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RESUMEN

El aprovechamiento de los residuos industriales para la obtencion de productos
con alto valor agregado constituye un reto de gran interés. Argentina por sus
niveles de produccion de carne de aves es uno de los principales generadores
de biomasa de plumas; los altos niveles de generacion y las escasas estrategias
para la correcta disposicion de esta biomasa pueden afectar significativamente
las condiciones ambientales y de la calidad de vida de las poblaciones cercanas.
Las plumas son fuente de queratina un biopolimero proteico de alto valor,
biodegradable y biocompatible, por lo tanto, podrian revalorizarse como materia
prima para la obtencion de diferentes productos a base de queratina con mayor
valor agregado, tales como, peliculas, esponjas, hidrogeles, entre otros, con
potencial aplicacion en diversas industrias como la alimentaria, agricola,
biomédica, farmacéutica y cosmética. Teniendo en cuenta la disponibilidad y el
valor de la biomasa surge el interés de proponer alternativas tecnologicas para
la obtencidén de queratina y biomateriales a base de la proteina, mitigando los
efectos negativos a nivel ambiental que pueden generar el sector productivo
avicola.

En el presente trabajo de tesis se presentan la aplicacion de alternativas
tecnologicas para el aprovechamiento de residuos de la industria avicola en la
obtencion de queratina y productos derivados con mayor valor agregado,
mitigando los efectos negativos a nivel ambiental que pueden generar dichos
residuos. Se propuso la utilizacion de reactivos menos contaminantes/toxicos,
con menores efectos nocivos para el manipulador y el medio ambiente a los
convencionalmente empleados. Se buscd optimizar las condiciones
(temperatura, tiempo de reaccién, concentracién de los reactivos, etc.) de los

diferentes procesos de obtencidén en funcion de aumentar los rendimientos y



minimizar los costos. Entre estos procesos ensayados se encuentran la
reduccion con sulfuro de sodio, la hidrdlisis alcalina con hidréxido de sodio;
incluyendo modificaciones quimicas entre las que se encuentran la
carboximetilacion con acido monocloroacético y la sulfitolisis oxidativa con Sulfito
de sodio y perdxido de hidrogeno. Ademas, se utilizaron otros agentes quimicos
para impartir caracteristicas funcionales a las proteinas extraidas como la urea,
sulfito de sodio, dodecilsulfato sddico. Se destaca la importancia de las
condiciones de proceso en las metodologias de solubilizacion de plumas de
pollo, donde la temperatura y el tiempo demostraron ser factores clave para
mejorar el rendimiento de solubilizacion y el contenido de proteina soluble. Se
encontré que aplicar la temperatura de 60 °C durante 1 h en los procesos de
reduccion con Na2S (Red 1) y NaOH (H1) resulta en un mayor rendimiento de
solubilizacién y contenido de proteina soluble. Las metodologias Red 1 y H1
demostraron los mayores porcentajes de rendimiento de solubilizacién
(%Plumasol > 83 %) y proteina soluble extraida. Para ambos casos, se observo
una ruptura significativa de los enlaces disulfuro presentes en la queratina,
alcanzando aproximadamente un 50%. Mediante la modificacidn quimica
utilizando acido monocloroacético (MCA), se logré la modificacion de los grupos
-SH libres. La concentracion de MCA al 0,5 %m/v produjo una modificacién mas
notoria en comparaciéon con el MCA al 0,2 %. Las metodologias Red 1y H1 se
perfilan como opciones viables y econdmicas para reemplazar la metodologia
convencional con el uso de reductores menos amigables con el ambiente como

el 2-Mercaptoetanol.



El analisis térmico utilizando Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) reveld
diferencias en las temperaturas y entalpias de desnaturalizaciéon de las
fracciones que componen las plumas de pollo. Estas diferencias se atribuyeron
al ordenamiento molecular y empaquetamiento de la estructura de queratina, que
variaron segun la biomasa de partida y la fraccion analizada. Los derivados de
queratina, tanto los modificados como los no modificados, mostraron una alta
resistencia térmica, con transiciones térmicas en el rango de 150 a 250 °C. La
caracterizacion de la estructura mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) confirmd la presencia de picos caracteristicos
asociados a diferentes fracciones de la molécula de queratina en los productos
en polvo obtenidos mediante las metodologias de reduccion e hidrolisis, con o
sin etapa de modificacion. Ademas, se identificaron los principales grupos

funcionales (C-S y S-H) en los productos resultantes.

Uno de los ejes centrales del trabajo fue la modificacion de metodologias de
solubilizacién de la biomasa en busca de procesos viables, economicos y
escalables; para este fin se buscd sustituir la etapa de dialisis (dificil de
implementar a nivel industrial) por fases de lavado/precipitado. Este cambio se
aplicé a las metodologias de reduccion con NazS e hidrolisis con NaOH y
permitieron la correcta obtencion de los derivados de queratina. Se destaca que
estos productos tendrian posibles aplicaciones ambientales, no siendo necesario
una purificacidon exhaustiva de la proteina.

En una segunda etapa, a partir de la queratina soluble se propusieron
metodologias para el disefio de materiales eco-compatibles como esponjas de

queratina, usando el secado por liofilizaciéon que permite la formacion de matrices



gracias a la capacidad autoensamblante 3D de la queratina. Las metodologias
aplicadas fueron: sulfitolisis, dialisis y liofilizacién.

Las condiciones de procesamiento se ajustaron para lograr materiales con una
estructura 6ptima y un mejor rendimiento. Se aplicé autoensamblado 3D para
formar matrices porosas utilizando etapas de didlisis y secado por liofilizacion.
Se introdujo una metodologia alternativa con mezclas de L-cisteina/urea como
agente reductor en un proceso de solubilizacion a tiempos cortos y temperaturas
bajas que no requeria la etapa de dialisis, generando esponjas autoportantes,
compactas, econdémicas y no toxicas.

Las esponjas de queratina resultantes presentaron baja solubilidad en agua a pH
< 9 y alta estabilidad térmica. El analisis de sorcion indico que el agua era
absorbida en multicapas, y el modelo de GAB ajust6 satisfactoriamente los datos
experimentales. El analisis estructural por FTIR-ATR confirmé la conservacion
de los principales grupos funcionales de la queratina y detecté cambios quimicos

generados por los tratamientos.

Los biomateriales de queratina en formato de esponjas permiten aprovechar las
propiedades del biopolimero proteico en aplicaciones tecnolégicas ambientales
como el control de derrames de sustancias de caracter oleoso como crudo en
fuentes hidricas, contribuyendo a subsanar el impacto negativo por
contaminacion de diferentes sectores industriales.

La cinética de sorcion de crudo de las esponjas de L-cisteina/Urea utilizadas (con
una geometria definida), mostré que el equilibrio se alcanzaba en 15 minutos, lo
que defini6 el tiempo de contacto minimo. En particular, las esponjas
demostraron un alto rendimiento como absorbentes para la contencién de

derrames de crudo, con capacidad de absorcion y retencion efectivas. Esto tiene



implicaciones en la revalorizacion de las plumas como biomasa y en la mitigacion

de danos socio-ambientales por derrames de crudo.

En resumen, este trabajo de investigacion es de suma importancia en el campo
de la revalorizacién de residuos agroindustriales y la generacién de nuevos
biomateriales. La produccion masiva de plumas de pollo en Argentina y su
aprovechamiento para la obtencién de esponjas de queratina de alto valor
agregado resulta un logro significativo. La adopcion de metodologias menos
agresivas y mas sostenibles para la solubilizacion de queratina ha demostrado
ser viable y efectiva, reduciendo el impacto ambiental y los riesgos asociados a

agentes quimicos convencionales.

Este estudio presenta una alternativa tecnoldogica en la producciéon de
biomateriales a base de queratina, no solo abordando la problematica de
residuos de la industria avicola, sino también generando materiales con multiples
aplicaciones posibles en diferentes industrias, desde la alimentaria y agricola
hasta la biomédica y cosmética. La produccidon de esponjas de queratina con
caracteristicas funcionales y su alto desempeno en la sorcion y retencion de
sustancias oleosas, como el crudo, abre nuevas perspectivas para la mitigacion

de impactos ambientales causados por derrames industriales.

Finalmente, este trabajo de tesis contribuye al desarrollo de soluciones
ambientales y tecnoldgicas integrales, al mismo tiempo que proporciona un
ejemplo de cémo la revalorizacidon de residuos agroindustriales puede generar
impactos positivos en diversos ambitos, mejorando la sostenibilidad de la
industria avicola, reduciendo la contaminacion ambiental y ofreciendo nuevos

productos con aplicaciones beneficiosas en multiples sectores.
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1. Introduccion

El rapido crecimiento de la industrializacion y urbanizacion para cumplir las demandas
de consumo actuales conllevan al aumento sostenido en la generacion de residuos.
El aprovechamiento de las biomasas de residuos de diferentes sectores industriales
para la obtencidn de productos con alto valor agregado constituye un reto de gran
interés, de cara a cambiar los modelos de produccion tradicionales de economia lineal
basados en “usar, hacer y desechar”, por modelos que integren el impacto
ecologico y social a los procesos productivos.

En las ultimas décadas la economia circular ha tomado mayor relevancia
presentandose como una estrategia de aprovechamiento y maximizacion de los
recursos para la produccion donde prima la reduccion, la reutilizacion y el reciclaje.
La principal caracteristica es que el residuo se convierte en recurso, todo el material
biodegradable vuelve a la naturaleza y el que no es biodegradable se reutiliza. Hay
un creciente interés y necesidad en todo el mundo por disminuir la manufactura y
consumo de productos derivados del crudo y por usar fuentes renovables y mas
sustentables para la generacion de productos biodegradables y no toxicos.

Las biomasas fuente de queratina son colectadas en grandes cantidades de los
frigorificos, curtiembres, industria de la lana y textil, entre otras, los altos niveles de
generacion y las escasas estrategias para la correcta disposicién de estas biomasas
pueden afectar significativamente las condiciones ambientales y de la calidad de vida
de las poblaciones circundantes. Es imperante la innovacion en metodologias
apropiadas y econdmicas para el aprovechamiento de residuos industriales, como la
sintesis de biomateriales que puedan ser aplicados en el manejo de contaminantes
vertidos a fuentes hidricas que afectan el ecosistema y la calidad de vida de las

poblaciones.
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1.1 Laindustria avicola

El sector avicola presenta una tendencia de crecimiento sostenida a nivel mundial,
impulsada por el crecimiento demografico y los procesos de urbanizacion; el
desarrollo y la transferencia de nuevas tecnologias de alimentacién, faenado vy
procesamiento han mejorado la inocuidad y la eficiencia del sector (FAO, 2023).

La produccion mundial de carne de pollo alcanz6 100,5 millones de Tn en el 2021,
con un incremento de 3,6 % respecto del afio anterior, liderando el mercado mundial
los Estados Unidos, Brasil, China y Unién Europea (UE). La Argentina ocupa el puesto
numero 8° en la produccion mundial, con una participacion total del 2,2 % (Ministerio

de Agricultura, ganaderia y pesca (MAGyP, 2021)).

1.1.1 Produccion nacional

En Argentina, la industrializacion de aves de corral es una practica cotidiana debido
a su alta rentabilidad y la elevada calidad de los productos avicolas. La poblacién
promedio de aves industriales en Argentina es de 139 millones, el 71,3 % corresponde
a pollos de engorde, el 27 % a gallinas de postura, un 1,6 % a reproductores padres
y abuelos de ambas lineas genéticas (SENASA, 2020). La produccion avicola
nacional se encuentra distribuida en las provincias de Entre Rios (44,43 %), Buenos
Aires (42,43 %), Cordoba (5,10 %), Santa Fe (4,20 %) y Rio Negro (2,84 %) (MAGyP,

2021).

1.1.2Faena y produccion de carne aviar

En el afio 2019 la faena nacional de aves en establecimientos con habilitacion de
SENASA fue un 6,4 % mayor a la reportada en el 2018; presenté una distribucion del
51 % y 36 % en las provincias de Entre Rios y de Buenos Aires respectivamente

(Figura 1.1) (MAGyP, 2021).
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Evaluacion anual de la faenade aves Distribucion de la Faena por
(2018-2019) Provincia en % (2019)
90,000
80,000 i Entre Rios (51 %)

70.000 M Buenos Aires (36 %)

60.000 - _|Santa Fe (5 %)

50,000  Rio Negro (3 %)

miles de cabezas

40.000

i Cordoba (3 %)

30,000 i Mendoza (1 %)
id Salta (1 %)

id Jujuy (0,3 %)

. La Rioja (0,3 %)

Figura 1.1 Evaluacién anual de la faena de aves periodo 2018 - 2019 y distribucién
por provincias en Argentina. (Fuente: Elaborado por Area Avicola, Dir. de Porcinos,
Aves de Granja y No Tradicionales — SSG — MAGyP con datos de SENASA)

La produccién de carne aviar estimada a partir de la faena en establecimientos con
habilitacion nacional, provincial y municipal, para el 2019 alcanzé 2.207 miles de Tn,
6,7 % mas que en 2018. Ademas del crecimiento sostenido del consumo interno,
también es importante la exportacion constante a distintos paises, principalmente
China, Sudafrica, Chile, Arabia Saudita, Angola, entre otros (SENASA, 2018).

Las exportaciones totales avicolas en el 2019 se distribuyeron principalmente en un
35 % China, 13 % Sudafrica, 8 % Chile, 6 % Vietnam, Rusia y Colombia con 4 % cada
uno. El 26 % restante corresponde a Cuba, Arabia Saudita, Angola, Yemen y Hong
Kong, entre otros (Ministerio de Agricultura, ganaderia y pesca (MAGyP), 2020).

Por lo anterior, el pais se ubica como un gran generador de subproductos de esta
industria, siendo las plumas un residuo sélido critico que representa un grave

problema para su disposicion final.



Capitulo | Introduccién

1.1.3 Residuos de la industria avicola

Los contaminantes potenciales de la industria avicola se generan en las diferentes
etapas del proceso; los residuos derivados de la incubacion como la gallinaza o guano
(excrementos de aves), materiales de construccion de las camas (aserrin, paja,
cascarillas de arroz, etc.) y mortalidad en las granjas. En la etapa de faenamiento y
procesamiento de las aves se generan otros residuos como las aguas residuales, los
biosolidos y los despojos como las visceras, picos y plumas de los animales faenados
(Williams, 2013). La mayoria de estos subproductos pueden ser valiosos si se
manejan de manera adecuada y pueden ser fuentes de nutrientes organicos e
inorganicos de gran valor, independientemente del tamafo de la parvada; en caso
contrario, son vectores de insectos, parasitos y agentes patdégenos (Williams, 2013).
El manejo de los subproductos avicolas se centra en la calidad del suelo, el agua
(degradacion de las aguas superficiales y subterraneas debido a los nutrientes y
microorganismos patdégenos presentes en los desechos avicolas) y el aire (emisiones
de amoniaco, sulfito de hidrogeno, compuestos organicos volatiles y polvo). Uno de
los principales residuos generados en el sector avicola son las plumas; se
caracterizan por ser de dificil degradacién y cuya disposicion final representa un
importante problema ambiental. Entre el 7 y el 10 % de la produccion de carne de
pollo corresponde a los residuos de plumas, alcanzando mas de 8 - 9x10 ° Tn/afo
(Ningthoujam y col., 2018; Kumar Kumawat y col., 2018).

Los métodos como el quemado y enterrado son utilizados para la disposicion final de
plumas (Fan y col., 2008). Sin embargo, estos procesos son poco amigables con el
medio ambiente debido a que generan gases contaminantes y requieren de grandes
lotes de tierra para el relleno de las plumas, siendo su descomposicion muy lenta a

causa de la resistencia que ofrece la queratina (Fan y col., 2008). En menor
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proporcion este residuo se destina para la alimentaciéon animal mediante un proceso
de esterilizacion a elevada temperatura y presion (80-140 °C en medio acido o
basico), seguido de un secado y molienda, produciendo polipéptidos solubles en
agua, oligopéptidos, e incluso aminoacidos libres. Este proceso es costoso y ademas
tiene como principal inconveniente que se puede causar la destruccién parcial o
completa de ciertos aminoacidos esenciales como la lisina, metionina y triptéfano,
formando otros aminoacidos no nutritivos como la lisinoalanina (no es utilizada por los
animales como fuente de lisina), lantionina de cistina y lisina (Ningthoujam y col.,

2018).

1.2 Composicion de la pluma

Las plumas de pollo constituyen en promedio entre el 6 y 7 % del peso del animal y a
su vez estan constituidas aproximadamente por un 91-94 % (base seca; b.s.) de una
proteina estructural llamada queratina (Martelli y col., 2012, Kock, 2006), 1 al 3 % de
lipidos, 8 al 10 % de agua y menos de un 1,5 % de cenizas (Kock, 2006, Tesfaye y
col., 2017). Contienen fracciones insignificantes de fibra cruda (Tesfaye y col., 2017).
La pluma estad conformada por un eje central llamado Calamus (segmento del eje
central desde la union con la piel hasta la aparicion de las barbas), este mismo eje se
conoce como Raquis a partir de las barbas hasta el final de la pluma (7 cm de longitud

en promedio) (Figura 1.2).
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f‘ —P-Raquis (R)

7,

=P Calamus (C)

Figura 1.2 Estructura de la pluma. (C) Calamus, (R) Raquis, (B) Barbas y barbulas
(Adaptado de Martinez-Hernandez y col., 2012).

Cuenta con una estructura secundaria compuesta por Barbas que tienen unidas
estructuras microscopicas terciarias denominadas barbulas, con una longitud de entre
0,3 y 0,5 mm en promedio (Martinez-Hernandez y col., 2012).

La composicion de aminoacidos de las partes de la pluma se presenta en la Tabla 1.1.
Los contenidos de prolina, serina y glicina son elevados, presentan un alto contenido

en cisteina (41-44 residuos/1000 residuos).
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Tabla 1.1 Composicion de aminoacidos de Barbas, Raquis y Calamus de plumas de

pollo (Residuo/1000 residuos). Adaptado de Takahashi y col., (2014).

Aminoacidos Barbas | Raquis | Calamus | Total (®
O,
Q\(D Hidroxiprolina 0 0 0 0
H OH
[@]
8]
W%H Asparagina 53 51 59 63
NHz  NH»
OH O
Hsc/kl/U\OH Treonina 48 45 44 53
NH2z
[w]
“D/TrfLLOH Serina 152 151 143 157
HyN H
Q 0
HZNWDH Glutamina 87 83 83 86
NH»
c"'H
N = Prolina 121 124 104 17
°" ™" Lantionina 0 0 0 -
i
\,) ~on Glicina 115 113 136 115
o
H4C |
2 Toul  Alanina 57 56 74 56
HoN H
o
Hs’\.)\oH Cisteina 44 43 41 42
NH2
CH; O
H:‘.C)\l)LOH Valina 77 75 68 77
NH;
]
CHe” Al OH Metionina 3 5 0 3
H;

(b) total propuesto por Akahane y col., (1977).
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1.3 Queratina

Las queratinas componen un grupo de escleroproteinas con diferentes propiedades
fisicas y quimicas, son de origen animal y constituyen los tejidos de sostén del
organismo de los vertebrados, junto al colageno vy la elastina. Su principal funcién es
prestar servicio de armadura, proteccion y defensa en animales.

Se presentan en forma de microfibrillas, estan formadas por cadenas de aminoacidos
que se enlazan entre si formando fibrillas (Figura 1.3); las fibrillas estan estabilizadas
por una gran cantidad de interacciones no covalentes (fuerzas electrostaticas,
puentes de hidrogeno, interacciones hidréfobas) e interacciones covalentes (enlaces
disulfuro), que deben ser destruidas para una correcta disolucion (Salazar Cedillo,

2013).

Matriz

Filamentos .
intermedios Queratina

Macrofibrilla

Celulas
corticales

Figura 1.3 Estructura de una fibra de material queratinoso.

Tienen alto contenido de cisteina con filamentos intermedios (IFs) las cuales son
elementos del citoesqueleto con 8 a 10 nm de diametro (Arai y col., 1983; Khosa y
col., 2013); los residuos aminoacidicos basicos, acidos y la cisteina estan
concentrados en las regiones N y C-terminales (Belarmino y col., 2012). La queratina
tiene alta resistencia, fuerza y es insoluble en solventes polares, asi como en

solventes no polares. La estabilizacion de la estructura es el resultado de los enlaces
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disulfuro intra e intermoleculares, puentes de hidrégeno y su cristalinidad. Estas
propiedades pueden diferenciarla de otras proteinas fibrosas como las miofibrilares y
el colageno (Schrooyen y col., 2000). En funcién de la cantidad de enlaces disulfuro,
pueden ser clasificadas como materiales queratinosos blandos, flexibles y extensibles
(con pocos enlaces disulfuro), como la epidermis, o duros (con muchos enlaces

disulfuro) como pelos o plumas.

1.3.1 Fuentes de queratina

La queratina es el segundo biomaterial de origen animal mas abundante después del
colageno (Sharma y Gupta, 2016), proveniente de partes de reptiles, pajaros y
mamiferos. Es un constituyente principal de uias, lana, plumas, cuerno y piel, el cual

proporciona fuerza y rigidez (Figura 1.4).

Y ——
r
-~

Fuentes de
Queratina

Figura 1.4 Diferentes biomasas fuentes de materiales queratinosos.
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La industria alimentaria produce millones de toneladas de residuos resultantes del
faenamiento y esquilado de algunos animales. Cerca del 80 % del cabello humano
esta formado de queratina.

1.3.2 Estructura de la queratina

e Estructura primaria: Es la estructura fundamental para la forma tridimensional

de la proteina, una modificacidon en su secuencia aminoacidica puede generar un
cambio en su estructura tridimensional y afectar las funciones biologicas (Salazar
Cedillo, 2013). La queratina tiene altos contenidos de aminoacidos tales como la
glicina, la cisteina, prolina y serina; por otra parte, tiene bajo contenido de lisina,

histidina y metionina (Shavandi y col., 2017).

e Estructura secundaria: A medida que la cadena de aminoacidos de queratina
se va ensamblando, empiezan a tener lugar interacciones entre los diversos
aminoacidos de la cadena. Las estructuras a-hélice y hoja p-plegada surgen debido
al continuo plegado de la estructura de la cadena polipéptidica, que se da por la
formacion de puentes hidrogeno entre el oxigeno de los grupos carboxilo y el

hidrogeno amino (Figura 1.5).

7

Puentes de
hidrégeno=—

o- hélice

Puentes de
hidrc’)geno_

Figura 1.5 Estructura secundaria de la queratina, a-hélice y hoja 3-plegada.

10



Capitulo | Introduccién

Estructura terciaria: La interaccion de los grupos R de los aminoacidos provoca que

la cadena polipeptidica se pliegue dando lugar a una estructura tridimensional. Los
protdmeros de queratina, (cada una de las cadenas de queratina que constituye una
espiral a-hélice) se unen entre si para formar dimeros (par de espirales) (Figura 1.6);
posteriormente, se unen dos dimeros para formar tetrameros, muchas uniones de
tetrameros dan lugar a los protofilamentos (Salazar Cedillo, 2013). Finalmente, la
union de grupos de cuatro protofilamentos forma una protofibrilla (Figura 1.6), la unién
de muchas protofibrillas y su torsién para generar un trenzado forman grandes

moléculas de queratina.

Protémero
(Una espiral a-hélice)

Diprotomero Y x i
(Par de espirales)

Protofilamento 7
(Unién de pares de espirales)

Protofibrilla m
(Unién de tres 0 més espirales) §/7  t Sh o tlh Sho

Figura 1.6 Estructura terciaria de la queratina (Salazar Cedeno, 2013).

1.3.3 Clasificacion de las queratinas
Se pueden clasificar en funcion de la cantidad de enlaces disulfuro y su contenido de

cistina en:

11
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e Queratina suave: se caracteriza por tener pocos enlaces disulfuro, bajo

contenido de cistina, son materiales blandos, flexibles y extensibles, se encuentran
en la epidermis.

e Queratina dura: se caracteriza por tener muchos enlaces disulfuro, alto

contenido de cistina, son materiales mas rigidos y menos flexibles, se encuentran en
estructuras como el pelo, las plumas, uiias, cuernos y tejidos de reptiles y aves.

Otra clasificacion se basa en la prevalencia de estructuras secundarias a-hélice u hoja
B-plegada:

e a-queratinas: se encuentran principalmente en los tejidos suaves de mamiferos
como la lana, el cabello y la piel; su funcién es proporcionar estabilidad y estructura
(Chen y col., 2012). Predomina la estructura a-hélice, estan formadas por cadenas
polipeptidicas a-helicoidales con alto contenido de cisteina y bajo contenido de prolina
e hidroxiprolina (Sharma y Gupta, 2016). Las hélices se estabilizan por interacciones
hidrofobicas e interacciones ionicas, pero ademas su dureza y resistencia depende
del numero de enlaces cruzados disulfuro entre las distintas cadenas polipeptidicas.
Presentan una masa molecular entre 40 — 68 kDa con un diametro entre 7 — 10 nm
(Sharma y Gupta, 2016).

e [-queratinas: estan presentes en los tejidos rigidos como las ufas, cuernos,
plumas, cascos. Predomina la estructura de hoja B-plegada, éstas permanecen
unidas gracias a enlaces intercatenarios por puente de hidrégeno y por interacciones
de Van Der Waals (Chen y col., 2012). Poseen aminoacidos con cadenas laterales
relativamente pequenas, por lo que son ricas en serina, glicina, alanina, lo que permite
que las hojas se situen proximas y tienen bajos contenidos de cisteina, hidroxiprolina
y prolina. Presentan una masa molecular entre 10 — 22 kDa con un diametro entre 3

—4 nm (Sharma y Gupta, 2016).
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Proteina estructural que
principalmente se presenta en
mamiferos, aves y reptiles.

Definicion Un tipo de proteina que se
encuentra en mamiferos.

Proporciona estructuray

estahilidad. Proporcmna rigldez y proteccion.

Plumas, picos de aves, garrasy
escamas de pangolin, epidermis de
reptiles..

Lana, barbas, cabello, cuernos, unas,
€ascos, corneas.

Enlace de hidrogeno intramolecular. Enlace de hidrogeno intramolecular.

Bk Matriz intermedia filamentosa. Matriz amorfa.
Caracteristicas
estructurales Masa molecular 40- 68 KDa. Masa molecular 10— 22 KDa.
7-10nm de diametro. 3 -4 nm de diametro.

Figura 1.7 Resumen comparativo de las caracteristicas de 2 tipos de queratinas:

a-queratinas y las B-queratinas.

1.3.4 Interacciones quimicas de la queratina

La queratina presenta interacciones quimicas como enlaces inter e intramoleculares
entre moléculas polares y no polares que se dan entre los diferentes aminoacidos que
la conforman, y enlaces disulfuro de cisteina intermoleculares. Estas interacciones le
proporcionan propiedades exclusivas que la diferencian de otras proteinas (figura
1.8). Presenta enlaces disulfuro que se dan como la union fuerte entre dos atomos
de azufre de la molécula de cistina; en la molécula de a-queratina suele formar un
puente de este tipo cada cuatro vueltas de la espiral (Salazar Cedillo, 2013). Otras
interacciones presentes son los puentes de hidrégeno, estos se forman por la
atraccion de atomos de elementos electronegativos como el Oxigeno, Nitrogeno y

Flaor con atomos de hidrégeno (polaridad positiva).
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Figura 1.8 Diagrama de interacciones intra e intermoleculares en la queratina. Se
presentan enlaces disulfuro, enlaces iénicos, puentes de hidrégeno e interacciones

hidrofébicas (Adaptado de Shavandi y col., 2017).

La presencia de este tipo de fuerza genera en las a-queratinas que las cadenas sean
helicoides, girando sobre si misma como una cinta enrollada. En las -queratinas es
una de las fuerzas que mantiene unidas las estructuras hoja B-plegada. Entre
aminodacidos se dan enlacen amidicos que permiten formar la cadena principal.
Cuando no se forman enlaces de este tipo, los grupos acidos y basicos libres de las
cadenas laterales que estén cerca uno del otro, pueden originar atracciones entre sus

cargas dando lugar a la formacion de puentes salinos (Salazar Cedillo, 2013).

1.3.5 Composicion quimica de las queratinas

Estas proteinas estan compuestas por un 15 - 18 % de nitrégeno, 2 - 5 % de sulfuro.
Contiene entre 90 y 100 aminoacidos y 10,2 -10,4 kDa, 7 a 15 mol % de residuos de
cisteina, la cual forma los enlaces S-S con otra cisteina (Arai y col., 1983) y forma

cistina por enlaces disulfuro. La presencia de enlaces disulfuro, enlaces hidrofébicos
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y puentes de hidrégeno en la queratina proporciona su fuerza, estabilidad mecanica,
rigidez, y resistencia a la degradacion por enzimas proteoliticas (pepsina, tripsina y
papaina).

