Método alternativo de obtencion de queratina empleando sulfuro de sodio, sin dialisis,
para la reconversion de biomasa de la industria avicola
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Introduccion

La queratina es una proteina de alto valor presente en las plumas, que constituyen un residuo
de la industria avicola de dificil disposicion. La misma es altamente insoluble en solventes
polares, debido en gran parte al alto contenido de los grupos cistina, los cuales mantienen las
cadenas polipeptidicas en una estructura tridimensional [8], dificultando la utilizacién de la
proteina en diferente proceso.

El uso de agentes quimicos que contienen tioles actuan como reductores y pueden disminuir
la estabilidad de la proteina por su accion de rompimiento de los enlaces disulfuro (S-S), los
puentes de hidrogeno y los puentes salinos [6], logrando la solubilizacién de la biomasa y la
extraccion de la queratina.

La reduccion de los puentes disulfuro puede hacerse de diversas formas, dependiendo del
agente reductor empleado, algunos de los agentes reductores convencionales mas aplicados
han sido el 2-mercaptoetanol (2-MEC), Ditiotreitol (DTT),ya que presentan altos rendimientos
de extraccion de queratina; son tioles que proveen su grupo funcional (-SH) para la escisiéon
de los enlaces disulfuro sin dafiar la cadena principal de la proteina de queratina [13], sin
embargo, su uso se restringio en el tiempo debido a su alta toxicidad y su costo es elevado.
El mecanismo de reaccion de extraccion de queratina por reduccion empleando tioles,
consiste en dos reacciones reversibles de desplazamiento nucleofilico. Bajo condiciones
basicas, el anion tiol se forma y reduce los enlaces disulfuro de la cisteina favoreciendo una
doble sustitucion nucleofilica y solubilizando los compuestos de queratina [10]. Los grupos
tioles del material queratinoso reducido se oxidan facilmente en presencia del aire para formar
grupos disulfuro, es por esta razén que los tioles son usualmente bloqueados por una
alquilacion inmediata tras el proceso de reduccion [10].

Schrooyen y col., [3] optimizaron el proceso de reducciéon con 2-mercaptoetanol al aumentar
el pH con urea; utilizaron en la etapa de solubilizacién concentraciones de 0,125 M de 2-
mercaptoetanol, 8 M de Urea y 0,25 M de Tris-HCI a pH 7-9 y 60 °C, obteniendo rendimientos
superiores al 75 %. En un estudio posterior, Sinkiewicz y col., [9] reportaron una etapa de
solubilizacién que incluia el uso de 2-mercaptoetanol y DTT a 50 °C por 2 h.

El objetivo del presente trabajo fue aplicar y comparar la efectividad de diferentes
metodologias de solubilizacidon de plumas que no impliquen etapa de dialisis, para la obtencion
de queratina utilizando un reactivo menos contaminante que los tioles convencionales como
el sulfuro de sodio (Na;S), variando la concentracion de dicho reactivo, tiempo y temperatura
del proceso, con el fin de generar procesos viables para la revalorizacién de residuos de la
cadena de produccién avicola.

Materiales y métodos

Adecuacion de las plumas de pollo

Las plumas utilizadas son de pollos parrilleros lineas COBB y ROSS provistas por Domvil SA
- Frigorifico Aveguay de Entre Rios, Argentina. El proceso de adecuacion se inicia con una
etapa de lavado con agua corriente y detergente comun con agitacion constante, retirando el
material extrano (piedras, restos de tejidos animal, picos, fibras, etc.), se enjuagan con
abundante agua hasta retirar el detergente; a continuacion, se sumergieron en una mezcla de



agua destilada-etanol 96 % (50:50). Las plumas lavadas se filtraron, escurrieron y se secaron
a 35 °C en estufa con conveccion forzada por 24 h. Las plumas secas se desengrasaron con
éter de petroleo (10 mL / g de pluma seca) por 4 h con agitacion constante. Se filtré y removio
el exceso de solvente y se secaron a 30°C por 24 h.

Se determind el contenido de humedad y de proteina total mediante el método de Kjeldahl [1],
usando un factor de conversiéon de 5.71 [2;9].

