné por el
método colorimétrico de Biuret que se basa en la formacion de un complejo coloreado entre
el Cu® y los grupos NH de los enlaces peptidicos en medio basico. La intensidad de
coloracion es directamente proporcional a la cantidad de enlaces peptidicos.

Los derivados liofilizados de queratina (H1, H1Ac, H1Sox, H2, H2Ac, H2Sox, H3, H3Ac y
H3Sox) se suspendieron (0.5% p/v) en buffers Tris:HCI 0.03M para proporcionar un rango
de pH 7, 8 y 9; las suspensiones se almacenaron a 20°C por 2 meses. El porcentaje de
proteina soluble se midié durante el almacenamiento (O, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30, 45 y 60
dias). Para la determinacion las suspensiones se agitaron por 30 minutos, posteriormente se
centrifugaron a 13000 rpm, por 10 min. Se tom¢6 0.3 ml del sobrenadante se adicion6 0.2 ml
de agua destilada y 2 ml de Reactivo Biuret, se agité en vortex 30 seg, después de 15 min
de reaccion se midi6 la absorbancia a 550 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 9 derivados de queratina liofilizados a partir de plumas de pollo. Los
rendimientos fueron del 20-40%, siendo mayor para los productos obtenidos con
mercaptoetanol sin modificaciones (H1). El porcentaje de proteina soluble inicial derivados
de queratina liofilizados en medios acuosos para el pH 7, 8 y 9 vario entre 0% para aquellos
que no fueron modificados (H1, H2 y H3) a 13.25% para los derivados modificados. H1Sox
presento el porcentaje mayor de proteina para pH 7 (13.18%); H2Ac para pH 8 (13.25%) y
H1Sox para pH 9 (9.61%), mostrando que las modificaciones quimicas introducidas
aumentan la solubilidad. Se observé uan menor solubilidad de los derivados liofilizados de
queratina a pH=9.



Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se analiz6 por DSC los diferentes derivados de queratina obtenidos (H1, H1Ac, H1Sox, H2,
H2Ac, H2Sox, H3, H3Ac y H3Sox) presentando temperaturas de desnaturalizacion
superiores a 150°C, lo que sugiere una alta estabilidad térmica. Se observo variabilidad
entre las muestras; para comprobarlo la pluma se separé en sus 3 partes (Barbas, Calamus
y Raquis) y se obtuvieron los derivados de queratina; estos se analizaron por DSC
observandose menor variabilidad para las muestras.

En la Figura 3 se muestran el termograma del Calamus seco y molido y los
derivados liofilizados obtenidos a partir del mismo con la hidrélisis con Na,S y las
dos modificaciones quimicas (H1, H1Ac y H1Sox). La temperatura de
desnaturalizacion se encuentra en el rango de 195-200°C para el Calamus y sus
derivados. Se observan picos endotérmicos mayores para los derivados liofilizados
modificados y sin modificar, evidenciando una menor entalpia para el Calamus
molido y seco. Takahashi y col., (2004) reportaron que la baja entalpia que presenta
el Calamus molido y seco se debe a que posee un alto contenido de componentes
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Figura 3. Termogramas DSC para Calamus y los derivados de queratina obtenidos a partir
del mismo.

Espectroscopia infraroja con Transformada de Fourier (FT-IR):

Los espectros FTIR en Absorbancia (Figura 4) presentaron picos caracteristicos de Amida A
(3292; 3284 cm ") correspondientes al estiramiento simétrico del enlace N-H asociados con
las regiones de la proteina ordenadas en forma a-hélice, Amida B (3082; 3074 cm™), sefial
en 2930-2933 cm™ asociada a la vibracion CHs; (Pielesz y col., 2000; Martinez-Hernandez, y
col., 2005).
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Figura 4. Espectros FTIR de derivados de queratina (H1; H1Ac y H1Sox)



Una banda a 1653-1657 cm™ relacionada con la vibracién del enlace C=0 de la Amida | en
coincidencia con Martinez-Hernandez, y col. (2005) quienes reportaron una fuerte banda a
1652 cm' relacionada con la vibracién de la banda C=0, mostrando conformacion a-hélice.
Wojciechowska y col., (1999), también reportaron que la banda Amida | esta relacionada con
las vibraciones de C=0 y puede ser encontrada en la regién de 1600 a 1690 cm™. Amida II
(1535-1536 cm™) esta relacionada con la flexion del grupo N-H correspondiente a la
conformacion de hoja plegada B; la banda que presentan los derivados de queratina a 1237
cm” puede ser asignada a la Amida Il que se encuentra en el rango 1236-1240 cm™;
Martinez-Hernandez, y col. (2005) reporto que la region entre 1230-1240 puede ser
asignada a la estructura de beta-hoja de la amida Ill, mientras la banda cercana a 1174
resulta de v(C—C) y corresponde con aminoacidos de cadena lateral.

La presencia de estas bandas permite confirmar que el compuesto obtenido corresponde a
queratina.

CONCLUSIONES

La obtencion de productos a base de queratina a partir de residuos industriales contribuye a
la sostenibilidad de la cadena alimentaria generando materiales de interés con un mayor
valor agregado. Los trabajos continuan actualmente con el estudio de aplicacaciones
tecnoldgicas de los productos obtenidos y analizando su estabilidad en el tiempo.
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