El alto contenido de cistina es la caracteristica inusual que diferencia a la queratina
de otras proteinas como el colageno. Los principales aminoacidos presentes en la

queratina son: cistina, prolina, serina y glicina (Fraser y col., 1971).

1.3.6 Queratina de plumas de pollo

La queratina de plumas es una fuente potencial abundante, econémica, amigable con
el ambiente y comercial, tienen aproximadamente un peso molecular de 10,4 kDa
(Schrooyen y col., 2001) y una densidad aproximada de 0,8 g/cm? (Belarmino y col.,
2012). La parte central es rica en residuos hidrofébicos con una conformacion
estructural de hoja B-plegada. El empaquetamiento apretado de la cadena de
queratina en forma de hoja B-plegada y las formas a-hélice da como resultado una
estabilidad mecanica y una resistencia a la protedlisis y a enzimas digestivas tales
como la tripsina y la pepsina. Esto es debido a la reticulacion de las cadenas de
proteinas por los mencionados puentes de cisteina, enlaces disulfuro e hidrogeno e

interacciones idnicas.

1.4 Métodos usados para la produccion de queratina

La obtencién de las queratinas a partir de las diferentes biomasas implica al menos la
escision de los enlaces disulfuro (S-S), rompiendo las microfibrillas para proporcionar
las moléculas de queratina separadas (Schrooyen y col.,, 2007). Diversas
metodologias han sido aplicadas en la extraccion de queratina de biomasas de

plumas, entre las mas utilizadas se encuentran los procesos de reduccién que
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incluyen el uso de tioles como el 2-mercaptoetanol y el Ditiotreitol (DTT), sulfuro de
sodio (Na2S), procesos por sulfitolisis empleando sulfitos, bisulfito o disulfito,
extracciones oxidativas mediante el uso de acidos peracetico o perféormico, asi como
la hidrdlisis alcalina con hidroxidos. En las tablas 1.2 a 1.4 se presentan algunas

metodologias quimicas aplicadas para la extraccion de queratina.

Tabla 1.2 Métodos quimicos de reduccion para la extraccion de queratina a partir de

plumas de pollo.

Tipo de Descripcion de la etapa de R .
! e g eferencia
método solubilizaciéon de plumas
e Urea [7 M]; 2-mercaptoetanol (2-
MEC); SDS Yamauchi y col., (1996)
pH neutron, t= 12 h
. e Urea [8 M]; 2-MEC [0,125 M]
52::“15;2;22 Tris-HCL [0,25 M] Schrooyen y col., (2000)
pH=7-9, T=60 °C
: $'=M5E09;C[?t'2°2”ﬁ't°' (BTT) Sinkiewicz y col., (2016)
e NaxS0,1M Wrze$niewska-Tosik y
T=40-60 °C,t=1h Adamiec, (2007)
Reduccion | 7_oin 105 M) Gupta y col., (2012)
T=30°C;t=6h
con Sulfuro NawS 1500 mM
de sodio | *_Me C’[ oom ] Sharma y col., (2018)
e NazS [128 mM] Poole y col., (2011)
T=30°C,t=1h Poole y col., (2015)
L-cisteina [1, 5, 10 y 20 %]; Urea [8
M]; NaOH parapHa 6,9y 10.5 Xu y Yang, (2014a)
T=70°Ct=24h
e L-cisteina [10 %]; Urea [8 M]
Reduccion | PH>10.5T=70°C; t=12h Ma y col., (2016)
L- cisteina [0.165 M]; Na2S [0,5 M];
con . .
L-cisteina Urea [8 M] Pourjavaheri y col.,
e NaOH [2 M] para pH> 10.5 (2019)
T=40°C;t=6h
L- cisteina [10 %]; Urea [2 M]; SDS
[10 %]; NaOH [15 %] para pH> 10.5 Mu y col., (2020)
T=70°C;t=12h

16



Capitulo | Introduccién

Tabla 1.3 Métodos quimicos de sulfitolisis y oxidacion para la extraccion de queratina

a partir de plumas de pollo.

Descripcion de la etapa de

e . Referencia
solubilizacion de plumas

Tipo de método

Reactivos:

e Urea [8 M]; Sinkiewicz y col., (2017)
e Metabisulfito de sodio [0,5 M]

¢ SDS [0,2 M]

T=50 °C

Sulfitolisis =2h

Reactivos:

e Urea [8 M]

¢ Bisulfito de sodio [0,5 M]
e SDS[0.2 M]

T=50°C

t=2h

Sinkiewicz y col., (2017)

Reactivos:

e Urea [8 M];

e Metabisulfito de sodio [0,2 M]
Sulfitolisis ¢ SDS [0,6 M]

¢NaOH para un pH> 6.5
T=65°C

t=5h

Isarankura Na Ayutthaya
y col., (2015)

Reactivos:

e H202[0,5M; 0,1 M; 0,2 M] Borja Fernandez-d'Arlas
T=50-55°C (2018)

t=2h

Oxidacion
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Tabla 1.4 Métodos quimicos de hidrolisis para la extraccidn de queratina a partir de

plumas de pollo.

Descripcion de la etapa de

e . Referencia
solubilizacion de plumas

Tipo de método

Reactivos:

e NaOH [0,1 M] Grewther y col., (1970)
T=90 °C

t= 15 min

Reactivos:

e NaOH [5 % m/v] Wrze$niewska-Tosik y
T=40°C Adamiec, (2008)
t=2h

Hidrdlisis con Reactivos:
Hidréxido de e NaOH [1 N]
Sodio T= 25°C

t=25h

Song y col., (2013)

Reactivos:

e NaOH[10 g/L] Tsuda y Nomura (2014)
T=120 °C

t=10h

Reactivos:

e NaOH[1 M] Esparza y col., (2017)
T=90 °C

t= 15 min

1.4.1 Otras metodologias de extraccién de queratina

Entre los métodos mas aplicados para la extraccion de queratina a partir de diferentes
biomasas, se encuentran los métodos enzimaticos, este ha sido reportado como
método amigable con el ambiente y el operador, sin embargo, presenta bajos
rendimientos y altos costos de implementacion. Se ha reportado el uso de
microorganismos que producen enzimas del tipo proteasas llamadas queratinasas,
con la capacidad de degradar la cadena polipeptidica de la queratina. Algunas

hidrdlisis aplicando bacterias han sido investigadas, especialmente en la degradacion
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de materiales con alto contenido de [(-queratinas como las plumas (Vines y col.,
2019). Villa, y col., (2013) reportaron el uso de Bacillus subtilis AMR en el tratamiento
de plumas para producir péptidos como ingredientes de productos capilares. A su vez
algunas especies de actinomicetos y hongos degradan las queratinas de plumas de
pollo mediante procesos enzimaticos (Ningthoujam y col., 2018).

Otro método de obtencion reconocido como ecoldgico es el tratamiento hidrotérmico
o explosion de vapor; este consiste en el uso de altas presiones de vapor saturado
para calentar rapidamente la biomasa en reactores continuos o discontinuos (Vines y
col., 2018). Las condiciones comunes de este método son temperaturas entre 180-
230 °C y tiempos muy cortos que pueden variar de 1 a 10 minutos. Se han obtenido
rendimientos de extraccion de 62,5 % trabajando a 600 °C y 0,8 MPa (Ningthoujam y
col., 2018).

El tratamiento por irradiacion de microondas ha sido investigado como alternativa a
los métodos quimicos de extraccion de queratina de lana (Zoccola y col., 2009). En el
procesamiento de plumas para la obtencion de polipéptidos se ha empleado este
meétodo en condiciones alcalinas, presentando los mejores rendimientos cuando se
aplico 800 W y una concentracion de NaOH de 0,5 M durante 10 minutos (Lee y col.,
2016). Para ambos casos, las estructuras desordenadas prevalecen sobre las
estructuras hoja B-plegada.

Otro de los métodos aplicados es la extraccion usando liquidos idnicos son
compuestos salinos con caracteristicas fisicoquimicas como baja presion de vapor,
alta conductividad térmica, inflamable, alta solvatacion y estabilidad térmica (Shavadi
y col., 2017). Han sido reconocidos como solventes amigables con el ambiente (Green
solvents) y son ampliamente usados en diversas actividades como la extraccion de

biomasa o en sintesis organicas, catalisis, electroquimica, entre otros. Es una

19



Capitulo | Introduccién

metodologia mas reciente aplicada en la extraccion de queratina de plumas y lana;
Xie y col., (2005) reportaron que el liquido iénico Cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio
puede ser usado efectivamente en la extraccion de queratina a partir de lana de
ovejas, asimismo, este compuesto ha sido empleado como disolvente de plumas de
pollo (Gupta y col., 2011). En estudios mas recientes, se reportd la aplicacion de
Cloruro 1-alilo-3-metilimidazolio, Cloruro 1-alil-3-metilimidazolio dicianamida,
tioglicolato de colina'y N, N-dimetil-2-aminoetanoil amonio formatato en la extraccion
de queratina a partir de plumas de pollo. Sin embargo, la aplicacion de esta

metodologia incide en altos costos de produccidn.

1.5 Aplicaciones

Queratina es el biopolimero de estructura proteica mas abundante de origen animal,
junto con el colageno. Es un polimero natural que presenta una estructura de cadena
polipeptidica, una estructura de matriz filamentosa, estructura laminar y una
estructura emparedada que va desde la nano escala a la escala de centimetros. La
naturaleza biodegradable y no toxica hace que sea versatil como biopolimero que
puede ser modificado y usado en diferentes formas (geles, recubrimientos, films,
grajeas y nano/microparticulas).

La queratina tiene aplicaciones en ciencias de alimentos, quimica verde, industria

cosmeética y farmacéutica.

1.5.1 Industria cosmética
La queratina hidrolizada ha sido ampliamente aplicada en la industria cosmética, esta
no presenta efectos perjudiciales para la salud humana; se ha reportado el uso como

componente de tratamientos para la piel, unas y cabello como cremas, shampoos,
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acondicionadores, removedores de esmaltes, entre otros. Su funcién es protectora de
los factores mecanicos, quimicos o ambientales. Para que la queratina pueda ser
utilizada en compuestos cosméticos debe ser soluble (Lodén, 2009). La queratina
mas empleada para este tipo de aplicaciones es la de alto peso molecular, debido a
su capacidad formadora de recubrimientos y su hidrofilicidad (Sharma y col., 2018).
Mokrejs y col., (2017) desarrollaron hidrolizados de queratina aplicados en productos

humectantes de la piel.

1.5.2 Industria farmacéutica y aplicaciones biomédicas

La queratina puede ser usada para obtener diferentes materiales con aplicaciones
biomédicas debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad. Entre dichos
materiales se encuentran las peliculas o recubrimientos, esponjas, hidrogeles y
composites, utilizados en ingenieria de tejidos, regeneracion ocular, tratamiento de
heridas (Shavidiy col., 2017). Se han desarrollado peliculas de queratina e hidrogeles
para usar en sistemas de liberacion controlada de medicamentos (Poole y col., 2009;
Yin y col., 2013) y reconstruccion ocular (Reichl y col., 2016).

Otras aplicaciones de los hidrogeles son parches hemostaticos (Aboushwareb y col.,
2009), nano-carriers de agentes quimioterapéuticos (Curcio y col., 2015), tratamiento
y recuperaciéon de piel tras quemaduras (Burnett y col., 2013).

Debido a la capacidad auto-ensambladora de la queratina se pueden obtener
estructuras tridimensionales (3D) como las esponjas, con diversas aplicaciones
biomédicas como servir de superficie para la proliferacion de células, protector de
heridas contra infecciones debido a su poder antibacteriano, desarrollo y crecimiento

de tejidos (Sharmay col., 2018).
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1.5.3 Agronomia y Agroindustria

La queratina y sus derivados pueden ser utilizados por otros sectores diferentes al
cosmeético, farmacéutico y biomédico. Las aplicaciones en la industria alimentaria son
incipientes, aunque es una proteina su perfil aminoacidico presenta bajo contenido
nutricional. La queratina de plumas de pollo tras un proceso hidrolitico puede ser
empleada en algunos casos como fuente de proteina en concentrados proteicos para
alimentacion de rumiantes (Coward-Kelly y col., (2006), Dalev y col., (1996, 1997).
Sin embargo, como biopolimero presenta potenciales aplicaciones en el embalaje de
alimentos. Las peliculas de queratina tienen mayor resistencia al agua que las
peliculas a base de almidones ya ampliamente usadas en la industria, un ejemplo son
las peliculas producidas por Ramirez y col., (2017) a partir de queratina de lana y
acido citrico, con un buen efecto biocida y poca pérdida de queratina cuando se
sumergen en agua.

Karthikeyan y col., (2007) reportaron como potencial aplicacién de hidrolizados de
queratina en la industria del cuero, ya que pueden mejorar el agotamiento del cromo
durante el curtido a un 90 %, asimismo, pueden ser usados como agentes de curtido
y relleno de superficies de cueros como el vientre y de poca sustancia sin incrementar
la carga de los efluentes de la curtiembre. También se ha reportado la aplicacion como
biofertilizante debido a su alto contenido de nitrégeno y azufre (Kornillowicz-Kowalska

y Bohacz, 2010).

1.5.4 Aplicaciones ambientales
La queratina presenta propiedades de sorcion fisica y quimica, lo que la hace un
material atractivo para ser usado como potencial biosorbente de diversos

contaminantes. Se han empleado diferentes formatos como hidrogeles, microgeles,
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criogeles, esponjas y nanofibras, de queratina con propiedades sorbentes se utilizan
para sorber sustancias quimicas como tintes, productos quimicos y contaminantes
organicos de soluciones acuosas para purificar agua contaminada con metales
pesados (Tissera y col., 2020). Asimismo, pueden eliminar compuestos organicos
volatiles (COV) y metales pesados como mercurio (Hg), cobre (Cu), plata (Ag), cadmio
(Cd), plomo (Pb), aluminio (Al), arsénico (As), cobalto (Co) e hierro (Fe) del agua
contaminada (Zhang y col, 2021; Ma y col., 2016).

Las esponjas de queratina son funcionales en el tratamiento de residuos liquidos o
efluentes en la eliminacion y recuperacion de cromo en la industria del cuero. El
mecanismo del proceso de adsorcion y eliminacion de contaminantes en el efluente
esta relacionado con la atraccion electrostatica y las propiedades termodinamicas
(Hussain y col., 2020).

Otras aplicaciones involucran el uso de hidrogeles y nanoparticulas de queratina para
eliminar contaminantes emergentes como la ciprofloxacina (antibiéticos) de los
efluentes cuando se refuerzan con oxido de grafeno (Peralta Ramos y col., 2018).
Una de las aplicaciones mas destacadas de la queratina en formato de esponjas es
la utilizacion de esta en derrames de hidrocarburos y petréleo. Zhoe y col., (2014),
reportaron la obtencion de esponjas de queratina a partir de plumas de pollo, las
cuales presentaron muy buen desempeno en la sorcion de derrames de aceites, con
buena capacidad de retencion del aceite captado.

En la tabla 1.3 se presentan varias aplicaciones de queratina y sus derivados.
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Tabla 1.3 Aplicaciones de queratina y sus derivados en diferentes sectores

industriales.
Sector . s .
industrial Aplicacion Referencia
Cosmético Hidrolizados de queratina para Mokrejs y col., (2017)

usos cosmeéticos.

Farmacéutica y

Peliculas para sistemas de
liberacion controlada de
medicamentos.

Poole y col. (2009)
Yin y col. (2013)

Hidrogeles en parches
hemostaticos.

Aboushwareb y col.,
(2009),

Tratamiento y recuperacion de
piel tras quemaduras.

Burnet y col., (2013).

nano-carriers de agentes
quimioterapéuticos

Curcio y col., (2015)

aplicaciones Xu y col. (2014b)
biomédicas Nanoparticulas y macroparticulas Sundaram y col. (2015)
con aplicaciones farmacéuticas  Yu y col. (2014)
Sharma y col. (2017)
Wang y col. (2016)
Hidrogeles Barati y col. (2017)
Kumaran y col. (2017)
Aplicaciones teerlli(;(ca)gsjeneramon de Saravanan y col. (2013)
) Kumar y col. (2017)
Esponjas de queratina para
tratamiento de. derrames de Zhoe y col., (2014)
aceite.
Fibras regeneradas Xu y col. (2014b)
Micro- y nanoparticulas
Materiales Sun y col. (2009)

Fabricacion de bio-composites.

Flores-Hernandez y col.
(2014)

Spiridon y col., (2012)
Huda y Yang (2008, 2009)

Peliculas y termoplasticos

Reddy y col. (2013),
Jin y col. (2011)
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Agronomia y
Agroindustria

Manejo de residuos mediante
degradacion microbiana.

Vasileva-Tonkova y col.,
(2009),

Syed y col. (2009),
Grazziotin y col. (2006)

Biofertilizantes

Kornillowicz-Kowalska y
Bohacz (2010)

Gurav y Jadhav (2013)
Hadas y Kautsky (1994)
Gousterova y col. (2012)

Suplemento dietario para
rumiantes.

Coward-Kelly y col. (2006),
Dalev y col., (1994),
(1996), (1997)

Procesamiento de cuero.

Sastry y col. (1986)
Sehgal y col. (1986)
Karthikeyan y col. (2007)

Procesamiento textil.

Reddy y col. (2014)
Yang y Reddy (2013)
Reddy y Yang (2007)

Queratinas en formulaciones de
detergentes.

Balakumar y col. (2013)
Manivasagan y col., (2014)

Retardante de fuego

Wang y col. (2014)

Ambientales

Esponjas para la captacion de
aceite.

Zhoe y col., (2014)

Tratamiento de aguas
contaminadas con metales
pesados

Zhang y col, 2021
May col., 2016
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1.6 Planteamiento del problema

La biomasa de plumas de pollo es una fuente abundante, econémica y disponible
para ser aprovechada en la obtencion de queratina; mediante metodologias de
reduccion e hidrdlisis se puede transformar el residuo en biomateriales de distintos
formatos como esponjas, matrices porosas y peliculas.

El uso de reactivos eco-compatibles y econdmicos son una alternativa a los
tradicionalmente aplicados, ademas el reemplazo de la etapa de dialisis por etapas
de lavados y centrifugados conducen a un proceso de obtencion de queratina
escalable a nivel industrial.

Los biomateriales a base de queratina pueden ser utilizados como agentes sorbentes
de contaminantes industriales; su composicion quimica y microestructura permiten
captar y retener hidrocarburos y aceites siendo apto para el control de derrames en

suelo y en agua.

/
Solub|l|zac10n o

\a/ plumas N\ Hidrolizados

\ @

/ -
Recuperacmn / ) o
Q (o} \
de plumas [ 8 5 |
= ransformacion = Polvo
5 | Biomasa 8_
~9 J \ 55 Queratina
Pelicul
Recuperauon eliculas
. . Residuos / solventes
Industria avicola Esponjas

Figura 1.9 Esquema del proceso de aprovechamiento y reutilizacion de plumas de

pollo, residuos de la industria avicola.
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1.7  Justificaciéon general

El aprovechamiento de residuos industriales para generar productos de mayor valor
agregado con aplicaciones tecnoldgicas constituye un tema de gran interés. Argentina
por sus niveles de produccion de carne de aves es uno de los principales generadores
de biomasa de plumas a nivel internacional; se caracterizan por ser de dificil
degradacion y cuya disposicion final representa un importante problema ambiental.
Las plumas de pollo podrian revalorizarse, utilizandolo como materia prima para la
obtencion de diferentes productos a base de queratina con mayor valor agregado,
tales como, peliculas, esponjas, hidrogeles, entre otros, con potencial aplicacion en
diversas industrias principalmente en las industrias alimentaria, agricola, biomédica,
farmacéutica y cosmética. Si bien a nivel mundial el aprovechamiento de residuos
queratinosos (lana, plumas, cascos, pelo, etc.) presenta casos exitosos de vinculacion
y transferencia cientifico-industrial, en Argentina no se reporta actividad productiva
concerniente a la transformacion de estos residuos con miras a la obtencion de la
proteina y generacion de nuevos materiales. Surgiendo en este panorama la
necesidad de proponer y disefar alternativas tecnoldgicas para el aprovechamiento
de residuos de la industria avicola en la obtencién de queratina y biomateriales,
productos derivados con mayor valor agregado, mitigando los efectos negativos a

nivel ambiental que pueden generar de dichos residuos.
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1.8 Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de tesis surge de la necesidad de aplicacion
de nuevas tecnologias alternativas para el aprovechamiento de residuos de la
industria avicola, contribuyendo a la disminucién de la contaminacion ambiental
causada por la biomasa y su manejo convencional.

Se plantea desarrollar metodologias alternativas eficientes y econémicas para la
obtencion de queratina a partir de plumas de pollo, que empleen reactivos menos
contaminantes/téxicos, con menos efectos nocivos para el manipulador y el medio
ambiente; ademas tratando de eliminar las etapas que elevan los costos del proceso
industrial, como la dialisis y permitir el escalado industrial de este proceso. Se buscara
optimizar las condiciones (temperatura, tiempo de reaccioén, concentracion de los
reactivos, etc.) de los diferentes procesos de obtencidn a los efectos de aumentar los
rendimientos. También se propone la sintesis de biomateriales en formato de
esponjas a partir del biopolimero para utilizar como material sorbente en el control de

derrames de crudo y aceite.
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Capitulo Il. Técnicas de analisis de plumas y queratina

En el presente capitulo se presentan los fundamentos de las principales técnicas
y metodologias empleadas para caracterizar las plumas de pollo y los productos

de queratina obtenidos.

2.1. Adecuacion de plumas de pollo

Se utilizaron plumas de pollos parrilleros de 49 dias promedio de faena, lineas
COBB y ROSS producidos por reproductoras pesadas, las cuales fueron

provistas por Domvil SA - Frigorifico Aveguay de Entre Rios, Argentina.

Las plumas de pollo se recibieron congeladas e inmediatamente se procedio a
su adecuacion. En una primera etapa, se realizaron lavados consecutivos con
agua corriente a 40 °C y detergente comun con agitacién constante, retirando el
material extrafio como palos, piedras, restos de tejidos, picos, fibras, etc.
Posteriormente, se realizé un ultimo lavado con una mezcla de agua destilada-
etanol 96 % (50:50) con el fin de retirar cualquier residuo de detergente. Las
plumas lavadas se filtraron y escurrieron retirando la mayor cantidad de agua
posible; luego se distribuyeron en bandejas de aluminio y se secaron en estufa
por 24 h a 30 °C.

En una segunda etapa las plumas se cortaron y molieron en un molino ciclon y
se desengrasaron usando 100 mL de éter de petroleo (Anedra) por cada 10 g de
pluma seca, por un tiempo de 4 h con agitaciéon constante. Se filtré y removio el
exceso de solvente y las plumas se secaron bajo campana a temperatura
ambiente por 2 h y luego en estufa a 30 °C por 24 h. El solvente se recupero
posteriormente en un rotavapor a 40 °C. Finalmente, las plumas acondicionadas
fueron empacadas en sobres de papel aluminio y almacenadas a 20 °C hasta el

proceso de extraccion.
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El procedimiento usado para la adecuacion de las plumas de pollo se muestra

en la Figura 2.1.

Lavado 1: Mezcla
agua/detergente (40°C)

Lavado 2: Mezcla
agua/detergente (40°C)

Filtrado

Secado (24 h, 30°C)
Reduccion de tamano
Molienda fina

Desengrasado

'
j i
vi, b AP
Filtrado

Secado (24 h, 30°C)

Almacenamiento (20°C)

Figura 2.1. Etapas del proceso de acondicionamiento de las plumas de pollo.

2.1.1 Fraccionamiento de las plumas

Con el fin de comprobar la heterogeneidad del material de partida las plumas se

dividieron manualmente en las barbas (B), el calamus (C) y el raquis (R) (Figura

2.2). Cada parte de la pluma se adecud segun el procedimiento anteriormente

descrito (Figura 2.1).

Barbas

Calamus

Raquis

Figura 2.2. Partes de la pluma de pollo: Barbas, Calamus y Raquis adecuados.
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2.2 Caracterizacion de las plumas de pollo

2.2.1 Humedad

El contenido de humedad de las plumas de pollo previamente adecuadas se
determindé mediante el método gravimétrico. Las plumas se secaron a 1051 °C
hasta alcanzar peso constante en una estufa Sanjor serie SL DB (Buenos Aires,
Argentina). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado. El porcentaje de

humedad (H (%)) se calculé mediante la ecuacién (2.1):

H(%) = [(mi —mf)/mi] * 100 (Ec. 2.1)

donde, mi es la masa de las plumas previo al secado (g) y mr es la masa seca

final (g).

2.2.2 Determinacion del contenido de cenizas
El contenido de cenizas se determind por diferencia de peso después de la
combustiéon de la biomasa en una mufla. Se pesaron 0,1 £ 0,01 g de las plumas
de pollo secas y desengrasadas, se dispusieron en una capsula de porcelana
previamente secada y tarada. Se procedid a calcinar la muestra sobre un
mechero de triangulo con malla de amianto; posteriormente, la muestra calcinada
se llevo a la mufla por 12 h a 650 °C hasta alcanzar cenizas blancas. El contenido
de cenizas fue calculado segun la ecuacion 2.2, en relacion con la masa original
de plumas en base seca y la masa remanente tras el proceso de combustion.
Cenizas (%) = [(mi —mc)/mi] * 100 (Ec. 2.2)
donde, m; es la masa de las plumas previo al secado (g) y mc es masa seca final

del proceso de combustion (g).
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2.2.3 Determinacion del contenido de proteina cruda

El contenido de proteina cruda (total) de las plumas de pollo se determiné por el
método de Kjeldahl (AOAC 991.20; 2010); este método cuantifica el nitrégeno
total que proviene principalmente de las proteinas y usando un factor de

conversion se puede determinar el contenido total en la muestra analizada.

Procedimiento:

Etapa de digestién: A una masa de 0,1+0,01 g de plumas previamente

acondicionadas se agregaron 5 g de mezcla catalizadora (sulfato de potasio
anhidro (K2SO4) y sulfato de cobre pentahidratado (Cu2S04.5H20) en relacién
masica de 10:1) y 15 mL de acido sulfurico concentrado (H2SO4) en un digestor

BUCHI (K-435, Suiza).

Etapa de destilacion: la muestra digerida se traslada a un destilador

semiautomatico (BUCHI K-350, Suiza), donde se le adiciona 15 mL de agua
destilada y 15 mL de NaOH 32 % (m/v) hasta alcalinidad neta, para proceder a
liberar el amonio (NH4") en forma de amoniaco (NHs). El NHs se destilé por
arrastre de vapor de agua y se recolecté en 50 mL de acido borico (HsBOs; 4 %
m/v) en presencia de indicador de Mortimer (rojo de metilo y verde de
bromocresol). La destilacion se realizé hasta que la solucion vir6 al verde azul y
se titulé con acido clorhidrico (HCI) 0,1016 N previamente valorado hasta que el
color viré a un rojizo claro inicial. Se realizé un blanco para evaluar la posible

presencia de compuestos nitrogenados en los reactivos empleados.

El porcentaje de Nitrégeno se calculé empleando la ecuacion 2.3:

(Vm—-Vb)*N*0.014 "

%Nitrdgeno total = 100 (Ec. 2.3)
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donde, Vm es el volumen de acido gastado para valorar la muestra (mL), Vo el
volumen de acido gastado para valorar el blanco (mL); N es la normalidad del

acido, 0,014 es el peso de un meq de Nitrégeno, m es la masa de la muestra (g).

Para la determinacion del porcentaje de proteina cruda (% p/p) a partir del de
nitrégeno total (% m/m, Ec. 2.3) se requiere un factor de conversién empirico,

Fy_p (Ec. 2.4). Para las plumas y sus derivados utilizamos Fy_p= 6,25.

% Proteina total = %N total * Fy_p (Ec. 2.4)

2.2.4 Determinacion de proteina soluble

Se uso6 el método colorimétrico para determinacion de proteinas de Biuret, el cual
se basa en la formacion de un complejo coloreado entre el Cu?* y los grupos -
NH de los enlaces peptidicos en medio basico. Un catién Cu?* se acompleja con
cuatro grupos —NH (Figura 2.3), dando como resultado el complejo Cu-Proteina
de coloracion violeta. La intensidad de coloracion es directamente proporcional
a la cantidad de enlaces peptidicos, por ende, a la concentracién de proteina de
la muestra estudiada. La reaccion es bastante especifica, de manera que pocas
sustancias interfieren.