Metodologias de solubilizaciéon

La solubilizacion de las plumas se realizé mediante procesos de reduccién aplicando como
agente reductor sulfuro de sodio (Na,S), este reactivo puede ser tan efectivo como el 2-
mercaptoetanol (2-MEC) y el DTT, ademas de ser menos toxico y mas economico [4]. Cuando
el Na,S se disuelve en agua reacciona para formar hidrégeno sulfuro de sodio (NaHS) e iones
de hidroxilo (Reaccion 1), incrementando el pH de la solucion a valores alcalinos (pH>9) [3].

Na,S+ H,0 =% NaHS + Na*+ OH ~

Reaccion 1. Formacién de Hidrogeno sulfuro de Sodio en medio alcalino a partir de la
disolucion de Sulfuro de sodio.

KSSK + 2NaHS =— 2KS5H + Na,S,

El NaHS reduce |a cistina a cistelna mediante el rompimiento de los enlaces disulfuro
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Figura 1. Reduccién de los enlaces disulfuro de la cistina mediante un NaHS como agente
reductor (K= Queratina).

El sulfuro de sodio favorece la degradacion de la queratina a través de una hidrélisis alcalina
rompiendo los enlaces disulfuro intra e intermoleculares de la proteina (Figura 1). De esta
manera quedan mayoritariamente grupos —SH libres de residuos de cisteina (Schrooyen y
col., 2007).

Se aplicaron dos metodologias de solubilizacion:

. Q(a): Las plumas previamente adecuadas fueron solubilizadas adicionando una
solucion de Na.S Cso= 7,8 g/L, la mezcla se calentd a 60°C y se agité durante 1 h, la relacion
extraccion entre biomasa y agente reductor fue de 5 g de plumas adecuadas / g de NayS, la
concentracion de la solucién de Na,S fue de 7,8 g/L, 60°C y 1 h.

. Q(b): En esta metodologia las plumas fueron tratadas con una solucion de
concentracion Cs,= 10 g/L y calentadas a 30°C a 3, 6 y 24 h, manteniendo la relacién de 10 g
de plumas/ g de Na,S [3].
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Las dispersiones obtenidas se filtraron para retirar
los restos de plumas sin disolver y se ajustoé el pH a
4,2 (valor del punto isoeléctrico) para precipitar la
proteina; se centrifugd (3000 rpm, 10 min, 10°C) y
los pellets se lavaron con abundante agua destilada,
se congelaron a -40°C vy liofilizaron en un equipo
HETO Modelo FD 4. La queratina liofilizada se

almaceno a 6 °C en un desecador hermético hasta
su caracterizacion (Figura 2).

Es importante destacar que en estos procedimientos
no se incluye dialisis, etapa que eleva los costos de
produccion y dificulta el escalado del proceso a nivel
industrial. Para ello, se reemplazd por repeticiones
en la etapa de centrifugacion y lavado.

Fillrado

Ajuste de pH (4.2)
Centrifugado
Lavados del pellet

2.3 Caracterizacion de hidrolizados de queratina
2.3.1 Rendimiento de solubilizacién

Se calculo el rendimiento de solubilizacion de las
plumas de pollo para las diferentes condiciones de
proceso evaluadas. El porcentaje de pluma
solubilizada (Solyuma, % p/p) se calculo a través de la
ecuacion 1.
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Figura 2. Esquema de la metodologia
de obtencion de queratina de plumas
de pollo.
SOlpluma (%) = ((Pp — b )/Pp ))] *100 Ec. (1)

donde Ps el peso del residuo seco y Pp el peso de las plumas acondicionadas.

Determinacion de proteina soluble

La concentracion de proteina soluble se determiné mediante el ensayo espectrofotométrico
de Biuret. Se tom¢ 0,3 mL de cada disolucion de queratina previamente centrifugado (10 min,
13000 rpm, 25°C, microcentrifuga 5415D Benchtop, Eppendorf) y se traspasé a un tubo de
ensayo al cual se adicion6 0,2 mL de agua destilada y 2 mL del Reactivo de Biuret (NaOH [10
% p/v]). La reaccion se incubd a 25 °C durante 30 minutos.