El reactivo de Biuret se preparé disolviendo 1,5 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CUSO4.5H20) y 6 g de tartrato de sodio y potasio
(KNaC4H406.4H20) en 500 mL de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH; [10

%m/v].
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= b 10-H

= < T L
L

#hm |

/ :f‘i—H \

H
Reactivo de Biuret Queratina Formacidn del complejo Cu-Proteina

(NaOH [10 % p/v]) Soluble Coloraci6n violeta

Figura 2.3. Reaccion del reactivo de Biuret en medio basico, formacion del
complejo violeta Cu-Proteina.

Se construyo la curva de calibracion a partir de las absorbancias medidas para
concentraciones conocidas de proteina patron en el rango de 0 a 2,0 mg/mL. El
estandar de proteina se preparo diluyendo 10 mg/mL de albumina Sigma Aldrich

en el solvente de obtencion del producto derivado de queratina.

0.7 -
06 -
o5 LT

04- T
03 e
------ y =0.263x + 0.0082

0.2 - : R*=0.998

Absorbancia (550 nm)

0.1 - -

0.0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Concentracion proteina (mg/ml)

Figura 2.4. Curva de calibracion Reactivo de Biuret; Patron Albumina.

Para la reaccion con los derivados de queratina, se centrifugaron 1 mL de
muestra durante 10 min a 13000 rpm y 25 °C en una microcentrifuga (5415D
Benchtop, Eppendorf). Se tomd 0,3 mL del sobrenadante y se traspaso a un tubo
de ensayo al cual se adicion6 0,2 mL de agua destilada y 2 mL del Reactivo de
Biuret (NaOH [10 % m/v]). La reaccion se agitd en vortex por 10 s cada tubo y
se incubd a 25 °C durante 30 minutos. La absorbancia se leyé en un
espectrofotometro UV mini-1240 UV-Vis (Shimadzu Scientific Instruments,

Japodn) a una longitud de onda A= 550 nm.
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2.2.5 Determinacién de turbidez
La turbidez se refiere a la reduccion de la transparencia de una sustancia o
mezcla liquida debido a la presencia de particulas en dispersion. Esta
fundamentada en la relacion entre la intensidad de la luz incidente y la luz
dispersada por el medio mediante la ley de Lambert-Beer, en la que la turbidez
es proporcional a la concentracion de particulas (Acebo-Gonzalez y Hernandez-
Garcia, 2013).
La estabilidad de los derivados de queratina soluble se siguio a través de la
formacion de agregados proteicos utilizando la medida de turbidez. Para
determinar la turbidez de los derivados solubles de queratina obtenidos, se midid
la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en cubetas de vidrio de 1 cm
de paso Optico (c) en un espectrofotometro UVmini-1240 UV-Vis (Shimadzu
Scientific Instruments, Japon), segun el procedimiento experimental propuesto
por Tonin y col. (2010).
La turbidez (t) se puede calcular midiendo la transmitancia (T) a 540 nm
mediante la ecuacién 2.5 (Tonin y col., (2010):

T=—(nT)/b (Ec. 2.5)
Donde b es la longitud del paso éptico (1 cm).
Como la absorbancia (Abs) se relaciona con la Transmitancia (T) mediante la

expresion Abs = -log T, la absorbancia es proporcional a la turbidez.

2.2.6 Grado de modificacion (Determinacion de sulfhidrilos):
El grado de modificacion para los derivados de queratina se determiné mediante
el ensayo de DTNB (Reactivo de Ellman: 5,5 -ditio-bis acido 2-nitrobenzoico). En

la reaccién de reduccion del reactivo de Ellman (Figura 2.5), el DTNB reacciona
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con un grupo sulfhidrilo libre para producir una mezcla de un disulfuro mixto y
TNB (acido 2-nitro-5-tiobenzoico); el TNB es una especie libre coloreada que

presenta un alto coeficiente de extincion molar en el rango visible.

' 0 0 0
0 0 0 0
0 I’O " I\\ ¢ k} " I,O " /,O
+ - — =5 i - ¥
S 7 " b EJ ‘ My T o
N S 0 0 0
0 DTNB* Mezclade Disulfuros TNB*

Figura 2.5. Reaccién de reduccion del reactivo de Ellman en presencia de

grupos sulfhidrilos libres.

Con esta determinacion se compard el contenido de grupos libres —SH
remanentes tras la modificacion (incluyendo la cantidad de enlaces disulfuro
presentes) con el contenido de —SH (incluyendo la cantidad de enlaces disulfuro)
previo a la modificacion. El contenido tedrico de grupos —SH y enlaces disulfuro
en queratina nativa (basado en la cantidad de residuos presentes de
cistina/cisteina) es cerca de 700 pmol grupos cisteina/g queratina (Schrooyen y
col., 2001).

Se tomo una alicuota de 100 yL de cada muestra y se les adiciond 2,4 mL de
una solucion que contenia 8 M de urea, 50 mM Tris, 3 mM EDTAy 10 mM de
DTNB a pH a 8,0. Posteriormente se midio la absorbancia a una longitud de onda
A= 412 nm en un espectrofotometro UVmini-1240 UV-Vis (Shimadzu Scientific

Instruments, Japon).

La determinacion del contenido de sulfhidrilos libres se realizé calculando la
concentracion molar a partir de la ecuacion de Lambert simplificada de la Ley de

Lambert- Beer (Ec. 2.6):
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A=c¢.c.b (Ec. 2.6)

donde, A es la absorbancia medida de la muestra, ¢ es la concentracidn molar

(mol/L), b el camino 6ptico medido en cm y &€ es el coeficiente de extincion molar

teorico de 13600 M™'cm™ (Schrooyen y col., 2000).
El grado de modificacion se calculé usando la ecuacion 2.7:

%Mod = 100 * (Css — Cssmoa)/Css (Ec. 2.7)
donde, Css es el contenido de enlaces disulfuro presentes en la muestra sin
modificar y Cssmoas €S €l contenido de enlaces disulfuro presentes en la muestra

tras la modificacién quimica aplicada.

2.2.7 Liofilizacion de la queratina

Para la obtencion de la queratina en polvo y biomateriales a partir de queratina
se incluyo la etapa de secado por liofilizacion; es un método de deshidratacion
que involucra la congelacion del agua presente en el material, seguido de la
deshidratacion por sublimacion del hielo minimizando las reacciones de deterioro
como consecuencia de la reduccion de la actividad acuosa. Las bajas
temperaturas del proceso menores a la temperatura ambiente permiten obtener
productos termolabiles (propensos a cambios de estructura, textura) con un dafio
minimo (Barbosa-Canovas y col., 2000). El proceso consta de 3 etapas
principales (Figura 2.6), partiendo de la congelaciéon de los materiales que se
realiza por debajo de la temperatura de solidificaciéon, formando los cristales de
hielo, seguido de la etapa de secado primario en donde las moléculas subliman
y pasan a la fase vapor, disminuyendo la temperatura del producto congelado.

Durante esta etapa el secado es rapido y se consume gran cantidad de calor
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latente de sublimacidn durante el cambio de estado, generando una capa porosa.
El proceso finaliza con el secado secundario donde el agua parcialmente ligada
al material es removida por desorcién. El producto debe mantenerse a
temperaturas por debajo de los 30 °C para evitar el colapso, proteger la

composicidn y mantener sus caracteristicas texturales.

Congelaciéon Secado primario Secado secundario
T < Tsolidificacion l - *l'
Sublimacion Remocion de agua
de hielo (desorcion)

Calorlatente
{Lsubhmamn'n,

Remocion de agua

Temperatura (°C)

Figura 2.6. Etapas del proceso de liofilizacién (Adaptado de Barbosa-Canovas
y col., 2000).

2.3 Metodologias de caracterizacion aplicadas a los productos derivados

de queratina

2.3.1 Evaluacion del peso molecular de los derivados solubles de
queratina mediante electroforesis

La electroforesis SDS-PAGE es un método de separacion de proteinas util para
la visualizacion y separacion de preparaciones de proteinas en pequeia escala;
permite la determinacidon experimental de propiedades como el punto isoeléctrico
y el peso molecular (PM) de una proteina.
Se define como el movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico, la
velocidad de migracion dependera de la intensidad del campo, la carga neta,
tamano y forma de las moléculas, es decir, las proteinas con mayor peso
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molecular migran mas lento que las de menor peso molecular. Otros factores
como la fuerza idnica, viscosidad y temperatura pueden influir en la velocidad de
movimiento de proteinas.

El peso molecular de los derivados de queratina obtenidos se evalué mediante
el protocolo de electroforesis en gel de Tricina/SDS-PAGE de acuerdo con el
protocolo de Schagger y Jagow (1987).

La queratina se incubé a 100 °C durante 3 min en un buffer que contenia 50 mM
Tris, de SDS 4 %, de glicerol 12 % (m/v), colorante Serva blue G (0,01 %) y en
condiciones reductoras adicionando 1 % de DTT.

Se usaron patrones de bajo peso molecular (LMW) GE Health Care contiene 6
referencias: fosforilasa b (97 kDa), seroalbumina bovina (66 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), anhidrasa carbodnica (30 kDa), inhibidor de tripsina (20,1 kDa) y a-lacto
albumina (14,4 kDa). También se usaron patrones de ultrabajo peso molecular
(ULMW) marca BIO-RAD que incluye triosa-fosfato isomerasa (26,6 kDa),
mioglobina (16,95 kDa), a-lacto albumina (14,4 kDa), aprotinina (6,51 kDa),
cadena B de la insulina (3,5 kDa) y bacitracina (1,4 kDa).

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 separacién de 16 %;
la electroforesis se inicid a 30 V' y 30 mA hasta pasar el gel espaciador (stacking),
luego se mantuvo constante a 90 V. Para la fijaciéon de las proteinas se us6 una
solucién de metanol 50 % (v/v) y acido acético 10 % (v/v), durante 30 min. Luego,
las proteinas en el gel fueron coloreadas con una solucion de azul de Coomassie

R-250 0,1 % en 30 % (v/v) metanol y 10 % (v/v) de acido acético durante 12 h.
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Finalmente, los geles se decoloraron con una solucién de 10 % acido acético y
30 % metanol por 30 min, seguido de varias inmersiones en metanol 15 % y

acido acético al 5 %.

2.3.2 Isotermas de sorcion

Las caracteristicas de sorcibn de productos agroindustriales juegan un
importante rol en procesos tecnolégicos como el secado, manipulacion,
empaque/embalado, almacenamiento, mezclado, secado por liofilizacion y
estimacion de las condiciones de deterioro. Las isotermas de sorcion de agua
son herramientas termodinamicas importantes para predecir las interacciones
entre el agua y los componentes de la matriz; describen la relacion entre la
actividad acuosa (aw) y el contenido de humedad de equilibrio de la matriz (W¢).
Son utiles en el calculo de las energias de sorcion y proporcionan informaciéon
util para operaciones como el secado, envasado y almacenamiento (Lomauro y
col., 1985). Pueden ser de dos tipos (Figura 2.7.A): las isotermas de sorcién se
obtienen exponiendo un material seco a varias atmosferas de creciente humedad
relativa y midiendo la ganancia de peso debido a la adsorcion de agua; en las
isotermas de desorcion se parte de un material humedo, se lo expone a
humedades relativas decrecientes y se va registrando la pérdida de peso (Al-

Muhtaseb y col., 2002).

Estos procesos no son completamente reversibles y pueden tomar caminos
diferentes, es decir, para un contenido de humedad determinado el valor de
actividad acuosa es menor para la desorcion que para la adsorcion, este

fendmeno recibe el nombre de histéresis (Fennema, 2000).
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Figura 2.7 A) Isoterma de sorcion generalizada (Adaptado de Al-Muhtaseb y
col., 2002). B) Tipos de Isoterma de sorcion (Al-Muhtaseb y col., 2002).

Las isotermas de sorcion pueden ser divididas en tres zonas (Fennema, 2000):

a) Zona de monocapa (I): donde se presenta la maxima velocidad de oxidacién
de lipidos (aw= 0-0,2). El agua presente en esta zona es la mas fuertemente
sorbida y la de menor movilidad (agua ligada). Se comporta como parte

integrante del sélido.

En el limite entre las zonas | y Il corresponde al contenido de humedad de la
‘monocapa de BET”, corresponde aproximadamente a la cantidad de agua
necesaria para formar una monocapa sobre los grupos altamente polares y

accesibles de la materia seca.

b) Zona multicapa (l1): Se presentan interacciones agua-agua y agua-solido.
El agua afadida ocupa sitios de la primera capa que aun permanecen

libres. El agua anadida en el limite de | y Il ejerce una significativa accion
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plastificante, asociada con el comienzo del proceso de solubilizacion vy el
aumento en la velocidad de la mayoria de las reacciones de deterioro.

c) Zona (Ill): Aparicion del agua libre aw = 0,8, tiene capacidad solvente y es
facilmente utilizable por los microorganismos para su actividad biolégica,

crecimiento y multiplicacion.

2.3.3 Analisis del comportamiento térmico de las plumas de pollo y los
derivados de queratina por Calorimetria Diferencial de Barrido

La técnica de calorimetria Diferencial de Barrido (DSC; Differential Scanning
Calorimetry) se basa en la medicion de la capacidad calorifica relativa de un
sistema determinado cuando este sufre una transicién inducida debido a un
cambio térmico aplicado (Beldarrain, 2001).

La técnica consiste en calentar o enfriar a la misma velocidad y de manera
simultanea una capsula que contiene la muestra enfrentada a una capsula de
referencia vacia. Al calentar la muestra se produce una transicion inducida por
la temperatura que absorbe parte del calor suministrado, por lo tanto, la
temperatura de la muestra sera menor que la de la capsula referencia. Con el fin
de mantener las temperaturas constantes, el sistema suministra una potencia de
calentamiento adicional proporcional a la diferencia de capacidades calorificas
entre la muestra y la referencia (Figura 2.8).

En el caso de las proteinas se puede analizar el estado nativo (N) o
desnaturalizado (D) mediante los cambios en la energia involucrada en las
transiciones de plegamiento-desplegamiento de las proteinas mediante sus

cambios conformacionales a causa de la temperatura.
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=3
\NTT

Figura 2.8. Calorimetro diferencial de Barrido Q-100 (TA Instrument) y

esquema del interior del horno.

En la figura 2.9 se muestra un termograma obtenido en el DSC que representa
el flujo de calor vs temperatura para las diferentes partes que conforman las
plumas de pollo (Takahashi y col., 2014), donde se evidencian los picos
endotérmicos correspondientes a la desnaturalizacion. La temperatura en el
maximo del pico (Tp) coincide con la temperatura a la que se produce la

transicion térmica de desnaturalizacién proteica.

PR Flujo de calor (endo)

1 1
100 130 160
Temperatura (°C)

Figura 2.9. Termograma de las fracciones de la pluma de pollo; Barbas, Calamus
y Raquis (—— muestra nativa; - - - muestra pulverizada) (Adaptado de Takahashi
y col., 2014).
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En el presente trabajo de tesis se analizé el comportamiento térmico de las
plumas de pollo y sus fracciones (Barbas, Calamus y Raquis) y de los derivados
de queratina obtenidos a partir de las metodologias de solubilizacion. Las
determinaciones se realizaron en un calorimetro diferencial de barrido DSC Q-

100 (TA Instruments; Estados Unidos).

2.3.4 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) mide la
absorbancia de la luz infrarroja de una muestra y genera un espectro basado en
los grupos funcionales del material. Es un método empleado para determinar las
estructuras especificas de moléculas. Esta técnica ha sido empleada en el
analisis de la estructura y grupos funcionales presentes en la queratina y
productos a base de esta proteina. Los enlaces moleculares que poseen
momento dipolar que puede cambiar por desplazamiento atdomico debido a
vibraciones naturales presentan absorcion de la radiacion IR; estas vibraciones

pueden ser medidas por espectroscopia infrarroja (Baker y col., 2014).

La técnica se basa en la absorcion de la radiacion IR por las moléculas en
vibracion; un rayo de luz infrarroja atraviesa la muestra, y se registra la cantidad
de energia absorbida en cada numero de onda y que corresponde a la inversa
de la longitud de onda expresada en cm'. El espectro infrarrojo obtenido es
consecuencia de la absorcion de la radiacion electromagnética a diferentes
frecuencias que se correlaciona con la vibracion de conjuntos especificos de

enlaces quimicos dentro de una molécula.
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Es una propiedad fisica unica de una molécula, siendo considerado como una
“huella dactilar” para la identificacion del espectro de un compuesto desconocido

por comparacion con un espectro de referencia (Coates, 2006).

En la zona del espectro correspondiente al infrarrojo medio (4000 a 1300 cm™)
se suelen observar una serie de bandas de absorcidn provocadas por las
vibraciones entre 2 atomos de la molécula unicamente. Estas vibraciones derivan
de grupos que contienen hidrégeno o de grupos con dobles o triples enlaces

aislados (Figura 2.11).

c=c £ =g
- C—N
B=in c—==cC
4000 N-H 0O-H 3200 2800 2300 2100 1800 1500  Huella digital
X-H unido a hetero3tomos C-H Triple M Simples
‘ [ } | ‘ ’ [ | [ | \ [ [ | I cm!
4000 3000 2000 ‘ 1000

Figura 2.10. Escala de longitudes de onda del espectro infrarrojo e infrarrojo

lejano y vibraciones asociadas.

La zona del infrarrojo lejano de 1450 a 600 cm™ es la conocida como huella
dactilar (Baker y col., 2014) y esta asociada a la flexion de enlaces CH, CO, CN,
CC, etc.; en esta regidon espectral, pequefias diferencias en la estructura y
constituciéon de las moléculas dan lugar a variaciones importantes en los

maximos de absorcion.

Otras regiones de interés para el analisis de queratina son la Amida | (1690-1600
cm™'); Amida Il (1575-1480 cm™) y la Amida Il (1320 — 1210 cm™") (Barton, 2011);
en la figura 2.11 se muestran los modos de vibracién para la Amida I, Amida Il y

la Amida Il para la a-queratina.
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Figura 2.11. Modos de vibracion para la Amida I, Amida Il y la Amida Il para la

a-queratina (Adaptado de Barton, 2011).

Otros modos de vibracion que estan presentes incluyen los aminoacidos de
cadena lateral que tienen deformacion de C-H (1471-1460 cm'), deformaciones
CH2 y CHs (1453-1443 cm™ y 1411-1399 cm™), y estiramientos de 6xido de
cistina que consisten en los estiramientos asimétricos y simétricos de acido
cisteico (1171 y 1040 cm™), el didéxido de cistina simétrico (1121 cm™) y el

estiramiento monoxido de cistina (1071 cm™') ((Barton, 2011).

Los espectros infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) de los derivados
de queratina en el presente trabajo de tesis fueron obtenidos con un
espectrofotometro IR (Vertex 70, Bruker, Alemania) perteneciente al Centro de

Investigacion y Desarrollo de Ciencias Aplicadas (CINDECA).

Se trabajé en un rango de nimeros de onda desde 4000 a 400 cm™'. Para cada
muestra se colectaron 60 barridos con una resolucién 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). Los polvos de los derivados de queratina se trituraron con bromuro
de potasio purificado y se comprimié hasta formar una pastilla por la cual se hizo

incidir la radiacion IR.
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2.3.5 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) con
Reflectancia total atenuada (ATR)

La espectroscopia FTIR — Reflectancia total atenuada (ATR), conocida también

como Espectroscopia de reflexion interna (IRS), es un método de medida del

espectro IR. En esta técnica, la radiacion infrarroja se dirige a un elemento de

reflexion interna (IRE), el cual es un medio fabricado de un material cristalino con

alto indice de refraccion como el diamante y transmite la radiacion en la regién

espectral de interés (Figura 2.12).

7 |

~ \\ 2
N\
\ N/ /lRE

Reflectanciatotal atenuada (ATR)

Figura 2.12 Reflexién interna total en espectroscopia ATR
(Adaptado, Barton, 2011)

El angulo de incidencia de radiacion IR 6; sobrepasa el angulo critico 8¢.. Cuando
la radiacion incide en la interface entre el IRE y la muestra con un indice de
refraccion menor, se alcanza la reflexion total interna (Barton, 2011). La
reflectancia interna crea una onda evanescente que se extiende mas alla de la
superficie del cristal y penetra s6lo una pequefia distancia dentro de la muestra.
Como las muestras absorben la radiacién IR a ciertas frecuencias, los resultados
de ATR estar atenuados en regiones del espectro donde la muestra absorbe
energia (Barton, 2011). El espectro obtenido no sera idéntico al obtenido por

transmision, se introducen pequefios cambios en la intensidad de las bandas y
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una variacion en la frecuencia. El cambio en la intensidad relativa es conocido y
facilmente corregido con OMNIC software.

La ventaja de la espectroscopia ATR es que es una técnica no destructiva y muy
sensible, se puede utilizar para medir las propiedades de capas de material muy
delgadas o muestras quebradizas, permitiendo el analisis de superficie para
materiales fragiles y con alta absorcion, como las fibras de a-queratina (Barton,
2011).

Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los derivados
queratina en el presente trabajo de Tesis se obtuvieron con un espectrometro,
equipo Nicolet IS10 (Thermo- Scientific) (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
USA) con accesorio de ATR (diamante). Se trabajoé en un rango de numeros 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.

2.3.6 Determinacion de Ila microestructura mediante microscopia

electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM: Scanning electron microscopy)
permite estudiar las caracteristicas microestructurales de la superficie de
diferentes materiales. Su alta resolucion (de 20 a 50 A) y gran profundidad de
foco (aproximadamente entre 100 y 1000 veces mayor que la de un microscopio

Optico a la misma magnificacion) brinda imagenes con apariencia tridimensional.
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Las micrografias SEM de los materiales disefiados en el presente trabajo de
Tesis se obtuvieron con un microscopio FEI, modelo Quanta 200, Holanda

(Figura 2.13) en condiciones de alto vacio.
Fuente de electrones __ @ )
Ll
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Lente condensadora _ d:b
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Apertura de |a lente objetivo
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rf‘

Bobinas de barrido
Circuitos de barrido
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Figura 2.13.A. Diagrama esquematico de un microscopio electronico de barrido
(Kang y col., 2013). B. Camara porta-muestras C. Muestras recubiertas con
oro. D. microscopio electrénico de barrido FEI, modelo Quanta 200 (LIMF,
UNLP).

2.3.7 Analisis textural

El analisis textural desempefia un papel fundamental en la comprension de la
estructura, la composicion y las propiedades mecanicas que influyen en el
comportamiento de un biomaterial. Entre los métodos empleados para evaluar
estas caracteristicas se encuentra el analisis de perfil de textura (TPA, por sus
siglas en inglés, Texture Profile Analysis), esta técnica mide la fuerza y la
deformacion de un material cuando se somete a una carga, permite obtener

informacion cuantitativa sobre varios parametros que definen la textura del
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material como la dureza, la elasticidad y la cohesividad, fundamentales para el

disefo y la optimizacion de productos (Figura 2.14).

Figura 2.14. Texturometro Brookfield PRO CT con una sonda TA4/1000.

Ensayo de TPA para esponjas de queratina.

Entre los parametros de interés se presentan:

La dureza es una medida de la resistencia de un material a la deformacion
plastica o a la penetracion. En el contexto de esponjas, la dureza puede
reflejar la rigidez de la estructura de la esponja y su capacidad para
soportar cargas externas. Se puede definir matematicamente como el
valor de la carga maxima (N) en el ciclo de compresion.

La elasticidad (adimensional) es una medida de la capacidad de un
material para volver a su forma original después de ser deformado. En

esponjas, la elasticidad puede indicar la flexibilidad de la matriz
polimérica. Se determina como el cociente entre LZ/L1 (Figura 2.15).

La cohesividad (adimensional) se refiere a la capacidad del material para
mantener su integridad interna durante la deformaciéon. Es una medida

referente de la fuerza de las interacciones entre las moléculas de un
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material. En el caso de esponjas, esto podria relacionarse con la
resistencia de la estructura a separarse en diferentes partes. Se define

matematicamente como el cociente entre los valores de dureza del ciclo

2 y la dureza del ciclo 1 (Figura 2.15): DCZ/DC1

PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO

Dureza

FUERZA (N)

TIEMPO

A3 Adhesividad

Figura 2.15. Diagrama de un perfil mecanico textural tipico del analisis de
perfil de textura (TPA).

52



METODOLOGIAS DE
SOLUBILIZACION DE PLUMAS
DE POLLO PARA LA
OBTENCION DE QUERATINA




Capitulo lll. Metodologias de solubilizacion de plumas de pollo

para la obtencion de queratina

3.1 Introduccioén

La queratina presente en las plumas de pollo 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 (Gupta y col.,
2012), dificultando la utilizacion de la proteina en diferentes procesos. Para lograr la
solubilizacién es necesario la modificacién de la estructura rompiendo las uniones
intramoleculares como los puentes disulfuro y enlaces de menor energia como los
puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der Waals, sin afectar los enlaces
peptidicos. La reduccion de los puentes disulfuro puede hacerse de diversas formas,
dependiendo del agente reductor empleado.

Existen diversos métodos de obtencion y extraccion de las queratinas a partir de las
diferentes biomasas (Figura 3.1). La extraccion implica al menos la escision de los
enlaces disulfuro (S-S), rompiendo las microfibrillas para proporcionar las moléculas

de queratina separadas (Schrooyen y col., 2007).

3.1.1 Métodos quimicos de reduccion de queratina

La queratina es una estructura estable debido al gran numero de enlaces disulfuro (-
S-S-) en la cadena polipéptidica (Shavadi y col, 2017). El uso de agentes quimicos
que contienen tioles (agentes reductores) disminuyen dicha estabilidad mediante el
rompimiento de los enlaces disulfuro, los puentes de hidrégeno y los puentes salinos
(Gupta y col., 2012), generando una clase de proteinas conocidas como Querateinas

(Vineis y col., 2019).

54



Capitulo lll. Metodologias de solubilizacion de plumas de pollo

para la obtencion de queratina

METODOS DE EXTRACCION DE QUERATINA

Quimicos
Reduccion Oxidacion Hidrolisis
| — L }
¥ ¥
Tioles Sulfitolisis Acido Acido Hidréxido
peracetico perférmico de Sodio

Ac. Tioglicolico
2-mercaptoetanol
Sulfuro de sodio

Sulfito de sodio
Bisulfito de sodio

Figura 3.1 Clasificacion de varios métodos de extraccion quimicos de queratina a
partir de biomasas con alto contenido de materiales queratinosos, como la lana,

plumas y cuernos (Adaptado de Shavadi y col, 2017).

3.1.1.1 Tioles

Varios tipos de agentes reductores han sido empleados en presencia de agentes
desnaturalizantes y para un amplio rango de pH. Los tioles mas comunmente usados
son el acido tioglicdlico, el 2-mercaptoetanol (2-MEC) y el ditiotreitol (DTT).

El 2-mercaptoetanol (HOCH>CH.SH, 2-

Hidroxi-1-etanotiol) es uno de los agentes HS

reductores con mejores rendimientos de

extraccion de queratina, al ser un tiol que OH
provee su grupo funcional (-SH) para la

escision de los enlaces disulfuro sin danar la Férmula del 2-mercaptoetanol
cadena principal de la proteina de queratina

(Zhou y col., 2014).

Sin embargo, el uso de mercaptoetanol se restringié a lo largo del tiempo debido a su

alta toxicidad que causa irritacion en las vias nasales y el tracto respiratorio al ser
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inhalado, vomitos y dolor de estomago al ser ingerido, y absorcion potencialmente
fatal al entrar en contacto con la piel (Sinkiewicz y col., 2017). Por otra parte, su costo
es elevado y dependiendo la disposicion de los productos obtenidos, no termina
siendo rentable (Sharma y col., 2018; Shavadi y col., 2015).