Se obtuvo la curva de calibracion del método para
el rango de 0-2 mg de proteina / mL solucion,
usando como estandar Albumina (Aldrich). La

absorbancia se ley6 en un espectrofotometro UV
o4 mini-1240 UV-Vis (HACH DR-2800) a una
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Figura 3. Curva de calibracion Reactivo de
Biuret; Patron Albumina.

Determinacion del peso molecular:

La determinacion del peso molecular de los derivados de queratina se evalué mediante el
protocolo de electroforesis en gel de Tricina/SDS-PAGE de acuerdo con Schagger y Jagow
[7]. La queratina se incubo en condiciones reductoras usando el Buffer muestra (4x) con
adicion de DTT (1% p/v) durante 3 min a 95 °C. La electroforesis se llevd a cabo en un gel



discontinuo de poliacrilamida, con un gel espaciador (stacking) de 4 % y gel (spacer) 10 % y
de separacion de 16 %. Se usaron patrones de muy bajo peso molecular (VLMW= 26,6-1,4
kDa; BIO-RAD) y de bajo peso molecular (LMW= 97-14,4 kDa; GE Health Care).

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) con Reflectancia total
atenuada (ATR)

Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) con reflectancia total atenuada
(ATR) de los derivados de queratina liofilizados, se obtuvieron con un espectrometro Nicolet
IS10 (Thermo- Scientific) (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) con accesorio de ATR
(diamante). Se trabajo en un rango de nimeros de onda desde 4000 a 400 cm™'. Para cada
muestra se colectaron 60 barridos con una resolucion de 4 cm™' que fueron acumulados. Los
datos obtenidos se procesaron utilizando el software OMNIC TM de Thermo ScientificTM.

Anadlisis estadistico

Se realizé el correspondiente analisis estadistico de varianza mediante ANOVAS con el
software Infostat v. 2013 (Grupo InfoStat, FCA, Argentina), las diferencias se compararon
mediante la prueba de Tukey usando un nivel de significancia a= 0,05.

Resultados y discusién

Las plumas de pollo empleadas en el presente trabajo presentaron un contenido de humedad
de 3,46 + 0,12 g de agua / 100 g pluma adecuada y 91,30 £ 0,5 g de proteina / 100 g pluma
adecuada. Se analiz6 el rendimiento de solubilizacion de las plumas de pollo y el contenido
de proteina soluble en las soluciones de queratina obtenidas mediante las metodologias
aplicadas Q(a) y Q(b). El rendimiento de solubilizacién se calculé mediante la ec. 1 (Solpiuma),
que vincula la cantidad en gramos de las plumas disueltas y de las plumas que no se
disolvieron; el contenido de proteina soluble medido por e el método de Biuret se expresé en
g proteina soluble/ g de pluma.

En la Tabla 1 se presentan los resultados de rendimiento de solubilizacién de plumas de pollo
y proteina soluble.

Tabla 1. Rendimiento de solubilizacion de plumas y proteina soluble en dispersiones de
queratina obtenidas por reduccién con NaxS.

Condiciones

Pluma g proteina
Metodologia Temp. Tiempo Ratio solubilizada (%)* soluble/
(°C) (h) ? g de pluma *
Q(a) 60 1 5:1 89,21+0,68? 0,253+0,012
Q(b)3h 30 3 10:1 49,78+0,47¢ 0,181+0,02¢
Q(b)12h 30 12 10:1 57,50+0,37°¢ 0,205+0,02°
Q(b)24h 30 24 10:1 66,12+0,27° 0,222+0,02°

*Resultados expresados como el promedio + desviacion estandar de triplicados. Para cada
columna valores con superindices distintos difieren significativamente segun la prueba de
Tuckey (p<0,05).

La aplicacion del método Q(a) permitié lograr el mayor rendimiento de solubilizacion de la
biomasa, representando un 89 % y a su vez el contenido mas alto de proteina soluble (0,25 g
proteina soluble/g pluma); por otra parte, el método Q(b) condujo a menores rendimientos, y
se observo que después de 3 h se solubilizé un 50 % la biomasa de partida; aumentando del
tiempo de reaccion a 24 h se logré hasta un 66 %de solubilizacion y 0,22 g proteina soluble/g
pluma. Estos resultados concuerdan con los reportados por Sharma y col., (2018) con
rendimientos de extraccion superiores al 80 % cuando aplicaron Na,S [500 mM] a 50 °C.
Varios autores han reportado el eficiente uso del método de reduccién empleando como
agente reductor al Sulfuro de sodio (Na>S) en condiciones alcalinas.