El mecanismo de reaccion de extraccidon de queratina por reduccion empleando tioles,
consiste en dos reacciones reversibles de desplazamiento nucleofilico (Reaccion 3.1).
Bajo condiciones basicas, el anion tiol se forma y reduce los enlaces disulfuro de la
cisteina favoreciendo una doble sustitucidon nucleofilica y solubilizando los compuestos
de queratina (Collie y col., 2014; Vineis y col., 2019). 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

alquilacién inmediata tras el proceso de reduccion (Vineis y col., 2019).
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Reaccion 3.1. Reduccion de los enlaces disulfuro de la cistina mediante un tiol como

agente reductor. (Adaptado de Collie y col., 2014)
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Otros agentes reductores han sido empleados para la solubilizacion en medio alcalino
como los sulfuros, anhidrido bodrico, fosfinas o combinaciones entre ellos. Se ha
utilizado en menor medida sulfuro de amonio debido a su toxicidad y a la formacién
de residuos de sal en el producto final (Schrooyen y col., 2007). El método de
reduccion con tioles ha sido utilizado ampliamente para extraer la queratina a partir de
plumas de pollo con muy buenos rendimientos. Yamamuchi y col. (1996) reportaron la
solubilizacion de plumas mediante un método que incluia 2-mercaptoetanol (2-MEC),
Urea [7M] y SDS a pH neutro y durante 12 h; Schrooyen y col., (2000) optimizaron el
proceso de reduccién con 2-mercaptoetanol al aumentar el pH con urea; utilizaron en
la etapa de solubilizacion concentraciones de 0,125 M de 2-MEC, 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 mas reciente Sinkiewicz y col., (2016) reportaron una etapa de solubilizacion

que incluia el uso de 2-mercaptoetanol y DTT a 50 °C por 2 h.

3.1.1.2 Reduccién empleando Sulfuro de sodio

El sulfuro de sodio (Na2S) puede ser tan efectivo como el 2-mercaptoetanol, ademas
de ser menos peligrosa su manipulacion en relacion a su toxicidad (Schrooyen y col.,
2007). Este reactivo es una sal incolora que cuando se disuelve en agua, reacciona
para formar hidrogeno sulfuro de sodio (NaHS) e iones de hidroxilo (Reaccion 3.2),

incrementando el pH de la solucion (medio alcalino) (Poole y Lyons, 2011).

Na,S + H,0 —— NaHS + Na* + OH ~

Reaccion 3.2. Formacion de Hidrogeno sulfuro de Sodio en medio alcalino a partir

de la disolucién de Sulfuro de sodio.
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Favorece la degradacion de la queratina a través de una hidrdlisis alcalina actuando
como agente reductor al romper los enlaces disulfuro intra e intermoleculares de la
proteina (Reaccion 3.3). De esta manera quedan mayoritariamente grupos —SH libres

de residuos de cisteina (Schrooyen y col., 2007).

KSSK + 2NaHS =——» 2KSH + Na,S,

El NaHS reduce la cistina a cisteina mediante el rompimiento de los enlaces disulfuro

S >f (Na}~s
N\ +2NaHS_> . + \S

Cistina 2 Cisteinas Sulfano

Reaccion 3.3. Reduccion de los enlaces disulfuro de la cistina mediante un NaHS

como agente reductor. (Adaptado de Salazar Cedillo, 2013).

Varios autores han reportado el eficiente uso del método de reduccion empleando
como agente reductor al Sulfuro de sodio (Na2S) en condiciones alcalinas.
Wrzesniewska-Tosik y Adamiec, (2008) solubilizaron las plumas de pollo y extrajeron
queratina aplicando la reduccién con Naz2S 0,1 M y variando la temperatura entre 40 y
60 °C con un tiempo de reaccion de 1 h. Poole y col., (2011) aplicaron una etapa de
solubilizacién con una solucién de Na2S [128 mM] a 30°C por 1 h; Gupta y col., (2012)
reportaron el uso de Na2S [128 mM] a 30°C por 6 h y mas adelante en Sharma y col.,
(2018) usaron Na2S [500 mM] a 50 °C y durante 6 h, reportando rendimientos de

extracciéon superiores al 80 %.
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3.1.2 Métodos quimicos de oxidacion de queratina

Los métodos de oxidacién se realizan generalmente con agentes oxidantes fuertes
como el acido perférmico, peracético, permanganatos, peroxidos, entre otros,
provocando el rompimiento de los enlaces disulfuro para generar residuos de acido

cisteico (—CH2SOsH) (Reaccion 3.4).

KSSK Ag.Oxidante» ZKSOQ_

Residuos de acido cisteico

Queratina
(Queratosas)
b S CH; CH/\
\CH_CH2 S/
/
g
/CH—CH2—303H +H303—CH2_CH <

sulfonatos

Reaccion 3.4. a) Reaccion de oxidacion de queratina con acidos
peracéticos/perférmico (Adaptado de Collie y col., 2014), b) Esquema del rompimiento
de enlaces disulfuro y formacion de los residuos de acido cistico (grupos sulfonatos;
HKSOs3) (Adaptado de Shavadiy col., 2017).

Las queratinas oxidadas se conocen como queratosas caracterizadas por tener una
estructura con enlaces no covalentes (Collie y col., 2014, Vineis y col., 2019). Estas
reacciones son muy lentas en comparacion con el uso de agentes reductores (Gupta
y col., 2012). Las queratinas extraidas por oxidacion con acido perférmico o peracético
pueden ser separadas en tres fracciones a-queratosas, -queratosasy y-queratosas,
segun su solubilidad a diferentes valores de pH, en las barbas de plumas se ha

reportado una relacion de dichas fracciones de 31/18/35 % respectivamente (Earland

y Knight, 1956).
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3.1.2.1 Oxidacion con Peréxido de hidréogeno (H202)

El peroxido de hidrogeno es un compuesto altamente polar que se descompone
facilmente en oxigeno y agua con liberacién de calor; ha sido empleado como agente
oxidante en el blanqueamiento de lana de oveja; en este proceso Gacén-Guillen
(1969) reportd la presencia de fibras solubles de queratina en medio alcalino. La
reaccion mas comun que se puede dar en un tratamiento con H202, es una oxidacion
reversible de 2 moléculas de cisteina para formar una molécula de cistina mediante

un puente y agua (Reaccion 3.5)

E]. SH +H202—p @ S\
HS @
2

’ [E]mzo

Cistina

Reaccion 3.5: Paso 1 de la reaccidn de oxidacidn con perdxido de hidrégeno
(H202). Oxidacion de dos moléculas de cisteina para formar una molécula de cistina

mediante un enlace disulfuro.

Esto se produce debido a que el grupo sulfhidrico de la cisteina es muy reactivo. Una
vez formados los enlaces disulfuro de la queratina, estos pueden ser oxidados de
diferentes maneras a un derivado del acido tiosulfinico, o un derivado del acido
tiosulfénico o seguir el proceso de oxidacion hasta formar sulfinilsulfona (Reaccion
3.6). Si la queratina que se desea obtener es para uso cosmético, la oxidacion debe
producirse solamente hasta el grupo sulfoxido. Borja Fernandez-d'Arlas (2018) reportd
en su trabajo la oxidacion de queratina de pluma de pollo y de lana aplicando un
tratamiento con H202, obteniendo proteinas con alta solubilidad en agua, bajo punto

isoeléctrico, baja fraccion de estructuras a-hélice y menor capacidad de reformacion
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de los enlaces disulfuro debido a la posible presencia de otras especies mas estables

como grupos sulfénico (K-SOH), sulfinico (K-SO2H) o acido sulfénico (K-SOsH).

5. : Derivado del
Cistina _‘Derivado.del i oo R
dcido tiosulfinico dcido tiosulfonico

@ @L.]. (%] s':)\5 [B;:: (%] s°2 @

[o] “ [H]

[O]
502\ -— @ soz
SO; @ \so
H] @

Sulfinilsulfona

Reaccion 3.6: Paso 2: Etapas de la oxidacion de la cistina por perdxido de
hidrégeno (H202).
3.1.3 Método quimico de hidrélisis con hidréxido de sodio:
El empleo de hidroxido de sodio (NaOH) junto con moderadas a altas temperaturas,
puede provocar la hidrélisis de las moléculas de cistina presentes en la queratina
dando lugar a aminoacidos libres modificados y solubles en agua (Nagai y col., 1970),

mediante el mecanismo de Swan (Reaccion 3.7).

@ s\ E] = 2Na(0H) E] s [Na"
@—> us E] — Nt s @nuzo

Cistina 2 aniones de

Reaccion 3.7. Hidrdlisis de la molécula de cistina en medio alcalino (Hidréxido de
sodio). Rompimiento de los enlaces disulfuro para formar aniones de cisteina.

Cuando se trata biomasa con alto contenido de materiales queratinosos con una
solucién de hidréxido de sodio (medio alcalino), el nucleo de la molécula que contiene
una alta concentracién de azufre, comienza a separarse y se produce la degradacion
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de los residuos de cistina. Las moléculas de queratina pueden ser degradadas en
condiciones alcalinas a pH> 9; altas concentraciones y elevadas temperaturas
producen la hidrdlisis irreversible de dichas moléculas (Shavandi y col., 2017).
Ademas, el medio alcalino que proporciona el hidroxido de sodio promueve la
remocion de los protones, y en consecuencia la ruptura de los enlaces idnicos. Por
ello, el NaOH tiene un rol muy importante en la solubilizaciéon de las plumas de pollo
(Guptay col., 2012).

El hidroxido de sodio puede ser considerado como un reactivo menos téxico y mas
economico que otros empleados en la extraccion de queratinas a partir de plumas de
pollo, sin embargo, los procesos suelen usar altas concentraciones y requieren una

posterior etapa de neutralizacion.

3.1.4 Modificaciones quimicas

Las modificaciones quimicas de la queratina pueden hacer estable la estructura
macromolecular de la proteina extraida o incrementar el numero de entrecruzamientos
covalentes inter e intramoleculares en la matriz polimérica de los productos finales.
Las reacciones de reduccion e hidrdlisis para la extraccion de queratina soluble son
reversibles y pueden presentar la reformacién de enlaces disulfuro (-S-S-) tanto a nivel
inter como intramolecular, formando agregados de queratina insolubles. Uno de los
propésitos de la modificacion es excluir parcialmente los grupos sulfhidrilos libres (—
SH, grupos tiol) para evitar la reformacién de los enlaces disulfuro inter e
intramoleculares y minimizando la formacién de dichos agregados proteicos
(Schrooyen y col., 2007, Shavadi y col., 2017). Las queratinas extraidas tienen grupos
tioles libres que permanecen activos y los cuales son capaces de reformar los puentes

disulfuro.

62



Capitulo lll. Metodologias de solubilizacion de plumas de pollo

para la obtencion de queratina

La oxidacion de los grupos tioles se da sin ningun ordenamiento especifico de las
estructuras a- hélice y hoja-8 plegada; la agregacion entre las cadenas se produce
durante la etapa de dialisis y el secado por liofilizacion de la queratina.

Entre los modificadores quimicos mas populares usados con el fin de evitar el
reentrecruzamiento entre las cadenas aminoacidicas, se encuentran compuestos
halogenados capaces de oxidar y captar el grupo tiol aun en condiciones ambientales
(T= 20 °C). Algunos de estos modificadores ampliamente utilizados son: la monoiodo
acetamina (Nakata y col., 2015; Tachibana y col., 2006; Schrooyen y col., 2000), el
acido monoiodoacético (Nakata y col., 2015; Schrooyen y col.,, 2000), acido
monobromosuccinico (Schrooyen y col.,, 2000), el acido monocloroacetico
(Wrzesniewska-Tosik y Adamiec, 2007), entre otros. Estos compuestos pueden
reaccionar selectivamente mediante una sustitucion nucleofilica con los grupos tioles

a valores de pH entre 7,5-8,5 (Sanchez Ramirez y col., 2019).

3.1.4.1 Carboxilmetilacion de la queratina con acido monocloroacético

El acido monocloroacético (MCA; CI-CH-COOH) es un acido acético halogenado,
producto de sustitucion de los acidos monocarboxilicos alifaticos obtenido por
cloracién del acido acético. La carboximetilacion con acido monocloroacético, en
condiciones alcalinas fuertes, es uno de los métodos de modificacion mas
convenientes para introducir grupos carboxilicos (-COOH) en la queratina reducida y
minimizar la reformacion de enlaces disulfuro (reoxidacion de cisteina a cistina)

(Reaccion 3.8).
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Reaccidn 3.8. Modificacion de la queratina reducida por carboximetilacion con acido

monocloroacético (MCA), formando S-Carboximetil-Queratina (SCMQ).

En esta reaccion el grupo —COOH del acido monocloroacético (MCA) reacciona con
los grupos —SH libres de la queratina reducida, evitando que estos se vuelvan a formar
y dando como producto S-Carboximetil-queratina (SCMQ) (Schrooyen y col., 2000).
Wrzesniewska-Tosik y Adamiec (2007) reportaron la modificacion de queratina
reducida proveniente de plumas mediante carboximetilacion con acido
monocloroacético. Por otro lado, Schrooyen y col., (2000) y Nakata y col., (2015);
realizaron la modificacion por carboximetilacion empleando acido monoiodoacético en

queratinas reducidas con 2-mercaptoetanol.

3.1.4.2 Modificacién por sulfitolisis oxidativa

Otro método de modificaciéon empleado es el de sulfitolisis oxidativa, consiste en una
primera etapa donde se utilizan perdoxido de hidrogeno (H202) que debido a sus
propiedades oxidantes reacciona con los grupos —SH libres de la queratina reducida,
evitando la reformacion total de los enlaces disulfuro (reoxidacion parcial) e
impartiendo propiedades caracteristicas que variaran segun el grado de modificacion
buscado (Schrooyen y col., 2007), seguido de una segunta etapa que consiste en un

tratamiento con bisulfito de sodio como fuente de iones sulfito que reaccionan por
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medio de un ataque nucleofilico con los enlaces disulfuro de la cistina reformada
(Collie y col., 2014; Shavandi y col., 2017).

En la Reaccién 3.9 se observa la reaccion de sulfitdlisis oxidativa donde el enlace
disulfuro es convertido en dos aniones S-sulfonato en un proceso irreversible

formando S-sulfocisteina (Collie y col., 2014).

Queratinareducida

( )

& @

1[Hzozl
[x] 5. —* H0+ 250, mmmp
s-{«] s —{x]
"0,57

Reformacién parcial
de Cistina

(o] @ *\ so,-

+ 20H

S-sulfocisteinas

Reaccién 3.9. Modificacion por sulfitdlisis oxidativa de queratina reducida, formacion

de S-sulfocisteinas.
La oxidacion de la cisteina a acido cisteico usando acido perférmico o la conversion

de cisteina a S-sulfocisteina por sulfitdlisis han sido usadas para obtener productos

solubles (Schrooyen y col., 2007).

3.1.4.3 Modificacion con SDS (dodecil sulfato sédico)

El dodecilsulfato sédico o lauril sulfato sodico, (SDS; NaC12H25S04) es un compuesto
tensioactivo anidnico, esta caracteristica se la otorga su cadena alifatica de 12 4tomos
de carbono unida a un grupo sulfato. Este reactivo se ha adicionado para evitar la

agregacion de las cadenas polipéptidicas en la etapa de didlisis en el proceso de
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obtencion de queratina mediante reduccion con 2-mercaptoetanol (2-MEC)
(Schrooyen y col., 2001).

Por otro lado, Zhou y col., (2014) han reportado métodos de extraccion por sulfitélisis
alternativos al uso de tioles de mayor toxicidad y costo como el 2-mercaptoetanol,
donde el SDS ha sido empleado en conjunto con bisulfito de sodio (agente reductor
por su capacidad de escindir los enlaces disulfuro (Vines y col., 2019)) y urea
((CO(NH,),), agente desnaturalizante que pertenece a la familia de las amidas
alifaticas). Yamauchi y col., (1996) reportaron que el uso de SDS en la extraccion de
queratina a partir de lana previene la agregacion de las cadenas polipeptidicas de la
proteina debido a la reduccion en la concentraciéon de los agentes reductores y
desnaturalizantes durante la etapa de dialisis. Schrooyen y col (2001) probaron que el
agregado de SDS durante la etapa de extraccién de queratina a partir de plumas de
pollo, no tuvo un efecto significativo en el aumento del rendimiento; sin embargo,
demostraron que el agregado de SDS antes de la etapa de dialisis proporcioné
estabilidad formando un complejo SDS-queratina, debido a que previene la
agregacion y la reformacion de enlaces disulfuros intramoleculares por la re-oxidacion
de la cisteina a cistina. Cuando el SDS se emplea en altas concentraciones favorecen
las interacciones intramoleculares de los puentes disulfuro, mientras que las bajas
concentraciones favorecen las interacciones intermoleculares de puente disulfuro
(Schrooyen y col., 2011).

En el presente capitulo se abordaran diferentes metodologias aplicadas en la
obtencion de queratina a partir de biomasas como las plumas de pollo y la
caracterizacion de los derivados proteicos obtenidos. Se abordaron metodologias
modificadas buscando procesos mas simples, econdmicos y ambientalmente

sustentables, que se indican en el siguiente esquema.
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Esquema del capitulo lll:
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3.2 Objetivos especificos del Capitulo 3

VL.

Aplicar y comparar diferentes técnicas de solubilizacion de plumas utilizando
reactivos menos contaminantes y toxicos y mas amigables con el manipulador.
Se aplicaran entre otros agentes reductores en medio alcalino y agentes
oxidantes en medio ligeramente acido para la obtencion de derivados solubles
de queratina.

Estudiar el efecto de las condiciones del proceso de extraccion (Temperatura,
tiempo, concentracion de los agentes reductores/oxidantes, entre otros),
ajustando los valores 6ptimos de cada variable para incrementar los rendimientos
del proceso.

Modificar quimicamente los productos derivados solubles de queratina con el fin
de impartir propiedades funcionales especificas.

Caracterizar los derivados solubles proteicos obtenidos mediante métodos de
reduccién e hidrdlisis, con o sin modificacién quimica incluida.

Obtener queratina hidrolizada en polvo con alta estabilidad, mediante secado por
liofilizaciébn y caracterizar los productos obtenidos mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC) y espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR).

Evaluar procesos alternativos de obtencion eliminando la etapa de dialisis, que

permitan escalar a nivel industrial.
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3.3 Metodologias de solubilizaciéon de plumas de pollo

Para la extraccion de las queratinas insolubles a partir de la biomasa de plumas de
pollo es necesario aplicar metodologias de solubilizacién seguras, efectivas vy
econdmicas; dichas metodologias de solubilizacion implican la escision de los enlaces
disulfuro (S-S), rompiendo las microfibrillas para lograr la separacion de las moléculas
de queratina (Schrooyen y col., 2007). Para lograr la solubilizacion de las plumas de
pollo y la obtencion de queratina soluble, en el presente trabajo de Tesis se aplicaron

las siguientes metodologias de solubilizacion:

a) Reduccion de los enlaces disulfuro con tioles, empleando 2- mercaptoetanol como
agente reductor; éste sera el método de referencia.

b) Reduccién de los enlaces disulfuro con sulfuros de metales alcalinos, empleando
como agente reductor el sulfuro de Sodio (NazS).

c) Hidrolisis de las plumas de pollo en medio alcalino, empleando soluciones de

hidréxido de sodio.

3.3.1 Método convencional de solubilizaciéon por reducciéon con tioles (agente
reductor 2-mercaptoetanol)

Para la solubilizacién de las plumas de pollo se siguié el método convencional
propuesto por Schrooyen y col., (2007) en la patente N. US 7.169.896 B2.

Se disolvieron 40 g de plumas previamente adecuadas, molidas y secas en 1 L de una
solucién que contenia: 125 mM de 2-Mercaptoetanol, 8 M de urea, 3 mM de EDTA en
un buffer Tris 0,2 M a pH 9,0. La solubilizacién se llevo a cabo a 60 °C con agitacion

constante por 1 h controlando el pH a un valor de 9.
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Posteriormente, se filtré con lienzo la dispersién de queratina obtenida con el fin de
retirar los restos de las plumas que no se disolvieron. La solucién de queratina se
dializé usando una membrana de celulosa de 16 mm de diametro y retencion de peso
molecular mayor o igual a 12 kDa (D9777, Sigma-Aldrich Co, St. Louis MO, USA),
sumergida en agua destilada a temperatura ambiente por 48 h con varios cambios de

agua, con el fin de retirar el exceso de reactivos remanentes.

3.3.2 Método de solubilizaciéon por reduccion con sulfuro de sodio (NazS)

La solubilizacion de las plumas de pollo se realizé aplicando el sulfuro de sodio (NazS)
como agente reductor en medio alcalino; esta solubilizacion se produce rompiendo los
enlaces disulfuro de la queratina presente en la biomasa para formar un grupo tiol y
queratina reducida. Se siguio el método propuesto por Schroyeen y col., (2007) con
modificaciones.

Se disolvieron 40 g de plumas previamente acondicionadas en 1 L de solucion sulfuro
de sodio (Naz2S) 0,1 M en medio alcalino (pH= 9); se evaluaron dos condiciones de
proceso:

a) Reduccion 1 (Red 1): solubilizacién durante 1 h a 60 °C con agitacién constante.

b) Reduccion 2 (Red 2): solubilizacion durante 2 h a 40 °C con agitacion constante.

La dispersion resultante se filtr6 con lienzo retirando el material no disuelto y se
procedié a dializar la solucion de queratina con una membrana de celulosa de 16 mm
de didmetro con retencion de peso molecular mayor o igual a 12 kDa (D9777, Sigma-
Aldrich Co, St. Louis MO, USA), sumergiéndolas en agua destilada a temperatura

ambiente por 48 h con varios cambios de agua.
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3.3.3 Método de solubilizacion por hidrélisis con Hidréxido de sodio (NaOH)

La solubilizacién de plumas de pollo mediante la hidrdlisis alcalina con hidréxido de
sodio se realizd segun el protocolo propuesto por Wrzesniwska-Tosik y col. (2007) con
modificaciones.

Se disolvieron 40 g de plumas de pollo previamente acondicionadas en 1 L de solucion
de NaOH a pH entre 11 y 12. Se evalué la solubilizacion a partir de tres
concentraciones de NaOH (3, 4 y 5 % m/v) y dos condiciones de proceso:

a) Hidrolisis 1 (H1): solubilizacién durante 1 h a 60 °C con agitacion constante.

b) Hidrolisis 2 (H2): solubilizacion durante 2 h a 40 °C con agitacion constante.

Las dispersiones obtenidas se filtraron con lienzo con el fin de retirar los residuos de
pluma sin disolver. Finalmente se realizo la dialisis contra agua destilada para extraer
los reactivos durante 48 h cambiando el agua cada 24 h, mediante una membrana de
celulosa de 16 mm de diametro con retencién de peso molecular mayor o igual a 12

kDa (D9777, Sigma-Aldrich Co, St. Louis MO, USA).

3.3.4 Etapas de modificacion

Las reacciones de solubilizacion por reduccién e hidrolisis en medio alcalino son
reversibles, es decir, tras la solubilizacion de la queratina de las plumas de pollo
quedan residuos de cisteina libres dando paso a la reformacion de los puentes
disulfuro (-S-S-) a nivel inter e intramolecular formando agregados de proteina
insolubles en presencia de oxigeno (Schroyeen y col., 2001). Estos re-
entrecruzamientos pueden impartir propiedades no deseadas al producto final, tales
como resistencia a posteriores modificaciones quimicas y/o fisicas (Schrooyen y col.,

2007).
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La modificacion parcial de los grupos —SH libres, generalmente involucra una
conversion quimica de dichos grupos a otros. Uno de los propdsitos de la modificacion
es excluir a los grupos —SH modificados de la reformacion de los enlaces disulfuro
inter e intramoleculares, minimizando la formaciéon de agregados insolubles de
queratina.

Se realizaron 2 tipos de modificaciones quimicas con el fin de prevenir la reformacion
de los puentes disulfuros en las soluciones de queratina obtenidas por las tres
metodologias. La primera consisti6 en una carboximetilacion de la queratina con
diferentes concentraciones de acido monocloroacético y la segunda una sulfitolisis

oxidativa con peréxido de hidrogeno y sulfito de sodio.

a) Modificaciéon por carboximetilacion de la queratina

La carboximetilacion de los grupos sulfhidrilos utilizando un compuesto o6rgano-
halogenado es un método que ha sido ampliamente empleada debido a que mejora la
solubilidad de la queratina en todo el rango de la escala de pH (Schrooyen y col.,
2001).

La carboximetilacion de la queratina se realizé6 con acido monocloroacético (MCA;
CICH2COOQOH). El grupo carboxilo de éste reacciona con los grupos —SH libres de la
queratina reducida evitando que éstos se vuelvan a reformar y dando como producto
S-Carboximetil-queratina (SCMQ). Se evaluaron dos concentraciones: 1) MCA 0,2 %

(m/v)y 2) MCA 0,5 % (m/v). Las soluciones se agitaron durante 1 hora a 25 °C.

b) Modificacion por sulfitélisis oxidativa
La sulfitdlisis oxidativa de la queratina obtenida a partir de plumas de pollo se realizé

en dos etapas; primero la queratina solubilizada es oxidada con perdxido de hidrogeno
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como agente oxidante, este proceso permite la oxidacion de los residuos
cistina/cisteina a acido cisteico (Schrooyen y col, 2007), evitando la reformacion total
de los enlaces disulfuro (reoxidacion parcial) e impartiendo propiedades
caracteristicas que variaran segun el grado de modificacién buscado (Schrooyen y
col., 2007). Esto va seguido de una segunda etapa que consiste en un tratamiento con
bisulfito de sodio como fuente de iones sulfito que reaccionan por medio de un ataque
nucleofilico al puente disulfuro de la cistina reformada (Shavandi y col., 2017). A las
soluciones de queratina obtenidas con las diferentes metodologias, se les adicion6 2
mL de peroxido de hidrogeno (H202) por cada 100 mL de solucién de queratina, se
calentd a 37 °C durante 24 h con agitacion constante. A continuacion, se adicioné 2 g
de sulfito de Sodio (Na2S0Os3) por cada 100 mL de solucién, se ajusté el pH a 9y se

continuo con la agitacion durante 1 h mas.

3.3.5 Dialisis

Una vez terminada la etapa de modificacion, las soluciones se dializaron contra agua
destilada durante 72 h con cambios de agua cada 24 h, mediante una membrana de
celulosa de 16 mm de diametro con retencion de peso molecular mayor o igual a 12
kDa (D9777, Sigma-Aldrich Co, St. Louis MO, USA).

En la figura 3.2 se presenta la nomenclatura correspondiente a las metodologias de
solubilizacién de plumas de pollo y las etapas de modificacion, que fueron usadas en

este capitulo.
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Figura 3.2. Esquema y nomenclatura de las metodologias de solubilizacion y etapas de modificacion de las plumas de pollo.
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3.3.6 Obtencidon de queratina en polvo

Las soluciones de queratina dializadas con y sin etapa de modificacién incluida,
se llevaron a pH 4,2 correspondiente al punto isoeléctrico de la proteina, usando
acido clorhidrico (HCI; 2M) con el fin de precipitarla (Schrooyen y col., 2007;
Wrzesniewska-Tosik, 2007). Luego, se centrifugd por 15 minutos a 10 °C y 6500
rom en una centrifuga SORVAL, se retir6 el sobrenadante y los pellets obtenidos
se lavaron con agua destilada y se almacenaron a una temperatura de — 40 °C
por 2 dias. Los pellets de queratina se liofilizaron por 48 h en un equipo HETO
Modelo FD 4. Los productos derivados de queratina liofilizados se empacaron al

vacio y almacenaron a 4 °C hasta su caracterizacion.

3.4 Caracterizacion de derivados solubles de queratina:

3.4.1 Rendimiento de extraccion

Se determind el rendimiento de solubilizacién de las plumas de pollo para las
diferentes metodologias aplicadas. El porcentaje de pluma solubilizada (Solpiuma,

% plp) se calculd a través de la Ecuacion 3.1.

(mi_m,.)

- ] «100 Ec. 3.1

So lpluma (%) = [

donde m es la masa de plumas (secas) inicial, mres la masa de plumas sin

disolver (secas).

3.4.2 Medicién del pH
El pH de los derivados solubles de queratina se midié con un pHmetro Hach
Sension+ pH3 Lab (Hach Company, Lovely, CO, USA) a 25 °C. Las mediciones

se hicieron por duplicado.
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3.4.3 Determinacion de proteina soluble y turbidez

Se determind la concentracion de proteina soluble mediante el ensayo
espectrofotométrico de Biuret (Véase Capitulo Il, seccidén 2.2.4) y la turbidez
(Véase Capitulo Il, seccién 2.2.5) en los derivados de queratina obtenidos por
los métodos convencionales, de reducciéon con NazS y de hidrdlisis con NaOH, y

sus modificaciones (carboximetilacion y sulfitolisis oxidativa).

3.4.4 Grado de modificacion (Determinacion de Sulfhidrilos):

El grado de modificacion se midio para los derivados de queratina con etapa de
modificacion incluida (Véase Capitulo Il, seccidén 2.2.6) mediante el ensayo de
DTNB (Reactivo de Ellman: 5,5 -ditio-bis acido 2-nitrobenzoico). Con esta
determinacidn se comparo el contenido de grupos libres —SH remanentes tras la
modificacion (incluyendo la cantidad de enlaces disulfuro presentes) con el
contenido de —SH (incluyendo la cantidad de enlaces disulfuro) previo a la
modificacion. El contenido tedrico de grupos —SH y enlaces disulfuro en
queratina nativa (basado en la cantidad de residuos presentes de
cistina/cisteina) es cerca de 700 pymol grupos cisteina/g queratina (Schrooyen y
col., 2001). El grado de modificacién se calculo usando la ecuacion 2.7 (Véase

Capitulo 11, seccion 2.2.6).

3.4.5 Analisis del comportamiento térmico por Calorimetria diferencial de
barrido

Se analizé el comportamiento térmico de las plumas de pollo y los derivados de
queratina mediante calorimetria diferencial de barrido (Véase Capitulo Il, seccidn

2.3.3). Las plumas enteras, las barbas, raquis y calamus previamente adecuados
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y secos, se molieron hasta obtener un polvo fino. Para el analisis de los derivados
solubles obtenidos, se trabajé con los productos liofilizados. Las muestras se
pasaron con adicion de agua (20 %p/p) en recipientes herméticos por 72 h a 25
°C. Se pesaron entre 1-5 mg de las muestras en capsulas de aluminio que se
sellaron herméticamente; como referencia se utilizé una capsula vacia. Se usé
el método estandar con una rampa de calentamiento de 20-300 °C. La velocidad
de enfriamiento de 10 °C/min hasta alcanzar 20 °C con isoterma de 2 minutos y
la velocidad de calentamiento fue de 10 °C/min hasta 300 °C. Todas las
determinaciones se hicieron por duplicado. Después de terminar las corridas, las
capsulas se perforaron sobre la tapa y se llevaron a estufa a 130 °C por 3 h o

hasta peso constante.

3.4.6 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos con la transformada de Fourier (FTIR) de los derivados
de queratina desarrollados en el presente trabajo fueron obtenidos con un
espectrofotometro IR (Vertex 70, Bruker, Alemania) perteneciente al Centro de
Investigacion y Desarrollo de Ciencias Aplicadas (CINDECA), se trabajo en un
rango de numeros de onda desde 4000 a 400 cm™'. Para cada muestra se
colectaron 60 barridos con una resoluciéon 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). Los
polvos de los derivados de queratina se trituraron con bromuro de potasio
purificado y se comprimié hasta formar una pastilla por la cual se hizo incidir la

radiacion IR.
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3.4.7 Ensayo de solubilidad de los derivados de queratina liofilizados

Se estudié la variacion de la solubilidad de los derivados de queratina liofilizados,
obtenidos mediante los diferentes procesos de solubilizaciéon con y sin etapa de
modificacion quimica incluida, en medios acuosos para un rango de pH entre 6
y 9. En soluciones buffer Tris:HCI 0,03 M a pH 6,7,8 y 9, se dispersaron 0,5 g de
la queratina en polvo por cada 100 mL de solucion buffer. Las dispersiones se
agitaron durante 3 h y posteriormente se almacenaron a 25 °C por 2 meses en
oscuridad. Se determin6 la proteina liberada al medio mediante el método
colorimétrico para determinacion de proteinas solubles Biuret. Las mediciones

se realizaron para los dias 0, 3, 5, 8, 10, 15, 20, 30, 45, 60.

Se tomo 0,3 ml de muestra del sobrenadante y se traspasé a un tubo de ensayo
al cual se le adicion6 0,2 mL de agua destilada y 2 mL de Reactivo Biuret, se
agito en vortex 30 s, el tiempo de reaccion fue de 15 minutos y se ley6 a 550 nm.
Se construyo la curva de calibracion a partir de las absorbancias medidas para
concentraciones conocidas de patron (0 a 2,0 mg de albumina/mL) en el buffer

Tris-HCI correspondiente para cada pH.

3.4.8 Anadlisis estadistico

Se realiz6 el correspondiente analisis estadistico de varianza mediante ANOVAS
con el software Infostat v. 2020 (Grupo InfoStat, FCA, Argentina), las diferencias
se compararon mediante la prueba de Tukey usando un nivel de significancia

0=0,05.
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3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Caracterizacién de la materia prima
Las plumas de pollo acondicionadas presentaron una humedad inicial del
3,46+0,12 %. El contenido de proteina cruda en las plumas de pollo fue del

89,09+0,4 %.

3.5.2 Caracterizacién de los derivados solubles

La queratina que se puede obtener de las plumas de pollo presenta un alto
contenido de enlaces disulfuro y de aminoacidos hidrofdbicos, haciéndola
insoluble en agua. Las metodologias de solubilizacion aplicadas (Figura 3.3)
permitieron obtener soluciones de queratina que variaron en sus caracteristicas
fisicas como el color y olor, siendo las obtenidas mediante hidrélisis con NaOH
las que presentaron menor olor a sulfuros en comparacion con las otras 2

metodologias.

Queratina soluble Queratina soluble Queratina soluble
2-MEC 0,125 mM Na,S 0,1M NaOHO,1M
1hy60°C 1hy60°C 1hy60°C

|

A A

Figura 3.3. Soluciones de queratina soluble a partir de plumas de pollo,
obtenidas mediante las 3 metodologias de solubilizacién: a) convencional, b)

Reduccion con Na2S y c) Hidrdlisis con NaOH.

3.5.2.1 Rendimiento de solubilizacién
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
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metodologias aplicadas: a) convencional, b) Reduccion con Na2S y c¢) Hidrdlisis
con NaOH; y las condiciones de proceso aplicadas.
En la tabla 3.1 se presentan los resultados obtenidos para el rendimiento de
solubilizacién de plumas de pollo y proteina soluble.
El rendimiento de solubilizacion se calculé mediante la ec. 3.1; por otra parte, el
contenido de proteina soluble determinado mediante el método de Biuret se

expreso en g proteina soluble/ g de pluma sol.

Tabla 3.1 Condiciones de las metodologias de solubilizacion de plumas

aplicadas; rendimiento de solubilizacion y proteina soluble.

Condiciones Pluma
g proteina soluble/

Metodologia Temp. Tiemp pH solubilizada
g de pluma sol.*

(°C) o (min) (%)*
Red 1 60 60 9  89,21+0,68°  0,273£0,11°
Red 2 40 120 9  83,50%0,37¢  0,250+0,02
H1 60 60 12 94,10£0,10%  0,633+0,04%
H2 40 120 12 93,63+0,31®  0,618+0,01°
2-MEC** 60 60 8,5 9553+0,22°  0,667+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).

** Metodologia convencional de solubilizacién de plumas mediante agentes reductores aplicando
2-Mercaptoetanol.

La metodologia convencional con 2-MEC en las condiciones de temperatura y
tiempo aplicadas (60 °C y 60 minutos) presentd los valores mas altos de
porcentaje de pluma solubilizada; esta metodologia ha sido considerada como

una de las mas eficientes y se han reportado valores de solubilizacion de

diferentes biomasas fuente de queratina. Schrooyen y col., (2000) indicaron una
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eficiencia del 75 % y Sinkiewicz y col., (2017) un 83 % en la solubilizacién de
plumas de pollo.

La metodologia de reduccién con Naz2S (Red 1 y Red 2) present6 83 a 89 % de
rendimiento en la solubilizaccion de plumas, estos resultados concuerdan con
los reportados por Sharma y col.,, (2018) con rendimientos de extraccion
superiores al 80 % cuando aplicaroon Na2S [500 mM] a 50 °C.

La metodologia de hidrélisis con NaOH en las condiciones de proceso aplicadas
(H1 y H2) present6 valores significativamente mayores de %Plumaso a los
obtenidos con la metodologia de reduccion con NazS Red 1y Red 2 (Tabla 3.1).
H1 tuvo el mismo rendimiento (p> 0,05) que la metodologia convencional con 2-
MEC en la solubilizacion de plumas de pollo.

La hidrdlisis H1 presentd el mayor contenido de proteina soluble por gramo de
pluma junto con la reduccién con 2-MEC (p> 0,05; Tabla 3.1), mientras que Red
1 y Red 2 arrojaron los menores valores de proteina soluble de todas las
metodologias aplicadas (p < 0,05).

Una etapa de solubilizacion a 60 °C y durante 60 minutos (Red 1y H1) mejoro el
rendimiento de solubilizacion de plumas y la cantidad de proteina soluble
(p<0,05) presente en las soluciones, respecto de la solubilizacién a 40 °C durante
120 minutos (H2 y Red 2).

Basado en los resultados obtenidos, las metodologias H1 y Red 1 podrian ser
empleadas como una opcion viable mas econémica y segura en reemplazo de

la metodologia convencional que utiliza 2-MEC.
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3.5.2.2 Modificacion quimica

La queratina soluble obtenida contiene residuos de cisteina que se pueden volver
a oxidar rapidamente tras la etapa de dialisis, debido a la disminucién de los
agentes reductores. El re-entrecruzamiento entre las cadenas y la reformacion
de puentes disulfuro (-S-S-), se evidencié por la formacién de agregados
proteicos durante la etapa de dialisis, siendo necesario incluir una etapa de
modificacion quimica.

a) carboximeltilacion de la queratina:

Para evitar la re-oxidacion de los grupos tioles presentes en las soluciones de
queratina obtenidas a través de las metodologias Red 1, H1 'y 2-MEC y evitar la
reformacion de los puentes disulfuro tras la dialisis y durante la liofilizaciéon, se
aplicdo una etapa de modificacion quimica mediante la carboximetilacion con
acido monocloroacético (MCA) dando como producto S-Carboximetil-queratina
(SCMQ). El MCA puede reaccionar mediante una sustitucion nucleofilica de los
grupos tioles a pH entre 7,5-8,5 para formar enlaces estables (Sanchez Ramirez
y col., 2019).

Las soluciones de queratina se modificaron con el agregado MCA en dos
concentraciones 0,2 y 0,5 % m/v y posteriormente se dializaron. El contenido de
grupos -SH libres se evaluardn en los derivados solubles de queratina antes y
después de la etapa de modificacién mediante la reaccion de Ellman y se calculé
el grado de modificacion. Ademas, se cuantifico el contenido de proteina soluble
de las soluciones obtenidas. Para el ensayo de DTNB, en una primera instancia
se determiné el tiempo de reaccion del ensayo registrando las absorbancias a
A= 412 nm cada 5 minutos hasta que alcance un valor constante. En la figura

3.4 se muestra la variacion de las absorbancias medidas para las muestras
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modificadas, en funcion del tiempo; la reaccion se estabilizé para todos los casos
después de los 20 minutos. Para los calculos del contenido de grupos sulfhidrilos
libres (-SH) y el grado de modificacion se utilizé el valor de absorbancia medido
a los 30 minutos.

0.3

0.25 —e—Red 1 (no modif.)
I ¢ v @ v - ~ —e—Red 1{MCA0,2)

|

\

412 nm

Red 1(MCA 0,5)
—e—H1 (no modif.)

H1(MCA 0,2)

H1(MCA 0,5)

Absorbancia
o
N

0.15 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de reaccién (min)

Figura 3.4 Variacidon de la absorbancia en el tiempo para la reaccion de DTNB

para las metodologias de reduccion con NazS e hidrdlisis con NaOH.

Es de remarcar que las soluciones de queratina requieren dilucion previa a la
reaccion, este factor debe ser tenido en cuenta para los calculos
correspondientes. La determinacién del contenido de sulfhidrilos libres se realizé
calculando la concentracion molar expresada por mol/L, a partir del despeje de
la ecuacién simplificada de la Ley de Lambert-Beer (véase Capitulo Il; Ec. 2.7)
utilizando un valor de 13600 M™'cm™ como coeficiente de extincion molar tedrico
(¢) y b= 1 cm. Para expresar los resultados en ymol -SH / g de pluma, los
resultados de concentracion se multiplicaron por el factor de dilucion y dividieron
por la cantidad de plumas disueltas por litro de solucidn de queratina.
Adicionalmente se calculé el porcentaje de modificacion (véase Capitulo Il; Ec.

2.8). En latabla 3.2 se presentan los resultados obtenidos, asimismo el contenido
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de proteina soluble para las muestras modificadas. La queratina extraida de las
plumas de pollo mediante la ruptura de los enlaces disulfuro presentes en la
cistina, genera la formacion de cisteina que contiene grupos —SH libres.
Recordemos que la cistina es un dimero de dos cisteinas unidas por sus grupos
funcionales tiol a través de un puente disulfuro. La cisteina es un a-aminoacido
no esencial cuya férmula quimica es HS-CH2-CHNH2-COOH. Se ha reportado
que el contenido de cistina presente en las plumas de pollo es de 360 uymol/g
pluma, siendo equivalente a 720 pmol/g pluma de contenido de cisteina
(Schrooyen y col., 2000; Wrzsniewska-Tosik y Adamiec, 2007). Recordemos que
el reactivo Ellman (acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico) oxida los grupos -SH
libres, interaccionando con el grupo tiol para dar acido tionitrobenzoico en una
reaccion equimolar para cada residuo de cisteina en una solucién estabilizadora
de dihidrogenofosfato de sodio. Es una reaccidon cuantificable que mide el
numero de cisteina presente en una muestra. Como resultado se obtiene la
formacion de un complejo amarillo que absorbe luz en la regidén visible del
espectro, con maxima absorcion a una longitud de onda de 412 nm. Tras la etapa
de solubilizacién de las plumas de pollo, se determiné que el contenido de —SH
libres fue 360 y 352 umol/g pluma para la queratina obtenida por la metodologia
Red 1y H1 respectivamente, indicando que dichas metodologias rompen cerca
de un 50 % de los enlaces disulfuro presentes en la queratina de plumas de pollo
y evitan la re-formacion de los mismos. Wrzsniewska-Tosik y Adamiec, (2007)
reportaron el 50 % de ruptura de los enlaces disulfuro en queratina, utilizando
soluciones de Na2S o NaOH 0,1M, lo cual indica que la queratina nativa se

modifico significativamente.
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Con el uso de 2-MEC para la solubilizacién, la concentracion de —SH libres
medida fue de 388 umol/g pluma correspondiente a un 53 %, ligeramente mayor
al reportado en Red 1y H1 (p>0,05; Tabla 3.2). Diferentes autores han reportado
el uso de compuestos halégenos como el acido iodoacético, el acido iodo-
aminoacético (Nakata y col., 2015; Schrooyen y col.,, 2000) y acido
monocloroacético (Wrzsniewska-Tosik y Adamiec, 2007), con el fin de evitar el
reentrecruzamiento de las cadenas proteicas debido a la oxidacion de los grupos

tioles.

La carboximetilacion de la queratina mediante el agregado de acido
monocloroacetico (MCA) en concentraciones 0,2 y 0,5 % m/v provocd una
disminucidn significativa del contenido de grupos -SH libres (p<0,05; tabla 3.2)
independientemente de la metodologia de solubilizacién aplicada. Los resultados
obtenidos indicaron que el agregado MCA 0,5 % m/v llevé a una modificacién de
los grupos —SH libres entre un 18 a 20 %, significativamente mayor (p<0,05) que
el 10 al 14 % de modificacidn logrado con la adicién de 0,2 % m/v de MCA.
Wrzsniewska-Tosik y Adamiec, (2007) reportaron que con la adicion de 4 g/ 1000
cm3 (0,4 % m//v), lograron modificar efectivamente los grupos sulfhidrilos libres
presentes en la queratina reducida (cisteina) un 15 % con relacion a la queratina
sin modificacion. Por otro lado, Nakata y col., (2017) indicaron que un proceso
de carboximetilacion soélo redujo en un 5 % los -SH libres En cuanto a la
concentracion de proteina soluble, se observdé un aumento en las muestras

modificadas con 0,2y 0,5 % MCA, siendo solo significativo (p<0,05) para Red 1.
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Tabla 3.2 Contenido de grupos sulfhidrilos libres (SH), porcentaje de

modificacion de los derivados de queratina y contenido de proteina soluble.

. -SH libres o g proteina soluble/ Abs
Tratamiento (umol/g pluma) O luuteret g de pluma sol.* A=540 nm
R?d ! . 360,01+0,678  ------—-- 0,273+0,11° 1,80 £ 0,01
(sin modif.)

Red 1(MCA o . "

0,2 % mh) 309,52+0,61 13,93  0,333+0,11 1,77 £ 0,01
Red 1(MCA . . o

0.5 % mhv) 287,58+0,61 20,032 0,373+0,11 1,42 + 0,01
H? . 352,92+2,708 - 0,633+0,04"s 1,35 £ 0,01
(sin modif.)

H1(MCA 0.2 314,29+2,02° 10,46  0,647+0,04"s 1,38 £ 0,01
% m/v)

H1(MCA . . .

0,5% m/v) 285,67+0,68 18,61 0,646+0,04 1,21+ 0,01
>MEC | 388,693,372 - 0,667+0,022 oo
(sin modif.)

2-MEC (MCA o . i,

0,2 % m) 347,20+1,35 11,22 0,681+0,01

2-MEC (MCA . . i,

0,5% m/v) 320,01+3,35 18,17%  0,699+0,01

*Resultados expresados como el promedio + desviacion estandar de triplicados.
Para cada columna, los valores con superindices distintos difieren significativamente por
tratamiento segun la prueba de Tuckey (p<0.05). " Sin diferencias significativas.

b) Sulfitdlisis oxidativa
Se logré una re-oxidacion parcial de las [\
fracciones de cistina/cisteina,

obteniendo productos mas inodoros y

] ] Reactivo deEllman  Reactivo de Ellman
blanquecinos, con la presencia de + *
SoluciénRed1 SoluciénRed1

+

algunos agregados. No fue posible (sin modiFicar) Modificacion Sox

determinar el contenido de sulfhidrilos

Figura 3.5 Reaccion de Ellman y

libres mediante la reaccion del reactivo soluciones de queratina

de Ellman en las muestras modificadas
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por sulfitdlisis, ya que se presentaron interferencias en la medicion, visualizadas
como una coloracion roja intensa (figura 3.5). Esta interferencia podria deberse
a que los productos formados por el proceso de re-oxidacion parcial son
diferentes, obteniéndose principalmente acido cisteico. Por otro lado, se observo
que en la etapa de modificacién hubo un descenso significativo (p<0,05) en el
contenido de proteina soluble cuando se utilizé el método de sulfitdlisis oxidativa
en comparacién con la modificacién por carboximetilacion de la queratina a
diferentes concentraciones.

La turbidez de los derivados solubles de queratina medida en absorbancia a A=
540 nm se presentan en la Tabla 3.3. Los derivados solubles obtenidos a partir
de la metodologia de reduccién con sulfuro de sodio (Red 1), presentaron mayor
turbidez en comparacion a los obtenidos mediante hidrdlisis con hidroxido de
sodio (H1). Esta tendencia pudo deberse al pH de los procesos de solubilizacién
(Red 1, pH= 9-10; H1, pH= 12-14), ya que a medida que el pH disminuye y se
acerca al punto isoeléctrico (pH 4,2), aumenta la cantidad de agregados de
proteina formados. Se observo una disminucion de la turbidez en las soluciones
tratadas con sulfitolisis oxidativa (Sox), presentandose a su vez, un menor
contenido de proteina soluble. Los resultados anteriores concuerdan con lo
sugerido por Tonin y col., (2010), donde las altas concentraciones de proteina
promueven la agregacion de las cadenas polipeptidicas de las proteinas,
aumentando la turbidez de la solucion. En el caso de los derivados obtenidos
mediante la metodologia convencional con 2-MEC con y sin modificaciones, los
valores de turbidez no fueron determinados debido a que al finalizar la etapa de
didlisis se forma un gel blanquecino (2-MEC sin modificar) o aglomerados

proteicos de gran tamano (2-MEC modificados).
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3.5.3 Obtencién de queratina en polvo
Se logro obtener queratina en polvo a partir de plumas de pollo, tras una etapa
de solubilizacion/modificacién quimica, didlisis y secado por liofilizacion (figura

3.6).

Red1 Red1 Red1 H1 H1 H1 2-MEC 2-MEC 2-MEC
(MCA 0,5 %) Sox (MCA 0,5 %) Sox (MCA 0,5 %) Sox

Figura 3.6. Derivados de queratina en polvo obtenidos mediante secado por
liofilizacion.

Se evalud la solubilidad inicial de las diferentes muestras de queratina en polvo
obtenidas apH 7, 8, 9 en medio acuoso y temperatura ambiente (25 °C) mediante
la medicion de proteina soluble; posteriormente se almacenaron las muestras
durante 60 dias y se realiz6 el seguimiento de la variacion de la solubilidad.

En la figura 3.7 se presentan los graficos de evolucion de la solubilidad a
diferentes valores de pH; para todas las muestras analizadas obtenidas por
reduccion (Red 1, Red 1 MCA 0,5 %, Red a Sox), por hidrdlisis (H1, H1 MCA 0,5
% y H1 Sox), inclusive el control con mercaptoetanol, se observé que la
solubilidad de los polvos de queratina a pH 7-9 fue baja, representando menos
del 15 % de proteina soluble en el medio acuoso, se observa que a medida que

aumenta el pH se incrementa la solubilidad del derivado.
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(%) Proteina Soluble

1 3 5 &8 10 15 20 30 45 60
dias —+— Red 1

—m— Red1MCA05 %

o Red1 Sox

—= H1

—4= H1MCA 0,5 %

(%) Proteina Soluble

—a— H1 Sox

2-MEC

~—— 2-MEC MCA 0,5%

— 2-MEC Sox

-y

(%) Proteina Soluble

1 3 5 8 10 15 20 30 45 60
dias

Figura 3.7. Efecto del pH (7, 8, 9) en la solubilidad de los diferentes derivados
de queratina en polvo a 25 °C, durante 60 dias de almacenamiento. Medido

como proteina soluble en medio acuoso mediante el método de Biuret.
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3.5.4 Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se analizé el comportamiento térmico de las plumas y de los derivados de
queratina en polvo mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido
segun lo indicado en el capitulo Il (seccion 2.3.3).

Debido a la heterogeneidad de la biomasa se propuso analizar las fracciones
individuales de la pluma y sus fracciones principales que conforman las plumas
de pollo (Raquis, Barbas y Calamus), para este experimento se procedio a dividir
manualmente las plumas lavadas y secas obteniendo las fracciones de raquis
(R), barbas (B) y calamus (C). Cada fracciéon se molié hasta obtener un polvo
fino y se resuspendid con agua Milli-Q (20 %m/v) hasta formar una pasta y se
dej6 estabilizar durante 72 h a 25 °C en un recipiente hermético. En la figura 3.8
se presentan los termogramas de calentamiento de las fracciones individuales

de las plumas de pollo.

1

Raquis (80:20 m/v)

; ] \/B_arb\ai(so:ZO m/v)
/———‘_

Calamus (80:20 m/v)

Flujo de calor (W/g)

-4 T T T
50 100 150 200 250

% [Bxo Temperatura (°C)

Figura 3.8. Termograma de calentamiento obtenidos mediante calorimetria
diferencial de barrido de las fracciones de la pluma en condiciones de humedad
al 20 % (b.h).
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Se observa un pico endotérmico correspondiente a la desnaturalizacion térmica
de la fraccion de Calamus (Tp= 181 °C y AH= 228,8 J/g), en cuanto a las
fracciones de Raquis y Barbas el proceso de desnaturalizacién se observa a
valores mayores de Tp 190,66 °C y 193,13 °C, respectivamente; sin embargo,
los picos son menos pronunciados indicando una menor entalpia de
desnaturalizacion (AHRraquis)= 34,70 J/g y AHBaras)= 79,37 J/g). En el termograma
del raquis y se observa adicionalmente con un hombro contiguo a 219,85 °C.
Takahashi y col., (2004) estudiaron el comportamiento térmico para las diferentes
fracciones de las plumas de pollo en condiciones secas y humedas; reportaron
2 picos endotérmicos (pico 1 entre 122 °C (Calamus) a 127 °C (Barbas); pico 2
140 °C (Barbas) a 148 °C (Calamus)) con diferentes temperaturas de
desnaturalizacion.

La variabilidad observada tanto en la temperatura de desnaturalizacién como en
la entalpia asociada al proceso puede ser explicadas por las diferencias en la
estructura morfolégica como el ordenamiento molecular y empaquetamiento y no
por diferencias en la molécula de proteina en si misma (Takahashi y col., 2004).
Tesfaye y col., (2018) reportaron 3 picos endotérmicos en los termogramas de
calentamiento para las diferentes fracciones de las plumas; el primer pico (Tp=
43-145 °C) y correspondiente al agua ligada presente en la queratina. Debido a
la presencia de puentes hidrégeno entre las moléculas de agua y la estructura
de la queratina, se requiere exceder los 100 °C para evaporar dicha agua
(Tesfaye y col., 2018). Un segundo pico asociado a la degradacion parcial de las
fracciones de las plumas con valores de Tp entre 230-275 °C, mayores a las
encontradas en la presente investigacion; esta variacion puede deberse a la

diferencia de humedades de las muestras estudiadas.
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Finalmente, el pico 3 a 280-340 °C vinculado con la degradacion térmica de los
enlaces disulfuro y a la degradacion de las estructuras helicoidales presentes en

las plumas de pollo (Monteiro y col., 2005).

En la tabla 3.3 se presentan los valores de las temperaturas para cada polvo de
queratina analizado. El analisis calorimétrico de los derivados de queratina en
polvo indicd6 que todos los productos obtenidos presentan alta estabilidad

térmica, con la presencia de transiciones térmicas mayores a 150 °C.

Tabla 3.3 Valores de temperatura y entalpia de las transiciones térmicas para los
diferentes derivados de queratina obtenidos a partir de plumas de pollo.

Tratamiento Tp (°C) Tratamiento Tp (°C)

NazS NaOH

Sin modificar 205,5 Sin modificar 205,31
MCA 0,5% 110,14 MCA 0,5% 200,28
Sox 118,79 Sox 199,88

En la figura 3.9.1) se presentan los termogramas de los derivados de queratina
reducida obtenidos mediante la metodologia de solubilizacion de plumas
completas con Na2S, con y sin modificacion quimica. La queratina en polvo
reducida (Red 1; Figura 3.9.1) a) presentoé una transicion térmica a 205,51 °C con

una entalpia de 120,3 J/g.
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Figura 3.9. Termogramas de calentamiento de los derivados de queratina
obtenidos por reduccion con Naz2S 0,1M. |) A partir de la pluma completa: a) sin
modificar, b) MCA 0,5 % y c) Sox. Il) A partir del Calamus: d) sin modificar, e)
MCA 0,5 % y f) Sox.

Las modificaciones quimicas aplicadas se reflejan en una disminucion de la
temperatura de pico de un 46,4 % para MCA 0,5 % (Tp= 110,14 °C) y de 43,18
% para Sox; debida posiblemente al reordenamiento de la estructura de la
queratina y a la variacion de la biomasa de partida.

Esto ultimo puede ser comprobado mediante la comparacion entre la
solubilizacién y modificacion de queratina a partir de plumas y la obtenida a partir
de una sola fracciéon. El calamus fue sometido a la solubilizacion mediante
reduccion Na2S bajo las condiciones seleccionadas en la secciéon 3.2.1,
disminuyendo asi la variabilidad de la muestra. Diferentes autores (Shavadi y
col., 2017; Sharma y col., 2016; Takahashi y col., 2004; Tesfaye y col., 2018);
han indicado que la estructura de la queratina varia dependiendo de la biomasa
de partida, incluso de las fracciones que la forman. En los termogramas de la

figura 2.17 Il, se observa que las transiciones térmicas de los derivados proteicos
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sin modificar y modificados estan entre 195-200 °C y no varian

significativamente.

Flujo de calor (W/g)

-15

50 100 150 200 250 300

Exo Temperatura (°C)

Figura 3.10. Termogramas de calentamiento de los derivados de queratina
obtenidos por hidrdlisis con NaOH. a) sin modificar, b) MCA 0,5% y c) Sox.

3.5.5 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Con el fin de entender la estructura quimica de los derivados proteicos obtenidos
a partir de las plumas de pollo, se utilizé la metodologia de analisis por FTIR. En
las figuras 3.12 y 3.13 se presentan los espectros FTIR correspondientes a los
derivados de queratina reducida con NazS (0,1M) sin modificacion y modificados.
En la region del espectro comprendida entre 3500 a 2500 cm ', las bandas
cercanas a 3300 cm™ (3312 cm'; Figura 3.12) corresponden a la Amida A, esta
banda de absorcidn se asocia principalmente con las vibraciones de estiramiento
de los enlaces de hidrogeno en los grupos funcionales O-H y N-H presentes en
los enlaces peptidicos (Aluigi y col., 2007; Ma y col. 2016). Asimismo, han sido
asociadas con las regiones ordenadas en la estructura alfa hélice de la proteina

y corresponde al modo de vibracion simétrico v(NH) (Akhtar y Edwars, 1997).
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Figura 3.13. Espectros FTIR de los derivados de queratina modificados en

polvo, rango de nimero de onda entre 4000 a 400 cm™".