ING. QUIMICA

Wrzesniewska-Tosik y Adamiec [11] solubilizaron las plumas de pollo y extrajeron queratina
aplicando la reduccién con Na;S 0,1M, variando la temperatura entre 40 y 60 °C con un tiempo
de reaccién de 1 h. Sharma y col., [6] usaron Na,S [500 mM] a 50 °C y durante 6 h, reportando
rendimientos de extraccion superiores al 80 %. En comparacion con la metodologia
convencional con 2-MEC con una eficiencia del 75 % [3] y un 83 % [9] en la solubilizacién de
plumas de pollo, las metodologias podrian ser empleadas como una opcion viable mas
econdémica y segura en el reemplazo de la metodologia convencional con el uso de 2-MEC.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
Se utilizé la metodologia de analisis por FTIR-ATR para analizar la estructura quimica de las
plumas de pollo y de la queratina mediante reduccion con Na,S.
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Figura 4. Espectros FTIR-ATR de queratina liofilizada obtenida mediante reduccion en medio
alcalino con sulfuro de sodio (Na.S).

En la Figura 4 se presentan los espectros FTIR-ATR de los productos obtenidos mediante las
metodologias Q(a) y Q(b) que confirman la presencia de bandas en la region 1700 a 400 cm”
! correspondientes a los enlaces peptidicos identificados como Amida 1(1600-1690 cm™;
combinacion de las estructuras a-hélice y hoja B-plana y esta relacionada con las vibraciones
de v(C=0)), Amida Il (1580-1480 cm™; relacionada con la flexién del 8(N-H) y el estiramiento
del enlace v(C-H)) y Amida Il (1300 y 1220 cm™; se deriva del estiramiento simétrico v(C-N)
y la flexion de &(CH)= [8]. Estas bandas proporcionan informacién importante sobre la
conformacion de la estructura de la queratina presente en las plumas de pollo e indican que
para los procesos estudiados se conserva la estructura de la queratina sin degradarla por
completo.
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Las muestras se incubaron a 100°C por 3 min B - 201
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identificaron dos fracciones de 66 y 14,4 kDa 14,4/ ';';14_4

en todas las muestras. En Q(a) predomind la .
fraccion 14,4 kDa (mondmero) sobre la
fraccion 66 kDa; mientras que en Q(b) la gg -
fraccion monomérica fue menos notoria, con
algun dafio en la cadena.

La ausencia de fracciones por debajo de 14,4
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Figura 5. Gel Tricina/SDS-PAGE de la
queratina obtenida por reduccion con
¢ NaS. Los carriles de los extremos
corresponden a los marcadores de peso
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queratina se mantuvo intacta a tiempos cortos de procesamiento segun Q(a) y Q(b).

Conclusiones

Se evaluaron diferentes condiciones del proceso de obtencion de queratina a partir de las
plumas de pollo mediante la reduccién con sulfuro de sodio Na,S, identificando que el
rendimiento del proceso depende de las condiciones como la concentracién de los reactivos,
la temperatura y el tiempo de reaccion. La queratina se puede extraer de manera eficiente a
partir de las plumas usando Na,S sin dialisis, aplicar 60°C por 1 h puede aumentar el
rendimiento de extraccion conservando la estructura de la proteina.

El anadlisis FTIR-ATR de la queratina obtenida, confirmé la presencia de las sefales
caracteristicas de la proteina en su forma nativa (pluma) como la Amida A, 1, Il, lll asociados
a la fraccion de a-hélice y hoja B-plana, indicando que en las condiciones aplicadas se logro
extraer queratina sin degradarla totalmente.

La metodologia propuesta permite reemplazar los agentes reductores tradicionales por uno
menos contaminante y mas econdmico, y ademas elimina la etapa de dialisis, constituyendo
una alternativa viable para la obtencion de queratina a nivel industrial y la revalorizacién de la
biomasa generada por la industria avicola.
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