Ademas, se observaron sefiales en las regiones onda 3080-3078 cm™ en las

muestras modificadas quimicamente (figura 3.13), asociadas a la vibracién

asimét

rica del grupo N-H (vaNH), también denominada por algunos autores

como Amida B (Wojciechowska y col., 1999; Martinez-Hernandez y col., 2005).

En el

rango 3100-2700 cm~' se ha asignado como caracteristico de los

aminodcidos idénicos dipolares RCH(NH3")COO-, el catién NH3* corresponde a

varias

bandas para dicho rango con modos vibracionales de estiramiento

simétricos (v(NH) y asimétricos (va(NH)) (Martinez-Hernandez y Velasco-

Santos , 2005). La sefial observada 2962 cm' (figura 3.12 y 3.13) puede ser
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asignada a la vibracion asimétrica (va(CHs)) (Edwars y col., 1998) y a 2933-2930
cm™' con la vibracion simétrica (v(CHzs)) (Martinez-Hernandez, y col., 2005).

En la regién 1700 a 400 cm', se encuentran las sefiales a niUmeros de onda de
1633, 1559 y 1392 cm™ correspondientes a los enlaces peptidicos identificados
como las Amidas I, Il y Ill respectivamente, que proporcionan informacion
importante sobre la estructura de la queratina y las posibles alteraciones en el
esqueleto de esta (Alashwal y col., 2019).

La Amida | es una combinacién de las estructuras a-hélice y hoja B-plana.
Wojciechowska y col., (1999) indicaron que la banda Amida | esta relacionada
con las vibraciones de v(C=0) y puede ser encontrada en la regién de 1600 a
1690 cm™'. En los espectros de Red 1y Red 1 (Sox) esta banda se observo a
1657 cm™'y 1653 cm en el espectro red 1 (MCA 0,5 %). Martinez-Hernandez, y
col. (2005) que reportaron una fuerte banda a 1652 cm™' relacionada con la
vibracion de la banda v(C=0) con conformacion a-hélice, mientras que una sefal
detectada a 1666 cm™' corresponderia a v(C=0) con conformacién hoja B-plana.
La banda Amida Il (1580-1480 cm™) esta relacionada con la flexion del &(N-H) y
el estiramiento del enlace v(C-H) (Martinez-Hernandez y Velasco-Santos, 2005;
Sharma y col.,, 2017); para los derivados de queratina Red 1 con y sin
modificacién quimica, el pico de la Amida Il se presenté a 1533-1535 cm™. La
sefial a 1452 cm™ corresponde a la flexion de 3(C-H2) y 8(C-Hs) (Akhtar y col.,
1997).

La banda débil entre 1300 y 1220 cm™" se asocia a la Amida lll, la cual se deriva
del estiramiento simétrico v(C-N) y la flexién de &(CH) (Alashwal y col., 2019).
Martinez-Hernandez y Velasco-Santos (2005) reportaron que la region entre

1230-1240 cm™! puede ser asignada a la estructura de hoja B-plana de la amida
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lll; esta banda se observo para los derivados de queratina a 1237 cm™' puede
ser asignada a la Amida Ill; mientras la banda cercana a 1174 cm™' resulta de la
vibracion simétrica de v(C-C) y corresponde con aminoacidos de cadena lateral.
En los espectros Red 1 (figura 3.12) y Red 1 (MCA 0,5 %) (Figura 3.13) se
observa una sefial a 1076 cm, esta sefial se encuentra en la region
correspondiente a la vibracion v(C-C) del esqueleto (1150-1050 cm™") (Martinez-
Hernandez y Velasco-Santos, 2005). Estas sefiales podrian estar asociadas a la
oxidacion de la cistina, Barton, (2011) reporto que el estiramiento simetrico y
asimeetrico del acido cisteico se asocia a 1171y 1040 cm', el dioxido de cistina
(1121 cm™") y el monoxido de cistina (1071 cm-").

En el espectro Red 1 (Sox) modificado por sulfitdlisis oxidativa se observan
sefiales en la regién 730-400 cm™'; las sefales proximas a 730-620 cm'
corresponden a la vibracién simétrica de v(C-S) de los alquitioles originados a
partir de la cistina (Edwards y col., 1998; Martinez-Hernandez y col., 2005). La
sefial observada a 496 cm™' ha sido previamente reportada por Edwards y col.,
(1998), quienes la asociaron con la vibracion simétrica v(S-S).

La presencia de las bandas previamente nombradas permite confirmar que los
productos obtenidos a partir de plumas son derivados que conservan la

estructura de la queratina.
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3.6 PARTE B: Metodologias escalables para la obtencion de queratina a
partir de plumas de pollo

Con el fin de lograr un proceso de obtencion de queratina que sea viable,
economico y de facil implementacion, se propuso modificar los protocolos de
obtencion de queratina mediante hidrdlisis aplicando hidroxido de sodio vy
reduccion con sulfuro de sodio, previamente estudiados; se variaron las
condiciones del proceso de extraccion tales como concentracion de los agentes
desnaturalizantes, temperaturas y tiempos de reaccién; asimismo, se reemplazé
la etapa de dialisis por una fase de precipitaciones/lavados y tiempos de reposo
que se repite en varias ocasiones. La dialisis es un proceso costoso y
especializado que limitaria el volumen de produccién aumentando los costos y
dificultando el escalado del proceso. La proteina obtenida mediante los
siguientes procesos propuestos se puede destinar a usos ambientales, agricolas
y el disefio de nuevos materiales eco-compatibles, ofreciendo una alternativa a

la revalorizacién de los residuos de la cadena productiva avicola.

3.6.1 Condiciones de solubilizacion de plumas de pollo

Hidrolisis alcalina con hidroxido de sodio: Se disolvieron 5 g de plumas de
pollo previamente acondicionadas en 100 mL de solucion de NaOH con
diferentes concentraciones (0,5, 1, 2, 3, 4 y 5 % m/v) manteniendo el pH entre
11-12. La solubilizacién se llevd a cabo aplicando diferentes condiciones
temperatura/tiempo: a) 60 °Cy 1 h; b)40°Cy2h;¢c)30°Cy6h;d)20°Cy24

h.
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Reduccién con sulfuro de sodio:

Se aplicaron los siguientes protocolos.

Q(a): las plumas previamente acondicionadas fueron solubilizadas adicionando
una solucion de Naz2S Cso= 7,8 g/L en relacién de 5 g de pluma /1 g de NazS, la
mezcla se calent6é a 60°C y se agitdé durante 1 h.

Q(b): las plumas fueron tratadas con una solucién de concentracion Cso= 10 g/L
y calentadas a 30°C a 3, 6 y 24 h, manteniendo la relacion de 10 g de plumas/ g
de NazS, este protocolo se basa en el previamente propuesto por Poole y col.,
(2015).

En ambos casos el rango de pH durante la reaccion fue ajustado a valores entre

9-10.

Fase de precipitaciéon y lavado

Todas las dispersiones de queratina obtenidas mediante cada proceso se
filtraron con lienzo para retirar la biomasa sin disolver.

A continuacién, se ajusto el pH a 4,2 usando acido clorhidrico (HCI; 2 N) con el
fin de precipitar la queratina; dicho valor de pH corresponde al punto isoeléctrico
de la proteina. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm y 10 °C durante 10
minutos en una centrifuga Rolco CM 2036 (Buenos Aires, Argentina). Los pellets
fueron re-suspendidos en agua destilada, agitados a 150 rpm por 10 minutos y
nuevamente centrifugados, el proceso se repitié 3 veces con cambios de agua
destilada con el fin de lavar la queratina obtenida.

Finalmente, la queratina se congel6 a -40 °C y se seco por liofilizacién en un
equipo HETO Modelo FD 4. Los polvos de queratina obtenidos se almacenaron

en recipientes ambar herméticos a 4 °C.
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3.6.2 Resultados y discusion

La aplicacion de hidrdlisis quimica ya sea acida o basica, conlleva a la
destruccidn de la estructura nativa de la queratina y las plumas se vuelven mas
solubles en agua. La hidrdlisis acida es mas eficiente, pero causa pérdida de
algunos aminoacidos como el triptéfano (Zhang y col., 2013), mientras que la
hidrolisis alcalina es mas lenta y suele ser incompleta, proporcionando una
menor pérdida de aminoacidos.

Se escogieron las metodologias de solubilizacion por hidrdlisis alcalina con
hidroxido de sodio (NaOH) y de reduccion con sulfuro de sodio (Na2S),
manteniendo los valores de pH > 9; ya que en los estudios previos se puso a
punto cada tipo de extraccion.

En ambas metodologias propuestas se reemplazo la etapa de dialisis por ciclos
de precipitaciones/lavados con agua destilada, aprovechando la caracteristica
de insolubilidad en agua de la queratina precipitada y con el fin de retirar el
exceso de reactivos remanentes tras la etapa de solubilizacion. Estos ciclos de
precipitacién/lavado se repitieron hasta 3 veces.

Se obtuvo para cada extraccion aplicada queratina en polvo, caracterizada por
ser un polvo fluido y con poco olor a sulfuro.

En la figura 3.14 se presenta el esquema de las etapas del proceso de obtencion
de queratina mediante hidrdlisis con diferentes concentraciones del agente

desnaturalizante NaOH, a 60°C durante 1 h.
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Figura 3.14. Esquema del proceso de obtencion de queratina mediante
hidrdlisis alcalina con hidréxido de sodio.
Se analizé el rendimiento de solubilizacion de las plumas de pollo mediante
hidrolisis con NaOH vy las diferentes condiciones de proceso aplicadas. Los
valores mas altos de % Solpuma se obtuvieron cuando se aplic6 mayor
temperatura y menor tiempo de reaccién (a) 60 °Cy 1 hy (b)40°Cy2h). Enel
caso (a) con concentraciones de NaOH de 4-5 %m/v el rendimiento fue de 95-
96 % (p>0,05), para NaOH 2-3 %p/p fue de 88 y 91 % Solpuma respectivamente
(p>0,05) y se observé un descenso significativo (p<0,05) del 68 % en el
rendimiento del proceso cuando se emplean concentraciones inferiores al 2 %
NaOH. Una tendencia similar se presenté en los otros casos, indicando que el
efecto de la concentracion del reactivo fue preponderante sobre la modificacion

de temperatura y tiempo de reaccién aplicadas (Figura 3.15).
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Estos resultados concuerdan con los reportados por Sinkiewicz y col., (2017),
quienes indicaron un descenso del rendimiento de 93 a 29 % con la disminucién
de la concentracion de NaOH (2,5-1,0 % m/m) a 70 °C y 75 min. La disminucion
de la temperatura del proceso, aunque se aumento el tiempo de reaccion condujo
al descenso en los rendimientos de solubilizacién, siendo significativo (p<0,05)

cuando el proceso de extraccion se lleva a cabo a ¢) 30 °C, 6 ho d) 20 °C, 24 h.
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Para cada tratamiento, las columnas con letras (2b<d) distintas difieren significativamente segun la prueba
de Tukey (p<0,05).

Figura 3.15 Rendimiento de solubilizacién de plumas de pollo mediante
hidrélisis alcalina con diferentes concentraciones de NaOH. Condiciones de
proceso: a) 60 °Cy1h;b)40°Cy2h;c)30°Cy6h;d)20°Cy24h.

Schrooyen y col., (2000), reportaron para la solubilizacién de plumas con 2-MEC
valores de solubilizacién de 75 %; Sinkiewicz y col., (2017) reportaron un
rendimiento del 83 % para extracciones de queratina de plumas de pollo usando
2-MEC, 82,4 % con bisulfito de sodio y 77,6 % con DTT cuando se aplican
condiciones de proceso de 50 °C y 2 h. Por otra parte, se analizé la variacion del
contenido de proteina soluble en las dispersiones de queratina obtenidas (figura

3.16).
103



Capitulo lll. Metodologias de solubilizacion de plumas de pollo

para la obtencion de queratina

08

0.6

04

0.2

g de proteina/ g pluma disuelta

0.0

0.8

0.8

04

02

g de proteinal g pluma disuelta

0.0

0.8

0.0

— T=60°Ct=1h ki — T=40°Ct=2h
]
3
]
2
g 0.5
=
o
=]
g 04
3
2
o
[}
T 0.2
o =
0.0
0 1 2 3 4 1 2 3 4 5
Concentracion de NaOH (%p/p) Concentracion de NaOH (%p/p)
0.8
— T=30°Ct=6h 2 T=20'Ct=24h
3
2
k]
E 0.8
3
"
=]
£ oa
@
4
g
3
> 2

0 1 2 3 4

Concentracién de NaOH (%:p/p)

1 2 3 4 5
Concentracion de NaOH (%p/p)

Figura 3.16. Proteina soluble de las dispersiones de queratina obtenidas
mediante hidrdlisis alcalina con diferentes relaciones de temperatura y tiempo

de reaccion.

El incremento en el contenido de proteina soluble presente en las dispersiones
de queratina como ya se menciono esta directamente vinculado con el aumento
de la concentracion del NaOH; asimismo, dichos valores fueron
significativamente (p<0,05) mayores para procesos que aplican temperaturas
mas altas y tiempos menores de reaccion. Estos resultados se corresponden con
el rendimiento de solubilizacion, pero ademas indican que las condiciones
aplicadas no generan la formacién de agregados proteicos.

En el analisis de los protocolos de extraccidon con sulfuro de sodio (Naz2S) Q(a) y

Q(b), se encontrdé que la aplicacion del método Q(a) permite lograr el mayor
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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) que el conlleva a menores rendimientos, se observo
que un proceso de solubilizacion de 3 h solubiliza en un 50 % la biomasa de
partida; con el aumento del tiempo de reaccion a 24 h se logré hasta un 66 % de
solubilizacién y 0,22 g proteina soluble/g pluma. En la tabla 3.5 se presentan los
resultados de rendimiento de solubilizacion de plumas de pollo y proteina

soluble.

Tabla 3.5. Rendimiento de solubilizacion de plumas y proteina soluble en

dispersiones de queratina obtenidas por reduccién con Na2S.

Condiciones Proteina
Metodologia Temp. Tiempo Ratio PIuma.l _ . soluble

(°C) (h) solubilizada (%)* g proteina soluble/

g de pluma *

Q(a) 60 1 5:1 89,21+0,682 0,25340,01°
Q(b)3h 30 3 10:1  49,78+0,47¢ 0,181+0,02¢
Q(b)12h 30 12 10:1  57,5040,37¢ 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).

Estos resultados concuerdan con los reportados por Sharma y col., (2018) con
rendimientos de extraccion superiores al 80 % cuando aplicaron NazS [500 mM]
a 50 °C. Varios autores han reportado el eficiente uso del método de reduccion
empleando como agente reductor al sulfuro de sodio (Naz2S) en condiciones
alcalinas. Wrzesniewska-Tosik y Adamiec (2008) solubilizaron las plumas de
pollo y extrajeron queratina aplicando la reduccién con Naz2S 0,1M y variando la

temperatura entre 40 y 60 °C con un tiempo de reaccion de 1 h. Sharma y col.,
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(2018) usaron NazS [500 mM] a 50 °C y durante 6 h, reportando rendimientos de
extraccion superiores al 80 %.

El uso de agentes desnaturalizantes como NaOH y Na2S es una alternativa al
proceso de obtencion de queratina soluble a partir de la biomasa de plumas de
pollo, alcanzandose un rendimiento del 96 % y 0,68 g de queratina/g de pluma
en 1 h de proceso cuando se aplica una temperatura de 60 °C y concentracion
entre un 5-4 % NaOH %m/m; y hasta un 89 % cuando se aplica Na2S 7,8 g/L en
las mismas condiciones de temperatura y tiempo. En comparacién con la
metodologia convencional que aplica como agente reductor 2-MEC con
eficiencias de solubilizacién de plumas de pollo reportadas del 75 % (Schrooyen
y col., 2000) y un 83 % (Sinkiewicz y col., (2017)), las metodologias podrian ser
empleadas como una opcion viable mas econdmica, aplicando procesos mas
amigables con el ambiente en contraste con la metodologia convencional que

utiliza 2-MEC, y evitando el uso del proceso de dialisis.

3.6.2.1 Analisis de la microestructura de los derivados de queratina
obtenidos mediante las metodologias modificadas
Con el fin de analizar la microestructura de las plumas de pollo y de la queratina
en polvo obtenida mediante hidrdlisis alcalina con NaOH, se utilizé la
metodologia de analisis por FTIR-ATR. En la figura 3.17 se presenta el espectro
FTIR-ATR de las plumas de pollo acondicionadas, en el cual se observa la banda
Amida A (3312 cm™) que ha sido asociada con las regiones ordenadas en la
estructura alfa hélice de la proteina y corresponde al modo de vibracion simétrico

v(NH) (Tesfaye y col., 2017).
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Transmitancia (%)
Amida A
AmidaB

Estiramiento -CH
Amidallll

Amidall

Numero de ondacm™

Figura 3.17. Espectros FTIR-ATR A. de plumas de pollo acondicionadas; rango
de 4000 a 400 cm™.

El pico presente en los nimeros de onda 3080-3075 cm™' correspondiente a la
banda de Amida B (Martinez-Hernandez y col., 2005). En el rango 3100-2700
cm~' ha sido asociado a los aminoacidos idnicos dipolares RCH(NH3*)COO-
(Tesfaye y col., 2017), el cation NHs3* corresponde a varias bandas para dicho
rango con modos vibracionales de estiramiento simétricos (v(NH) y asimétricos
(va(NH)) (Martinez-Hernandez y Velasco-Santos , 2005). El hombro observado
a 2960 cm™ corresponde a la vibracion asimétrica (va(CHz)) (Tesfaye y col.,
2017). En la regién 1700 a 400 cm™' se encontraron las bandas correspondientes
a los enlaces peptidicos identificados como las Amidas I, Il y I, en las longitudes
de onda de 1632, 1530y 1239 cm™" respectivamente (Figura 3.17). Estas bandas
proporcionan informacion importante sobre la conformacion de la estructura de
la queratina presente en las plumas de pollo. La Amida | (1600 a 1690 cm™') es
una combinacion de las estructuras a-hélice y hoja B-plana y esta relacionada

con las vibraciones de v(C=0). La Amida Il (1580-1480 cm™) esta relacionada
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con la flexién del 8(N-H) y el estiramiento del enlace v(C-H) (Martinez-Hernandez
y Velasco-Santos, 2005; Sharma y col., 2017). La Amida Il (1300 y 1220 cm-")
se deriva del estiramiento simétrico v(C-N) y la flexion de &(CH), la region entre
1230-1240 cm™! puede ser asignada a la estructura de hoja B-plana de la Amida
[Il (Martinez-Hernandez y Velasco-Santos 2005). En la Figura 3.18 se presentan
los espectros FTIR-ATR para los derivados de queratina liofilizada obtenida
mediante hidrdlisis alcalina sometida a diferentes condiciones de procesamiento:
a) NaOH (5 % m/v) a 60 °C, 1 h; b) NaOH (5 % m/v) a 40 °C, 3 h; ¢) NaOH (5 %

m/v) a 30 °C, 6 h y d) NaOH (5 % m/v) a 20 °C, 24 h.

Absorbancia

4000 T 8o 2000 1000

Numero de onda cm™
Figura 3.18. Espectros FTIR de queratina liofilizada obtenida mediante
hidrolisis alcalina: a) NaOH (5 %m/v) a 60 °C, 1 h; b) NaOH (5 %m/v) a 40 °C, 3
h; ¢) NaOH (5 %m/v) a 30 °C, 6 h, d) NaOH (5 %m/v) a 20 °C, 24 h. Rango de
4000 a 400 cm™.

Se observa la presencia de la banda Amida A en la longitud de onda 3275 cm,
la Amida B a 3073 cm', asi como las sefiales correspondientes al estiramiento
del grupo —CH (2960 — 2920 cm'). La Amida | se observé a 1638 cm™, la Amida

Il se present6 a 1533-1535 cm™ y la Amida Il se presenté a 1236 cm-'.
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En los espectros (a- d) se evidencia la presencia de las bandas representativas
correspondientes a la queratina presente en las plumas de pollo, confirmando
que para las condiciones de proceso evaluadas se obtienen derivados de
queratina que conservan la estructura de la proteina.

En la figura 3.19 se presentan los espectros FTIR-ATR de los productos
obtenidos mediante la metodologia de reduccién con sulfuro de sodio, se
confirma la presencia de bandas en la regién 1700 a 400 cm™' correspondientes
a los enlaces peptidicos identificados como las Amidas (1600 a 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 3(N-H) y el estiramiento del enlace v(C-H)) y Amida Ill (1300 y 1220 cm™'; se
deriva del estiramiento simétrico v(C-N) y la flexion de 8(CH)=. Estas bandas
proporcionan informacion 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.

Q(b)-2h

Q(b)}-12h
—— Q(b)-24h
— Q@)

Ab
o
=
E}

/ZonaAmidaI ZonaAmida Il Zona Amida Il kW/\/\

1700 1600 1500 1400 1300 1200 ’ o 1000
Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 3.19. Espectros FTIR-ATR de queratina liofilizada obtenida mediante
reduccion en medio alcalino con sulfuro de sodio (Na2S).
Rango de 2000 a 900 cm’
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3.6.2.2 Determinacion del peso molecular

El analisis de los pesos moleculares (PM) de los hidrolizados se realizé mediante
la electroforesis en gel de Tricina/SDS-PAGE. Las muestras se incubaron a
100°C por 3 min en condiciones reductoras (DTT 1%m/v). Se identificaron dos
fracciones de 66 y 14,4 kDa en todas las muestras. En Q(a) predominé la fraccion
14,4 kDa (mondmero) sobre la fraccion 66 kDa; mientras que en Q(b) la fraccion
monomérica fue menos notoria, con algun dafo en la cadena. La ausencia de
fracciones por debajo de 14,4 kDa sugiere que la cadena primaria de la queratina
se mantuvo intacta a tiempos cortos de procesamiento segun Q(a) y Q(b).

ULMW  Q(b)1 Q(b)2 Q(b)3 Q@ LMW

B

35

Figura 3.20. Gel Tricina/SDS-PAGE de la queratina obtenida por reduccion con
NazS. Los carriles de los extremos corresponden a los marcadores de peso
molecular empleados (LMW y ULMW).

Cardammone y col. (2010), reportaron para queratina extraida por hidrdlisis de
lana con NaOH una clara banda a 6,5-14,4 kDa debido a la generacion de
fragmentos peptidicos de bajo peso molecular, mientras que para la lana molida

el rango de peso molecular fue de 40-60 kDa. Wang y col., (2017), reportaron

rangos de peso molecular para queratina extraida a partir de plumas de pollo,
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indicando que consiste principalmente en fracciones de bajo a muy bajo peso
molecular (11, 20 y 28 kDa), ademas de una pequefia fraccion a 55 kDa.

Poole y col., (2011), analizaron los cambios en los rangos de peso molecular
cuando se aplicé NazS (pH= 14) y entre 0,5 y 6 h para solubilizar las plumas de
pollo. Indicaron que la queratina disuelta presenté 7 bandas entre 90-10 kDa,
siendo la banda de 10 kDa la mas notoria y correspondiendo entre un 68-70 %
del material presente. Kamarudin y col. (2017), reportaron tras tres etapas de
purificaciéon de queratina proveniente de plumas de pollo, rangos entre 3 y 14
kDa y una banda a 62 kDa. De acuerdo a Floris y Slangen (2005), la queratina

tiene peso molecular entre 1y 11 kDa.

3.7 Conclusiones del capitulo I

e Se evaluaron diferentes metodologias de solubilizacion aplicadas al
tratamiento de la biomasa de plumas. Se incluyé como metodologia control la
reduccion con 2-mercaptoetanol, método ampliamente aplicado a nivel
industrial por sus altos rendimientos de extraccion de queratina, pero muy
téxico y con un elevado grado de contaminacion.

e Se determinaron las condiciones de proceso para las metodologias de
solubilizacién por reduccién e hidrélisis de plumas de pollo, indicando un mejor
rendimiento de solubilizacion y mayor contenido de proteina soluble cuando
se aplica la temperatura mas alta (60 °C) y el tiempo mas corto (1 h). Las
metodologias Red 1 y H1 lograron altos porcentajes de rendimiento de
solubilizacién (%Plumaso > 83 %) y de proteina soluble extraida. Basado en
los resultados, las metodologias H71y Red 1 podrian ser empleadas como una
opcidn viable mas econdmica y segura en el reemplazo de la metodologia

convencional con el uso de 2-MEC.
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e Tras la etapa de solubilizacién de las plumas de pollo con la metodologia Red
1y H1, se encontré que rompen cerca de un 50 % los enlaces disulfuro
presentes en la queratina. La modificacién quimica con el agregado de acido
monocloroacético (MCA) permitié la modificacién de los grupos -SH libres,
siendo significativamente mayor para la relacion de MCA al 0,5 %m/v respecto
del MCA al 0,2 %.

e Se estudid el comportamiento térmico mediante Calorimetria diferencial de
barrido (DSC) para las fracciones que constituyen las plumas de pollo,
encontrando una variacion en la temperatura y entalpia de desnaturalizacion,
debido a diferencias en el ordenamiento molecular y empaquetamiento de la
estructura de la queratina que se presentan segun la biomasa de partida y la
fraccion. En el caso de los derivados de queratina con y sin modificacion, se
logré identificar que tienen alta resistencia térmica con transiciones térmicas
entre 150 y 250 °C.

e EIl analisis de la estructura por FTIR confirmé la presencia de los picos
caracteristicos (Amida A, I, Il, Ill) asociados a la fraccion de a-hélice y hoja (3-
plana de la molécula de queratina en los diferentes productos en polvo
obtenidos mediante reducciones o hidrdlisis, con y sin etapa de modificacion,
asi como la presencia de los principales grupos funcionales (C-S y S-H).

e Con el proposito de disenar una metodologia que pueda ser industrialmente
escalable y que permita producir queratina a bajo costo, se modificaron las
extracciones por reduccién con Naz2S e hidrolisis con NaOH; se evaluaron
diferentes condiciones del proceso y se reemplazé la etapa de dialisis por
fases de lavado/precipitados consecutivos. Se identificd que el rendimiento

del proceso depende de las condiciones operativas tales como la
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concentracion de los reactivos, la temperatura y el tiempo de reaccion. Los
porcentajes mas altos de rendimiento se lograron cuando se aplicaron altas
concentraciones del reactivo en conjunto con las mayores temperaturas y
menores tiempos de reaccion. Para el caso de hidrélisis con NaOH las
condiciones 6ptimas resultaron 4-5 %, 60 °C y 1 h y para la reduccién con
sulfuro de sodio Na2S 0,1M, 60 °C y 1 h, obteniendo en ambos casos
dispersiones con altos contenidos de queratina soluble.

Para estos derivados se comprobé mediante el analisis FTIR-ATR que se
extrajo la queratina presente en la biomasa de partida, evidenciado por la
presencia de las bandas caracteristicas de la proteina en su forma nativa
(pluma) como la Amida A, I, Il, lll asociados a la fraccion de a-hélice y hoja -
plana, indicando que en las condiciones aplicadas se logré extraer queratina
sin degradarla totalmente.

Adicionalmente, se analizaron los rangos de peso molecular para los
derivados solubles de queratina mediante geles Tricina/SDS-PAGE, técnica
que se usa para separar proteinas en el rango 1-100 kDa; se identificaron dos
fracciones de 66 y 14,4 kDa en todas las muestras. La ausencia de fracciones
por debajo de 14,4 kDa sugiere que la cadena primaria de la queratina se
mantuvo intacta.

Estas metodologias modificadas sin didlisis son una alternativa viable para la
obtencion de queratina a nivel industrial y la revalorizacion de la biomasa

generada por la industria avicola.
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Capitulo IV.  Biomateriales porosos de queratina a partir de la biomasa
de plumas de pollo

4.1 Introduccion

La biomasa de plumas de pollo generada por la industria avicola es una fuente
abundante y disponible para la obtencién del biopolimero proteico queratina; por
su composicion presenta un gran potencial para la fabricacion de distintos
biomateriales en formato de esponjas, recubrimientos, microfibras, geles, con

aplicaciones en el campo médico, agricola, ambiental, etc.

Las esponjas son estructuras porosas que poseen ciertas propiedades
mecanicas, morfoldgicas y de biodegradabilidad; pueden soportar la formacion
3D de tejidos, favorecen la migracion, adhesion y proliferaciéon celular,
permitiendo la difusidon de nutrientes y metabolitos en las células (Sanchez
Ramirez y col., 2018). Los biopolimeros proteicos tienen un rol central en la
produccion de esponjas; el colageno, la elastina, la fibronectina y la laminina han
sido ampliamente usados en la generaciéon de esponjas (Malafaya y col., 2007;
Madaghiele y col., 2014). La queratina ha ganado gran interés en la fabricacion
de esponjas debido principalmente a su biocompatibilidad, biodegradabilidad,
resistencia mecanica y abundancia en la naturaleza (Rouse y Van Dyke, 2010).
Se puede ordenar en forma de hidrogel, red 3D similar a la esponja, formada por
cadenas poliméricas en presencia de poros interconectados; estos hidrogeles se
pueden obtener mediante métodos de solubilizacion por reduccion u oxidacion

(Cardamone y col., 2013).

Para la formacion de las esponjas de queratina el método de secado mas
apropiado es la liofilizacién, debido a la capacidad de auto-ensamblaje 3D de la

queratina (Vasconcelos & Cavaco-Paulo, 2013).
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4.1.1 Aplicaciones de los materiales porosos de queratina

En la evolucion del desarrollo de biomateriales a partir de queratina se han
obtenido diferentes tipos de esponjas partiendo de diversas biomasas como el
cabello humano, lana, plumas, entre otras; aplicadas principalmente en los
campos de la biomedicina e ingenieria de tejidos. En el caso de las esponjas
obtenidas a partir de cabello y lana han demostrado buena compatibilidad para
aplicaciones en ingenieria de tejidos (Tachibana y col., 2002; Aboushwareb y
col., 2009; Hill & Van Dyke., 2010). Balaji y col., (2012) obtuvieron esponjas
porosas a partir de queratina de lana para su utilizacion como andamio celular
en ingenieria de tejidos. Wan y col., (2017) estudiaron las aplicaciones médicas
de las esponjas de la queratina, principalmente en la medicina regenerativa de
tejidos en la cicatrizacion de heridas; demostraron que las esponjas de queratina
permiten el intercambio gaseoso, previenen que los microorganismos infecten la
herida, no son tdxicas, ni producen alergias, son biocompatibles, biodegradables
y faciles de remover; ademas su estructura altamente porosa permite la
absorcion del fluido tisular y los exudados de la herida in vivo. Tachibana y col.,
(2012), obtuvieron esponjas de queratina mediante liofilizacion, para uso en

cultivo celular.

4.1.2 Biomateriales de queratina como materiales sorbentes para el
tratamiento de contaminantes de efluentes industriales: caso aceites y
derivados de hidrocarburos

Las diferentes actividades industriales generan entre sus residuos efluentes de
caracter oleoso incluyendo aceites, grasas, crudo y sus fracciones derivadas; los
derrames de estas sustancias en suelo y/o fuentes hidricas causan importante

contaminacion ambiental, afectando gravemente los ecosistemas y a las
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comunidades. La producciéon mundial de crudo para el periodo comprendido
entre 2019-25 comprende un crecimiento aproximado de 5,7 miles de barriles
(mb)/dia (IEA, 2020). En Argentina, se espera que se mantenga la tendencia de
la evolucion historica de la produccidon nacional de crudo convencional hasta el
afno 2030 y se alcance una producciéon de crudo de 660,3 mb/dia (Escenarios
estratégicos 2030, Ministerio de Energia y Mineria MINEM, 2022). En 2020 se
alcanzé la producciéon de 571 mb/dia, el nUmero mas alto de los ultimos once
anos, un 14 % mas que el mismo mes del ano 2019 y un 10% mas que el
promedio del afio 2019 en la pre-pandemia (MINEM, 2022). Los derrames de
hidrocarburos y aceites pueden ser accidentales o por negligencia humana; las
causas que los provocan son, por ejemplo, la poca revision mecanica en
equipamientos, accidentes durante el transporte, malas condiciones de
almacenamiento, generando grandes volumenes de efluentes contaminados. El
crudo y sus derivados no son faciles de remover y permanecen en el ecosistema
afectado a menos que sean removidos por un método apropiado. Existen
métodos fisicos/quimicos para la remocioén; debido a la contaminacion, los altos
costos, baja capacidad de sorcion, los métodos fisicos y quimicos de separacién
de crudo y aceites no son aplicados (Kelle, & Eboatu, 2018), creciendo asi el
interés por métodos alternativos, que utilizan materiales biodegradables,
economicos que permitan remover el contaminante de la superficie. Por otro
lado, Argentina se mantiene como uno de los mayores productores de diferentes
aceites vegetales (girasol, palma, soja, colza, etc.); en el 2021 se consolidé como
un afio provechoso para la produccién y las exportaciones de la mayoria de los
aceites vegetales, con buenos precios internacionales (Bolsa de Comercio de

Rosario, 2018). La industria de aceites vegetales genera efluentes provenientes
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de distintas etapas como las aguas del lavado y/o las aguas de centrifugacion o
decantacion del aceite luego de su prensado y extraccion. El efluente liquido de
la industria aceitera presenta como principales contaminantes aceites, grasas y
solidos suspendidos. Los valores medios de DBOs de los efluentes de la industria
aceitera fluctuan entre 2000 y 30000 mg/L (Ahmad y col., 2005); es un desafio
tratar este tipo de derrames en fuentes hidricas ya que se genera una capa en
la superficie que limita la penetracién de oxigeno en el agua, alterando los
ecosistemas acuaticos (Wahi y col.,, 2013). Los materiales sorbentes son
sustancias que tienen la capacidad de remover componentes toxicos
contaminantes mediante los fendmenos de adsorcion y/o absorcidén, proceso
amigable con el ambiente, economico y altamente eficiente en la remocion de

diferentes tipos de contaminantes (Karan y col., 2011).

El uso de biopolimeros es una metodologia que ha ganado popularidad en las
ultimas décadas; diferentes tipos de biomateriales se utilizan ampliamente
incluyendo paja de arroz, algodon, carbén activado, etc.; estos estan disponibles
en abundancia, son rentables, biodegradables y no téxicos y pueden
considerarse ideales como absorbentes de aceite en el tratamiento de derrames
de petréleo (Wolok y col., 2020). En el caso de petréleo, los biomateriales que
actuan como sorbentes se utilizan principalmente para escenarios de derrames
a pequefia escala; pueden remover o recuperar el contaminante ya sea por
adsorcion como un recubrimiento externo del crudo sobre la superficie material,
o0 mediante la absorciéon donde el crudo es incorporado internamente en los
poros; o por combinacién de ambos mecanismos (Karan y col.,, 2011). Los
biomateriales obtenidos a base de queratina tienen capacidad de sorcién de

diferentes contaminantes incluido el crudo y aceites mediante la combinacién de
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mecanismos de sorcion fisicos donde el crudo se ubica en los poros y/o en la
superficie del material y quimicos donde se presenta una interaccién con los

grupos funcionales de la queratina (Ifelebuegu y col., 2017).
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Figura 4.1. Esquema representativo de los mecanismos fisicos y quimicos de

adsorcion/absorcién de crudo por las esponjas de queratina.

La capacidad de sorcion de crudo o petréleo en biopolimeros puede verse
afectada por diferentes factores, como la densidad, porosidad y morfologia de la
superficie del material, asi como la presencia de grupos funcionales vy
aminoacidos que afectan a las propiedades de sorcién (Ifelebuegu & Momoh,
2015; Ifelebuegu & Johnson, 2017). Existen algunos antecedentes del uso de
queratina para la formacion de esponjas. Tonin y col. (2010) realizaron la
solubilizacién de lana para obtener esponja de queratina utilizando metabisulfito
de sodio como agente reductor, urea como agente desnaturalizante e hidroxido
de sodio para regular el valor de pH a 6,5. Zhou y col. (2014) utilizaron esponjas
de queratina altamente porosas como posible sorbente para la gestion de

vertidos de petrodleo.
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El disefio e implementacion de metodologias limpias que permitan desarrollar

biomateriales porosos aprovechando una biomasa abundante y disponible como

lo son los residuos de la industria avicola, es una propuesta de valor para

contribuir a la mitigaciéon de la contaminacion ambiental y valorizar la cadena

productiva.

4.2 Objetivos especificos del capitulo IV

V.

VI.

Desarrollar biomateriales porosos con caracteristicas sorbentes mediante
el auto-ensamblado de la queratina, aplicando diferentes metodologias de
solubilizacién con sulfitos en condiciones alcalinas o ligeramente acidas,
evaluando las variables del proceso tales como tiempo y temperatura.
Analizar las propiedades fisicoquimicas de las matrices porosas obtenidas
a través de técnicas de Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR).

Estudiar las propiedades de sorcidon de agua mediante la isoterma de
sorcidon y el modelado matematico.

Evaluar la aplicabilidad de las matrices obtenidas como materiales con
capacidad de sorcion y retencidén de aceite y crudo para ser usados en la
limpieza de derrames de hidrocarburos.

Redisefiar las metodologias de extraccion de queratina, proponiendo el uso
de nuevos agentes desnaturalizantes, optimizando el proceso mediante la
sustitucion de la etapa de dialisis.

Caracterizar fisicoquimicamente los biomateriales a través de diferentes
técnicas como Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Espectroscopia

Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), SEM, analisis textural.
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VII.

Evaluar la aplicacion ambiental en el control de derrames de crudo
superficial y en medios acuosos de los biomateriales obtenidos, modelar las

cinéticas de sorcion y estudiar los ciclos de sorcidn/retencion.

Los objetivos propuestos se alcanzaron mediante el siguiente esquema de

trabajo:

Esquema del capitulo IV

Obtencion de Solubilizacion y

biomateriales extraccion de la Dialisis y
porosos de gueratina Liofilizacion
queratina aplicando sulfitos

Evaluacién de
< s condicones
Te
&
g Caracterizacién
Propiedades Comportamiento Analisis
fisicoguimicas térmico microestructural
Aplicacion Capacidad de sorcion y de retencion
ambiental de aceite/crudo
Metodologia
alternativa para la Usodasiiastias Ha Eliminacion de la
generacion de L-cisteina/Urea etapa de Dialisis
biomateriales Liofilizacion
porosos de gueratina
Evaluacion de
las condiciones

e del proceso
[T Caracterizacion
&
&

Propiedades Comportamiento Analisis

\ fisicoguimicas termico microestructural
Aplicacién Capacidad de sorcién y de retencién
ambiental de aceite/crudo
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4.3. Parte A. Aplicacion de metodologias de sulfitolisis y reduccion para la
formacion de biomateriales de queratina

La sulfitolisis es uno de los métodos de solubilizacion empleados para la
generacion de esponjas de queratina a partir de biomasas como las plumas de
pollo, lana, pelo humano, etc.; consiste en emplear iones sulfito (SO372), bisulfito
(HSO3") y disulfito o pirosulfito (S20572) con capacidad reductora de los enlaces
disulfuro de la cistina presente en la queratina formando un grupo tiol y tiosulfato
(-S-S0O3) también denominado sal de Bunte (Shavandi y col., 2017; Vineis y col.,

2019) (Reaccioén 4.1 y figura 4.2).

a KS—SK+S03 “—>KS—-S503 + KS™

Queratina lon sulfito Sal de bunte Tiol

b KS - SK+ HS0;~ —> KSSO;,~ + KSH

P R
Queratina ton bisulfito Sal de bunte Tiol

Reaccion 4.1: Sulfitolisis de la queratina con agentes reductores: (a) sulfito de
sodio (Na2S03) y (b) bisulfito de sodio (NaHSO3)

b=S=S=—CH, lon’
Su.'_flto

,=S=5=CH,

Figura 4.2 Escision de enlace disulfuro de la cistina por sulfitdlisis con ion
sulfito. (Adaptado de Shavandi y col., (2017)).

A valores de pH superiores a 9, el proceso de sulfitolisis de la cistina es
incompleto y reversible, dado que la velocidad de reaccion es menor, por la

repulsion entre los aniones carboxilicos de la proteina y los iones sulfito (Vineis

122



Capitulo IV.  Biomateriales porosos de queratina a partir de la biomasa
de plumas de pollo

y col., 2019). Esto puede ser mejorado con la adicion de otros agentes
desnaturalizantes como la urea y el SDS que pueden romper todos los enlaces
disulfuro incrementando el rendimiento de extraccion (Shavadi y col., 2017;

Vineis y col., 2019).

Tonin y col., (2010) realizaron la solubilizacion de lana para obtener queratina
aplicando metabisulfito de sodio como agente reductor, urea como agente
desnaturalizante, e hidroxido de sodio para regular el valor de pH a 6,5;
Sinkiewicz y col., (2016) reportaron buenos porcentajes de extraccién de
queratina a partir de plumas de pollo mediante el método de sulfitolisis; los
autores mostraron que la sulfitolisis con metabisulfito y bisulfito sodio en
concentraciones de 0,5M, incrementaron el rendimiento de extraccion entre un

63 %y 82 %.

Con el fin de obtener esponjas a partir del auto-ensamblado de queratina de

plumas de pollo, se aplicaron dos metodologias:

4.3.1. Bio-esponja de queratina E1

Esta metodologia emplea para la extraccién de la queratina de las plumas de
pollo, sulfito de sodio (Na2SOs3) que actua como agente reductor cortando los
enlaces disulfuro y permitiendo la extraccion de la proteina sin dafar la cadena
polipeptidica; se obtiene S-sulfo-queratina por el proceso de sulfitdlisis.
Asimismo, se adiciondé urea como agente desnaturalizante para escindir los
puentes de hidrégeno y SDS que actua como agente tensioactivo, convirtiendo
los enlaces disulfuro en grupos sulfhidrilos (-SH) y S-sulfo (sal de Bunte; Katoh
y col., 2004). La adicién del SDS proporciona estabilidad a la solucion, evitando

la reformacion de los enlaces disulfuro y mejorando el rendimiento de extraccion.
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Para esta metodologia se aplicé el protocolo propuesto por Zhou y col., (2014)
con modificaciones. Se prepararon 5 disoluciones a partir de 10 g de pluma
previamente acondicionada (Capitulo Il, seccién 2.2.1) y 100 mL de una solucion
que contenia 0,125 M de sulfito de sodio (Na2S0O3), 0,05 M SDS y 2 M de urea.
Se usaron diferentes condiciones de extraccion: E1(a) 15 minutos y 100°C; E1(b)
45 minutos y 80°C; E1(c) 60 minutos y 60°C; E1(d) 30 minutos y 80°C; E1(e) 30
minutos y 90°C.

Las soluciones resultantes fueron diluidas en una relacion de 1:4 muestra/agua
destilada; seguidamente, se filtraron con un lienzo con el fin de retirar los
residuos de pluma sin disolver y luego se dializaron usando una membrana de
celulosa de 16 mm de diametro con retencion de peso molecular mayor o igual
a 12 kDa (D9777,Sigma-Aldrich Co, St. Louis MO, USA) durante un periodo de
72 h con cambios de agua destilada cada 24 h. Finalmente, las soluciones
dializadas se almacenaron a -40 °C por 48 h y se liofilizaron en un equipo HETO
Modelo FD 4 durante 48 h. Las esponjas se almacenaron protegidas de la

humedad a — 20 °C hasta el momento de su caracterizacion.

4.3.2 Bio-esponja de queratina E2

Esta metodologia se basa en la extraccién de queratina a partir de plumas de
pollo en una etapa con sulfito de sodio (Na2SOs) mediante sulfitolisis a pH
ligeramente acido (pH= 6,5), rompiendo los enlaces disulfuro, obteniendo tioles
y S-sulfonatos, formando las sales de Bunte, ademas de usar urea como agente
desnaturalizante que escinde los puentes de hidrogeno presentes en la proteina
(Tonin y col., 2010). Se aplico el protocolo propuesto por Tonin y col., (2010) con

modificaciones; se pesaron 5 g de pluma previamente acondicionada y se
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adiciond un volumen de 100 mL de solucién de urea 7,75M y sulfito de sodio
0,48M; se ajusto el pH a 6,5 mediante una solucién de NaOH 20 % (m/v) agitando
durante 2 h y a 65 °C. Luego se filtré la dispersion obtenida mediante un lienzo
para retirar los residuos de pluma sin disolver. La dispersion de queratina
obtenida se dializ6 mediante membrana de celulosa de 16 mm de diametro con
retencion de peso molecular mayor o igual a 12 kDa (D9777, Sigma-Aldrich Co,
St. Louis MO, USA) durante en 72 h con cambios de agua cada 24 h. La solucion
obtenida se congeld a -40 °C y se liofilizd por 48 h en un equipo HETO Modelo

FD 4. Las esponjas de queratina se almacenaron a 4 °C hasta su caracterizacion.

4.4 Caracterizacion de las esponjas

4.4.1 Solubilidad en agua

Se determind la solubilidad gravimétrica sobre fragmentos rectangulares de las
esponjas E1 (a-e) y E2. Se peso6 0,1 g (0,1 mg) de cada muestra de esponja y
se sumergio en 25 mL de agua destilada a pH=6, agitando por 24 h a 20 °C en
un Agitador orbital Barnstead Lab-Line (Modelo SHKA4000-1CE). Los
fragmentos remanentes de esponja se filtraron usando papel de filtro Whatman
grado 1 (cualitativo) y la fase acuosa se reservo; los fragmentos de esponja se
secaron en una estufa con circulacion forzada de aire (Sanjor serie SL DB;
Buenos Aires, Argentina) a 105 °C hasta alcanzar un valor de peso constante.
El porcentaje de solubilidad (% p/p) de las esponjas de queratina se calculd por
medio de la Ecuacion 4.1:

Sol(%) = [(mi—mf)/mi]* 100 (Ec. 4.1)

Donde mi es la masa seca inicial y mf es la masa seca final de las muestras de

esponja utilizadas.
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Para determinar si las matrices porosas que constituyen las esponjas de
queratina obtenidas liberaban proteina en medio acuoso (pH= 6), se midi6 la
concentracion de proteina soluble presente en la fase acuosa obtenida en el
filtrado mediante el método de Biuret (Capitulo II; seccion 2.2.4.). Se toméd una
alicuota de 0,5 mL de la fase acuosa filtrada y se adicioné 2 mL de reactivo de
Biuret. Se agit6 y se dejé reaccionar durante 30 minutos. La absorbancia se leyo
en un espectrofotometro UV mini-1240 UV-Vis (Shimadzu Scientific Instruments,
Japon) a una longitud de onda A= 550 nm. Las determinaciones se hicieron por

duplicado.

4.4.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

Se realizo el analisis del comportamiento térmico de las esponjas de queratina
mediante un equipo de Calorimetria Diferencial de Barrido DSC Q-100 (TA
Instruments; USA). Se pesaron entre 1-3 mg de las esponjas en capsulas de
aluminio y se sellaron herméticamente; como referencia se utilizd6 una capsula
vacia. Se us6 el método modulado a + 0,5 °C cada 40 segundos. La velocidad
de enfriamiento fue de 10 °C/min hasta alcanzar -20 °C con isoterma de 4
minutos; la velocidad de calentamiento fue de 10 °C/min hasta 280 °C. Todas las

determinaciones se hicieron por duplicado.

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

Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los derivados de
queratina desarrollados en el presente capitulo se obtuvieron con un

espectrometro, equipo Nicolet 1S10 (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
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USA) con accesorio de ATR (diamante). Se trabajé en un rango de numeros 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.

4.4.3.1 Andlisis de la Amida |

Las bandas de absorcién Amida | presentes en el espectro infrarrojo son de gran
importancia para la caracterizacion de las proteinas; pueden ser analizadas
individualmente para identificar los componentes de absorcidn atribuidos a las
estructuras secundarias como la a-hélice, hoja B-plana y microestructuras
desordenadas presentes en la queratina (Cardamone y col., 2010). Para realizar
el tipo de analisis se procedié a la deconvolucion de la senal de Amida I; el
método consiste en aplicar la transformacion Gaussiana/Lorentziana para la
descomposicion de la curva original de Amida | en una serie de curvas
gaussianas, las cuales se obtuvieron con el software OMNIC TM de Thermo
ScientificTM. Dichas curvas proporcionan informacién del tipo de estructura
secundaria encontrado en la muestra analizada y se puede calcular el porcentaje
relativo de cada tipo de estructura (Byler y Susi, 1986; Cortez, 2020).

El procedimiento consistié en:

1. Obtener el espectro de infrarrojo en la region de la Amida | (1700-1600 cm').
2. Aplicar la 2"9% derivada a la banda de la Amida .

3. Usando como referencia los picos direccionados hacia abajo en la 2"
derivada a la banda de la Amida |, seleccionar los centros de las curvas

gaussianas (figura 4.3).
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4. Para el analisis y ajuste de las curvas seleccionadas, aplicar la transformacion
Gaussiana/Lorentzian y corregir la intensidad de banda, ancho a la mitad de la
banda (Full Width at the Half-Height; FWHH).

5. Seleccionar las curvas gaussianas con apoyo de bibliografia propia de la

muestra analizada.

Amidal

2. derivada

Unidades Arbitrarias

Curvas gaussianas

1700 1650 1600
Numero de onda cm™

Figura 4.3 Esquema del procedimiento grafico para las curvas gaussianas en
la banda Amida | (Adaptado de Cortez, 2020).

A partir de las areas de las curvas gaussianas obtenidas y seleccionadas se
determind el porcentaje correspondiente a cada tipo de estructura secundaria
sumando las areas bajo la curva de cada pico individual y expresando como

fraccion del area total. Algunas asignaciones se presentan en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Asignaciones de las estructuras secundarias correspondientes a

distintos componentes que conforman la banda de Amida | de las proteinas.

Tipo de estructura Numero de onda (cm-)
Hoja B (intermolecular) 1690 - 1700

giro B 1660-1695

a- hélice 1650-1660
Desordenada 1640 - 1650

Hoja B (intramolecular) 1620 - 1640

Hoja B (intermolecular) 1610 - 1630

FUENTE: Basado en el trabajo Torii H., Tasumi M. (1996)

4.4.4 Propiedades de sorcidon de agua de las esponjas

Las isotermas de sorcidn de las esponjas obtenidas a partir de plumas con los
tratamientos E1(e) y E2 fueron determinadas por el método estatico gravimétrico
a 20 °C (Rahman y Sablani, 2008). Las muestras de E1(e) y E2 de 1,5 g se
almacenaron en recipientes herméticos que contenian soluciones saturadas de
sales para proporcionar un rango de humedad relativa (HR) entre 11,3 y 97 %:
Cloruro de litio (LiCl; 11,3 %), Acetato de potasio (CH3COOK; 23,4 %), Cloruro
de magnesio (MgClz; 33 %), Carbonato de potasio (K2COs; 43,2 %), Nitrato de
magnesio (Mg(NOs)z; 54,4 %), Cloruro de sodio (NaCl; 76 %), Cloruro de potasio

(KCI: 82 %), Sulfato de potasio (K2SO4; 97 %).

Los pesos de las muestras se midieron cada tres dias hasta alcanzar un valor
constante (diferencia entre 3 pesadas consecutivas de <+0,0003 g), donde se
asume que se ha alcanzado el equilibrio; en este punto, la actividad acuosa (aw)
de la muestra equilibrada puede considerarse igual a su correspondiente HR/100

(Lomauro y col., 1985). Cada punto de la isoterma se hizo por duplicado. El
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contenido de humedad inicial de las esponjas de midié segun el protocolo

explicado en la seccion 2.2.1 y la ecuaciéon 2.1 (Ver Capitulo Il).

Modelado matematico de las isotermas de sorciéon de agua y comparacion
estadistica

La relacion entre el contenido de humedad de equilibrio (W) y la actividad de
agua (aw) de los derivados de queratina se predijo mediante la ecuacion Ec. 4.2
de 3 parametros (Guggenheim-Anderson-de Boer, GAB), comunmente usada en

alimentos.

Wpn.K.C.ay,

We = ke i1-Kay+c K ay]

(Ec. 4.2)

donde W, es la humedad del material que corresponde a la situacion en que los
puntos de adsorcidon primarios estan saturados por moléculas de agua. C es la
constante de Guggenheim, caracteristica del material y relacionada al calor de
adsorcion de la monocapa. K es el factor de correccion relacionado con el calor
de sorcion de la multicapa.

Los parametros se estimaron mediante regresion no lineal de los datos
experimentales con los programas Origin Pro-v 8.0 (OriginLab Corp.,
Northhampton, MA USA).

La seleccion del modelo mas apropiado se basé en su bondad de ajuste,
evaluada mediante el porcentaje de error medio relativo (%E) que expresa la

diferencia entre los datos predichos y experimentales (Ec. 4.3):

100wy  |Wei—Wepi

%EzT =1 e Ec. 4.3
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Dénde “n” es el numero de datos experimentales, Wc¢i y Wcp los valores de

humedad experimentales y predichos respectivamente.

4.4.5 Aplicacion ambiental
Se evalu6 el desempefno de las esponjas de queratina como biomateriales

sorbentes en el control de derrames de aceite y derivados de hidrocarburos.

4.4.5.1 Capacidad de sorcion de aceite (CSA) y de crudo (CSC)

En este ensayo se determiné la capacidad de sorcion de aceite y crudo de las
esponjas de queratina mediante el protocolo propuesto por Zhou y col., (2014)
con modificaciones. Para este ensayo, se eligi6 aceite de girasol refinado
comercial (Cocinero, Molinos Rio de la Plata, Argentina) y crudo (p= 0,885 g/ mL)

provisto por la refineria YPF de La Plata.

Se cortaron fragmentos rectangulares de las esponjas E1 (a-d) y E2 de 0,1 g, los
fragmentos se sumergieron en 10 mL de aceite puro de girasol o crudo. Después
de 5 minutos de sorcion, se retird y drend por 30 segundos hasta que no
quedaran gotas residuales de aceite sobre la superficie. La capacidad de sorcion

fue calculada a partir de la siguiente ecuacion 4.4:

Cap.sorcion (g/g) = M%:”") (Ec. 4.4)

donde, Ws es la masa del material sorbente después de la sorcion (g) y Woes la

masa inicial de la esponja (g).

4.4.5.2 Capacidad de retencion de aceite (%CRA) y de crudo %(CRC)
Una vez finalizada la etapa de captacion, se prosiguioé a determinar la capacidad

de retencion del material de la siguiente manera: Después de la sorcién por 5
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minutos, la esponja mojada fue drenada 30 s y luego centrifugada a 500 rpm; se
registré el peso final la esponja (Ws). La capacidad de retencidon se calculd

mediante la ecuacion 4.5:
Cap.retenciéon (g/g) = % + 100 (Ec. 4.5)

donde Ws es la masa del sorbente después de la sorcidn de aceite/crudo y WFf
la masa restante de la esponja después de la centrifugacién. Se realiz6 el ensayo

por duplicado.

4.5.6 Analisis estadistico

Se realizo6 el correspondiente analisis estadistico de varianza mediante ANOVAS
con el software Infostat v. 2020 (Grupo InfoStat, FCA, Argentina). La prueba t se
aplicé para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los
valores medios de maximo 2 muestras y las diferencias se compararon mediante
la prueba de Tukey para comparaciones de mas de 2 casos (muestras) usando

un nivel de significancia o= 0,05 para ambas pruebas.

4.5. Resultados y discusién

Se obtuvieron esponjas de queratina mediante dos metodologias de extraccion
por sulfitdlisis con sulfito de sodio, el cual cumple la funcion de reducir la
queratina presente en las plumas escindiendo los enlaces disulfuro (-S-S-), lo
cual permite la extraccion sin dafiar la cadena polipeptidica. La metodologia
aplicada E1 corresponde a una adaptacion del protocolo de Zhou y col., (2014)
(SDS, Na2S0s3 y urea; T= 90 °C y textraccisn= 30 min) y la metodologia E2 es una

adaptacion del protocolo propuesto por Tonin y col., (2010) (Na2SOs3 y urea, T=
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65 °C y textraccisn= 120 min); ambas generaron esponjas de queratina tras el

proceso de liofilizacion debido a su capacidad de autoensamblado (Figura 4.4).

8
Figura 4.4 Esponjas obtenidas mediante A) Metodologia E1e ((SDS, Na2SOs y
urea, T= 90 °C y textraccion= 30 min) y B) Metodologia E2 (Na2SO3y urea T= 65

°C textraccion= 120 min)-

La aplicacion de la metodologia E1(e) (SDS, Na2SOs y urea) con condiciones de
proceso de T= 90 °C y textraccion= 30 min presentd la mejor formacion de esponjas
en comparacion con E (a-d), indicando que la modificacién de las condiciones de

proceso incidio significativamente en la formacién de las esponjas.

Este comportamiento concuerda con los resultados reportados por Zhou y col.,
(2014), quienes reportaron que a valores inferiores de temperatura y tiempos
prolongados se obtiene buen rendimiento de extraccion, sin embargo, el re-
entrecruzamiento necesario para la formacion de las esponjas se ve disminuido
significativamente. La formacion de las esponjas obtenidas mediante las
metodologias E1 (a-d) (Tabla 4.1) fue incipiente (figura 4.5), debido a una baja

concentracion de proteina en la dispersion de queratina previo al proceso de
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liofilizacion, desfavoreciendo la reformacion de entrecruzamientos de las

cadenas de la proteina.

Figura 4.5 Esponjas obtenidas mediante la Metodologia E1 (SDS, NazSOs y
Urea): A) T=100 o(: Yy t<—;-x1‘raccién= 15 m|n, B) T=80 OC Yy text‘raccién= 45 m|n, C) T=
60 °C Y textraccisn= 60 min; D) T= 80 °C Y textraccisn= 30 min.

4.5.1 Solubilidad de esponjas de queratina en agua

La solubilidad en agua de las esponjas obtenidas se evalu6 mediante el método
gravimétrico con el fin de evaluar la resistencia del material en medio acuoso
manteniendo un valor de pH de 6; asimismo, se midi6 la proteina soluble en el
medio para determinar si hay liberacién de proteina por parte de las esponjas.
En la Tabla 4.3 se presentan los resultados obtenidos de los ensayos de
solubilidad por el método gravimétrico para las esponjas de queratina.

Los fragmentos de las esponjas E1 y E2 no se disgregaron ni perdieron su forma
cuando se sumergieron en agua destilada a pH= 6, indicando que los materiales
obtenidos son hidrofébicos; los porcentajes de solubilidad en agua de las

esponjas de queratina fueron bajos y se encuentran entre un 4,8 y 5,8 % (Tabla
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4.3). Por otra parte, no se reportaron diferencias significativas en la proteina
soluble, (<0,0125 g queratina/g de esponja), indicando que la queratina presente

en las esponjas es practicamente insoluble en agua.

Tabla 4.3. Porcentaje de solubilidad gravimétrica y la proteina liberada al medio

acuoso a pH= 6 de las esponjas de queratina calculada por gravimetria.

Variables de proceso Solubilidad Proteina
. por liberada al
Matriz  Tiempo  Temperatura ) i .
gravimetria medio
(min) (°C)
(%)
E1a 15 100 5,76+0,29v¢ 0,0122+0,001"s
E1b 45 80 5,61+0,093¢ 0,0120+0,001"s
Elc 60 60 4,83+0,243° 0,0110+£0,001"s
E1d 30 80 5,34+0,373¢ 0,0120+0,001"s
Ele 30 90 5,80+0,2° 0,0125+0,001"s
E2 120 65 4,810,052 0,0110+0,001"s

*Los resultados son presentados como el promedio + desviacion estandar de las muestras por
duplicado. Valores con diferentes superindices (*°) presentan diferencias significativas
mediante la prueba de Tuckey (a=0,05). ns= no significativo.

4.5.2 Analisis del comportamiento térmico de las esponjas de queratina por
calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se analizé el comportamiento térmico de las esponjas de queratina obtenidas
por las metodologias E1e y E2, los termogramas de calentamiento obtenidos se

presentan en las Figuras 4.6A y B.
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Figura 4.6.A Termograma de calentamiento de la esponja de queratina E1e

(sulfitolisis oxidativa T= 90 °C y t= 30 minutos).
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Figura 4.6.B Termograma de calentamiento de la esponja de queratina E2
(sulfitolisis T=65 °C y t= 120 minutos).

En el termograma de la esponja de queratina E1 se observa un pico endotérmico
pronunciado a una temperatura de pico (Tp) de 204,2 °C con un valor de entalpia
(AH) de 234,5 J/g; para la esponja de queratina E2 dicha transicion se presenta
a 160 °Cy con un AH de 192,4 J/g. La transicion endotérmica sefialada en ambos
casos corresponde a la degradacion de la proteina, indicando que estos

materiales presentan una alta estabilidad térmica. Las transiciones térmicas de
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las esponjas estan dentro de los rangos reportados para la desnaturalizacion de
queratina en plumas de pollo secas (170 a 200 °C) por Takahashi y col., (2004).
Patrucco y col. (2016) reportaron resultados similares a los obtenidos en el
presente estudio, para esponjas de queratina obtenidas a partir de lana con una
transicion térmica entre 230 °C y 240 °C. En el termograma de E2 (Figura 4.6.B)
se observa un pequefo pico endotérmico a mayor temperatura y podria ser
atribuido a diferentes AH de transicion de estructuras cristalinas de tipo a-

helicoidal (Patrucco y col. 2016).

4.5.3 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR ATR)

Se analizaron los espectros FTIR con ATR para las esponjas de queratina
obtenidas mediante las metodologias E1 y E2. Ambos tipos de esponjas
presentan sefales encontradas en las plumas de pollo y caracteristicas de la
queratina; dicho espectro presenta un gran numero de bandas vibracionales,
especialmente en la Amida | (1690 a 1600 cm-'), Amida Il (1575 a 1480 cm™") y
la region de oxidacion de la cisteina (1200 a 1040 cm'), la cual esta solapada y
proporciona informacion poco cualitativa (Barton, 2011). El espectro FTIR-ATR
de la esponja de queratina E1 se presenta en la figura 4.7.A y B. En todos los
espectros E1 a-e (Figura 4.7Ay B) se observaron los picos 3300 cm™'y 3417 cm
- la Amida A se ha reportado a 3330 cm™ y esta asociada a la conformacion o-
hélice. Martinez-Hernandez y col., (2005) reportaron la presencia de esta sefal
en fibras de queratina obtenidas a partir de lana asociadas con su conformacion
a-hélice; asimismo, coincide con la vibracion de estiramiento del grupo -OH
(Zhou y col., 2014). Ademas, se observaron la banda de Amida B (3056-3075

cm-) vinculado con vibracion asimétrica va(NH) y un pico a 2930 cm™' asociado
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a la vibracion CHs de las cadenas de acilo en las queratinas (Martinez-
Hernandez y col., 2005). Se observan sefiales en la region 1700 a 1600 cm™,
correspondientes a la Amida | y vinculados con las vibraciones del enlace C=0
de los grupos carbonilo para la conformacién beta plana de la molécula de
queratina (Wojciechowska y col., 2002; Martinez-Hernandez y col., 2005).

Martinez-Hernandez y col. (2005), reporté que el pico a 1666 cm-' corresponde
a esa vibracion C=0 para la conformacioén beta. Por otra parte, Takahashi y col.
(2004) reporté un pico en 1656 cm™' asociado a la conformacion helicoidal de la
Amida I; en el espectro E1 se encontrdé un pico a 1615 cm-' (Figura 4.7A)

coincidente con lo reportado por Takahashi y col., (2004) para la Amida I.

Estiramiento CH

Absorbancia

 Amidam =

. r 0 , 0 ' r . v ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondacm™

Figura 4.7.A. Espectro FTIR-ATR de la esponja de queratina E1e.
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Figura 4.7.B Comparacion de los espectros FTIR-ATR de las esponjas de

queratina E1a-e.

Se observa un pico a 1470 cm™ en el espectro E1e (Figura 4.7.A) vinculado con
la Amida Il. Zhou y col. (2014) reportaron en espectros de plumas de pollo y
esponjas de queratina los picos 1450 cm™ y 1540 cm™' asociados a la vibracion
del grupo C-H que conecta con el atomo de N de la Amida, y la vibracion N-H y
C-N respectivamente. Wojciechowska y col., (2002) reportaron para fibras de
queratina obtenidas a partir de lana sefiales a 1480y 1580 cm™! correspondientes
a las vibraciones de los enlaces N-H y C-N de la Amida Il. A su vez, los picos
encontrados en la zona 1531 cm-! pueden estar relacionados con la vibracién N-
H de una conformacion beta para fibras de queratina obtenidas a partir de plumas
de pollo (Martinez-Hernandez y col., 2005).

Por otra parte, se observa la presencia de la Amida Il (1230 y 1240 cm™)
correspondientes a la conformacion hoja beta plana (Martinez-Hernandez y col.,
2005). Los picos cercanos a la zona de 1174 cm-' pueden vincularse con los

enlaces C-C de aminoacidos de cadena lateral (Akhtar y col., 1997).
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En los espectros de las esponjas E1 el pico que se encuentra a 1020 cm™' se
asocio6 a la sal de Bunte (enlace S=0) formada a partir de queratina regenerada
segun lo estudiado por Zhou y col. (2014). Esta caracteristica resulta comun ya
que la reaccién de extraccién implica un proceso de sulfitdlisis donde los iones
sulfito rompen los puentes disulfuro en tioles y aniones S-sulfonato. Sin embargo,
al ser un proceso reversible mediante la extraccion del sulfito, valores altos de
sal de Bunte podrian indicar un remanente del reactivo a pesar de la etapa de
dialisis. Por ultimo, Martinez-Hernandez y col., (2005) asociaron los numeros de
onda 620 y 730 cm™' al estiramiento C-S de alquitioles.

No se observaron diferencias significativas entre los espectros de las esponjas
E1a-e (Figura 4.7.B) presentando todas las sefiales previamente mencionadas.
Esto indica que las condiciones de proceso aplicadas no influyeron
significativamente en la conformacion estructural de las esponjas.

En el espectro FTIR de la muestra E2 (Figura 4.8), se observan todas las sefales
caracteristicas de la queratina, asi como la presencia de la sal de Bunte (vS=0).
En comparacioén con las esponjas obtenidas mediante la metodologia E1, no se
observaron los picos 3300 cm™' y 3417 cm™' vistos en dichos espectros FTIR,
observandose la unica banda de la Amida A en la longitud de onda de 3271 cm-~
. Por otro lado, se observd un pico marcado en la region 1521 cm™,

correspondiente a la flexidon N-H para la conformacion beta.
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Figura 4.8. Espectro FTIR-ATR de la esponja de queratina E2.

Anadlisis de las Amida |

Se realiz6 el analisis de las Amida | mediante la deconvolucion de la zona
comprendida entre 1700 a 1550 cm™, con el fin de identificar y determinar la
proporcion de las estructuras secundarias a-hélice y hoja B-plana en las esponjas
de queratina E1e y E2.

Se identificaron para ambas esponjas (E1e y E2) tres componentes
correspondientes a las estructuras a-hélice (1657-1651 cm™); hoja B-plana
(1631-1621 cm™) y microestructuras desordenadas (1697-1670 cm™).

Estos resultados concuerdan con los presentados por Cardamone y col., (2010),
quienes informaron la 2.2 derivada de los espectros infrarrojos para hidrolizados
de queratina de lana. Isarankura Na Ayutthaya y col., (2015) analizaron la banda
Amida | para peliculas de queratina, encontrando curvas localizadas a 1650 cm-
'y 1610 a 1633 cm' correspondientes a las estructuras a-hélice y hoja B-plana,

respectivamente.
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En las figuras 4.9A y B se presentan los componentes deconvolucionados de la

region Amida |, los cuales representan, alfa-hélice, hoja B —plana y estructuras

desordenadas.

0,5
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Figura 4.9.A. Banda Amida | y curvas gaussianas obtenidas mediante la

deconvolucién del espectro FTIR-ATR para la esponja E1e.
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Figura 4.9.B. Banda Amida | y curvas gaussianas obtenidas mediante la

deconvolucién del espectro FTIR-ATR para la esponja E2.
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Se determind el porcentaje relativo de las estructuras secundarias presentes en
las esponjas E1e y E2, analizadas mediante la deconvolucion de Amida I.

En la esponja E1(e) los porcentajes relativos para las estructuras identificadas
fueron del 55,1% para hoja-plegada-3, 19,64 % de a-hélice y el 25,3 % giro B;
mientras que para la esponja E2 fueron 52,1 %, 36,7 % y 10,5 % respectivamente
(tabla 4.4). El mayor contenido de estructura a- hélice (estructura menos rigida
que la Hoja B-plana) que posee E2 en comparacién con E1e, podria atribuirle al

material mayor elasticidad y flexibilidad.

Tabla 4.4 Porcentaje relativo de las estructuras secundarias calculadas

mediante la deconvolucidn del espectro FTIR ATR de la Amida | de esponjas de

queratina.
Tipo de estructura
Muestra  A(cm’) Fraccion (%)
secundaria
1622 Hoja B-plana 55,07
Ele 1654 a- hélice 19,64
1675 giro B 25,29
1622 Hoja B-plana 52,77
E2 1651 a- hélice 36,73
1675 giro B 10,50

En ambas muestras se evidencia una mayor proporcién de estructuras tipo B
(una estructura mas rigida que la a), esto pudo deberse a una mayor proporciéon
de raquis en las plumas usadas para la extraccion de la queratina en el presente
trabajo de Tesis. Diferentes autores han reportado que la fraccion del raquis esta
compuesta en mayor proporcidén de estructuras tipo B respecto a la a, mientras

que la fraccion de barbas posee una mayor proporcién de estructuras tipo a
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respecto a la B. Sharma y col.,, (2018) analizaron mediante FTIR-ATR la
estructura de las plumas y la queratina extraida de ellas, observando que poseen

un mayor contenido de estructuras Hoja 3-plana.

4.5.4 Propiedades de sorcion de agua de las esponjas

Se realizaron las isotermas de sorcién de agua para las esponjas de queratina
en un rango de aw de 0,11 a 0,98 y a 20 °C. Las humedades iniciales de las
esponjas E1e y E2 fueron de 3,50+0,10 y 3,41+£0,62 g / g b.h (base humeda)
respectivamente. Los resultados experimentales de los contenidos de agua de
equilibrio en funcion de la aw a 20 °C y el ajuste de los datos con la ecuacion de
GAB (Ec. 4.5) por regresion no lineal obtenidos para las esponjas de queratina
E1e y E2 a 20 °C se presentan en la Figura 4.10.

Ambas isotermas siguieron el modelo sigmoidal caracteristico de los materiales
a base de queratina e indican que el agua seria absorbida en multicapas (Martelli
y col., 2006; Moore y col., 2006); sin embargo, exhibieron comportamientos

diferentes para valores de aw mayores a 0,33.
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Figura 4.10 Isotermas de sorcion de las esponjas de queratina E1e y E2.
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La Tabla 4.5 muestra los parametros de la ecuacién de GAB, el coeficiente de

determinacién (R?) y el porcentaje de error medio relativo (% E).

Tabla 4.5 Parametros de regresion no lineal (GAB) y parametros estadisticos (R?

y %E) de las isotermas de sorcion de esponjas de queratina a 20 °C.

Parametros Esponja E1e Esponja E2

(Ec. GAB) Valor (ES) Valor (ES)
Wm (g agua/ g bs) 0,0149 8,4x10°% 0,0377 0,013
C 3,9192 0,0236 1,2315  0,2280
K 0,9280 0,005 0,9021  0,0017
Parametro estadistico

R? 0,997 0,994

% E 14,13 5,70

*ES= error estandar

El modelo GAB mostré un buen ajuste a los datos experimentales de contenido

de agua de equilibrio para un amplio rango de valores de aw, presentando valores

muy cercanos a 1 para el coeficiente de correlacion y % E cercanos al 10 %

(Tabla 4.6). La esponja E2 exhibié un valor de Wn 2,5 veces mayor que la

esponja E1e; el tratamiento E1(e) genera esponjas con mayor contenido de agua

de equilibrio y mayor capacidad para absorber agua en el rango de aw evaluado.
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4.5.5 Aplicacion ambiental en el control de aceite y crudo

4.5.5.1 Capacidad de sorcion y retencion de aceite
La capacidad de sorcién de aceite (CSA) y la capacidad de retencion del aceite
(CRA%) captado por el material sorbente, se midieron en las esponjas E1 (a-e)

y E2. Los resultados obtenidos de dichos ensayos presentan en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Capacidad de adsorcion (CSA) y retencidén de aceite (CRA%) de las

esponjas de queratina.

Matriz*

(CSA)

(g de aceite/ g de (CRA%)

sorbente)
E1a 7,58+1,862° 25,89+2,892
E1b 6,81+1,502° 63,74+3,11¢
Elc 6,84+1,412b 57,05+2,83¢
E1d 5,59+0,902 42,11+1,41b
Ele 13,79+0,56°° 71,35+2,12¢
E2 20,93+3,46° 72,17+2,839

Los resultados son presentados como el promedio + desviacion estandar de las muestras por
duplicado. Valores con diferentes superindices (®°°) presentan diferencias significativas

mediante la prueba de Tuckey (a=0,05). *Esponja E71e sumergida en aceite de girasol.

Las esponjas E1e y E2 presentaron la mayor capacidad de adsorcion de aceite
con valores de 13,79 y 20,93 g de aceite/g sorbente, respectivamente; al mismo
tiempo estas esponjas exhibieron valores de 71 a 72 % de capacidad de
retencibn de aceite sin observarse diferencias significativas entre ambos

tratamientos (p> 0,05, Tabla 4.6). Para las esponjas obtenidas a partir de las
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extracciones E1a a E1d se observan valores de capacidad de adsorcion y

retencidon de aceite significativamente inferiores (p<0,05)

4.5.5.2 Ensayos de sorciéon de crudo

Los derrames de crudo debidos a la exploracion de recursos, transporte,
almacenaje, entre otras actividades, causan un dafo considerable generando un
impacto negativo en el medio ambiente. Se evalud la captacion de crudo (6=
0,885 g/L) (CSC; g crudo/ g queratina) y el porcentaje de retencion de crudo

(%CRC), para las esponjas E1e y E2 (figuras 4.11 y 4.12).

A. Matriz porosa E1

8
&H

B. Matrizporosa E2

Figura 4.11 Capamdad de sorcién de crudo (CSC) de las esponjas E1e y E2.

C. D.

Figura 4.12 Capacidad de sorcion de petroleo (%CRC) de las esponjas de

queratina E1e y E2.
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La esponja E2 presentd un mejor desempefio como material adsorbente de
crudo en comparacion con la esponja E1 (p<0,05; Tabla 4.7). El buen
desempeno de la adsorcion de hidrocarburos de las esponjas de queratina
obtenidas a partir de plumas de pollo podria ser explicado por el caracter
hidrofébico y la insolubilidad en agua propia de las queratinas siendo afin
quimicamente con los hidrocarburos; ademas del area especifica del biopolimero
debida a los espacios intersticiales formados por la red de fibras de queratina

(Roig y col., 2003).

Tabla 4.7. Capacidad de sorcion (CSC) y retencion de crudo (%CRC) de las

esponjas de queratina.

Matriz CcSC CRC (%)
(g de crudo/ g de sorbente)

Ele 5,87+0,562 47+13,232

E2 21,22+1,35° 785,24

*Los resultados son presentados como el promedio + desviacion estandar de las
muestras por duplicado. Valores con diferentes superindices (2°°) presentan
diferencias significativas mediante la prueba de student (a=0,05).

4.5.6 Modificacion del proceso de formacion de esponjas

Debido al interés en escalar a nivel industrial el proceso de formacion de
esponjas obtenidas a partir de queratina de plumas de pollo, se propuso estudiar
la viabilidad de introducir modificaciones en el proceso de obtencion que
permitieran una reduccion en los costos y la optimizacién del proceso. Para este
fin se modificaron los protocolos de extraccién basados en Zhou y col., (2014) y
Tonin y col., (2010). Las modificaciones consistieron en eliminar la etapa de
didlisis y reemplazar la etapa de liofilizacion por un secado con conveccion

forzada a 60 °C por 24 h en una estufa Sanjor serie SL DB (Buenos Aires,
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Argentina), ya que dicha etapa resulta costosa para el tratamiento de un
subproducto. Sin embargo, como resultado del proceso modificado, se
obtuvieron esponjas de queratina muy quebradizas, con fuerte olor a sulfuros y
de rapida disolucién en agua, esto pudo deberse a un excesivo remanente de

reactivos, que impide un nuevo entrecruzamiento de las cadenas polipeptidicas.

La hipotesis radica en que dichas etapas resultan costosas para ser el proceso
de revalorizacion de un subproducto para aplicacion en tratamiento de derrames
de aceite o crudo. Como resultado de las modificaciones incluidas, se obtuvieron
esponjas de queratina con una estructura mas quebradiza y caracterizada por el
fuerte olor a sulfuros, ademas de presentar una rapida disolucién en agua y
mayor contenido de proteina soluble; lo anterior pudo deberse a que al eliminar
la etapa de dialisis puede quedar un excesivo remanente de reactivos y limitar el
correcto entrecruzamiento de las cadenas polipeptidicas. Sin embargo, estas
esponjas presentaron un buen performance en la adsorcion de aceites con

porcentajes de retencion de 78 y 70 %.

En el analisis térmico para las esponjas sin etapa de dialisis (SD), se observé un
primer pico endotérmico a 46,5+ 0.3 °Cy 52,3 + 2 °C para E1c (SD) y E1e(SD)
respectivamente (p>0,05), con entalpias de 3,4 + 0,0 J/g para E1c (SD) y 8,8 +
0,5 J/g para E1e (SD). Cabe sefialar que no se obtuvieron esponjas adecuadas
para analizar a partir de las muestras E2 sin etapa de dialisis. Las transiciones
observadas a temperaturas inferiores a 100 °C podrian atribuirse a la
evaporacion de agua libre presente en las esponjas (Martinez-Hernandez y col.,

2005; Patrucco y col, 2015). La temperatura de pico disminuy¢ significativamente
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cuando se elimina la etapa de dialisis observandose en un rango entre 110 a 188
°C; este comportamiento puede ser atribuido a la presencia de reactivos como la
urea que no fueron eliminados y que pueden desestabilizar la estructura principal
de la pluma, mediante la destrucciéon de los puentes de hidrogeno (Takahashi y

col., (2004).

En conclusion, para los procesos para la formacién de esponjas de Tonin y col.,
(2010) y Zhou y col., (2014) modificados no se recomienda eliminar la etapa de

dialisis, ya que el disminuye la calidad y funcionalidad del biomaterial obtenido.

4.6 PARTE B: Sintesis de materiales biosorbentes de queratina aplicando

L-cisteina/Urea sin didlisis.

L-cisteina es un a-aminoacido cuya formula es HS-CH,-CHNH,-COOH. Se trata
de un aminoacido no esencial, que puede utilizarse como agente reductor para
sustituir a los reactivos toxicos como el 2-MEC tipicamente utilizados en la
extraccion de queratina.

La urea, por su parte, es un agente desnaturalizante que puede romper los
enlaces de hidrogeno presentes en la proteina y exponer los enlaces S-S. Lo
anterior, permite desnaturalizar la estructura cristalina y compacta de la proteina,
volviendo el material amorfo y dejando los enlaces disulfuro expuestos y
facilitando el acceso para que la L-cisteina rompa dichos enlaces. Como

resultado se obtiene queratina reducida (Figura 4.13).
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L-cisteina Urea

Agente reductor  Agente desnaturalizante
QUERATINA ., 0
Reduccién

0
] K 2 )I\
K N s ~ . .. Hs OH H,N NH,
Desnaturallzaclon
NH,

Medio bésico (2 NaOH)

Se obtienen dos unidades de Queratina reducida

0 (0]
S 5
K/ \S/Yl\ow Nm)‘\r\s/ \\K
NH; NH,

o]

H,N NH;,
Urea remanente

Figura 4.13. Esquema de las reacciones quimicas dadas en el proceso de
solubilizacion de plumas de pollo con mezclas de L-cisteina/Urea en medio

basico.

4.6.1 Procedimiento de extracciéon de queratina

En esta metodologia, para romper los puentes disulfuro presentes en la proteina
se empled la urea como agente de hinchamiento para desnaturalizar la proteina
de estructura cristalina pasando a una estructura amorfa, exponiendo los enlaces
disulfuro y dejandolos disponibles para que el aminoacido L-cisteina actue como
agente reductor.

Para la extraccion de queratina a partir de plumas de pollo acondicionadas se
mezclaron en relacion 1:20 (m/v) con soluciones que contenian urea
(NH2CONH_2) y el aminoacido L-cisteina. La concentracion de urea se modifico
entre 2 y 8M mientras que la concentracion de L-cisteina se mantuvo fija a 0,165
M; el pH de las soluciones se ajusté a 10,5 con NaOH 2M. Estas mezclas se

agitaron a 60 °C durante 3 h con agitacion constante, las dispersiones obtenidas
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se centrifugaron a 3000 rpm 10 °C y 10 min para separar el material no disuelto
obteniendo soluciones de queratina.

Con el objetivo de obtener la proteina sin usar dialisis se procedi6 a la etapa de
precipitacion y lavado; la misma consistid en un ajuste del pH de las soluciones
a 4,2 adicionando lentamente HCI concentrado, seguido de una fase de reposo
a temperatura ambiente durante 2 horas; a continuacion, se agregé agua Milli Q
y se observd la aparicion de un hidrogel blanquecino correspondiente a la
queratina obtenida, (Figura 4.14). Se repitieron 5 ciclos de lavados y filtrados de
la proteina con el fin de eliminar la sal producida en este proceso.

Como control de lavados se determind la proteina soluble en el agua de lavado

mediante el método espectrofotométrico de Biuret.

Formacién de esponjas de queratina: La proteina obtenida se centrifugd a 3000

romy 10 °C por 10 min y se congeld a -40 °C para ser posteriormente tratada
por liofilizacién en un equipo HETO Modelo FD 4 (Figura 4.14). La queratina
liofilizada se almacend a 4 °C y en oscuridad.

Uno de los principales objetivos del disefio e implementacién de esta
metodologia radica en la necesidad de simplificar y economizar en el proceso;
para esto se propuso reemplazar la etapa de purificacion de la queratina por
dialisis, lo cual implica el uso de membranas de dialisis de alto costo, por la
inclusidn de una etapa conjunta de precipitacion, tiempo de reposo y lavados con

agua Milli-Q.

152



Capitulo IV.  Biomateriales porosos de queratina a partir de la biomasa
de plumas de pollo

ﬁ Plumas

acondicionadas
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.Solubuluzauon Ajuste de pH PreC|p|taC|on/Lavados
|_ cisteina (0.165M \ncorporacwon de agua
pH 4,0-42 Milli-Q seguido de reposo,
Urea (2-8M) Reposo 2 h Se repiten los lavados con
T=60°C y t=3h. cambio de agua.
—
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&iCongelacion y secado @Lavados del hidrogel {g} Centrifugacifn
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utilizé secado por pellets en agua Mili-Q ‘ v T=10°c b é

liofilizacion. Filtrado y centrifugado. +=10 min

X Esponjas de Queratina

Biomaterial poroso

Almacenamiento hermético a 25 °C

Figura 4.14. Esquema del proceso de obtencion de las esponjas a base de

queratina mediante el uso de L-cisteina y Urea.

Esta alternativa permitié eliminar la dialisis del proceso y en conjunto con el
secado por liofilizacion se logré el ensamblado 3D de la proteina y la formacién
de las esponjas, que resultaron en materiales porosos, blanquecinos e inodoros

(figura 4.15).

Figura 4.15 Productos obtenidos en cada etapa del proceso: a) Queratina

soluble, b) Hidrogeles de queratina, c) Esponjas de queratina.
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4.6.2 Evaluacion del rendimiento de extracciéon

Se evaluaron diferentes condiciones de extracciéon modificando las condiciones
de procesamiento como el tiempo y la temperatura de reaccion, asi como la
relacion de urea presente en las mezclas de extraccion.

El aumento de la concentracion de la urea en las mezclas de extraccion
contribuyé significativamente en el proceso de solubilizacion de las plumas vy
extraccion de la queratina (Figura 4.16). Se identific6 que las mejores
condiciones para la solubilizacién de las plumas de pollo sin alterar la cadena
primaria de la proteina implican una relacion de 8M urea, 0,165M de L-cisteina
a 60 °C durante 3 h, que conducen a mayor rendimiento de extraccion y mayor
cantidad de proteina soluble, alcanzando un 68 % y 0,168 g de proteina soluble
/ g pluma, respectivamente. Los resultados aqui obtenidos concuerdan con los
publicados por Pourjavaheri y col.,, (2019) y Ma y col.,, (2016) para
solubilizaciones de plumas de pollo con L-cisteina.

100 - - 0,20

0 _
80 -
/ 68% 015
] |

60 -
0,10

40

Rendimiento de extraccion (%)
H
g proteina soluble/ g pluma

2M 4M 6M 8M
Concentracion de urea (molaridad)

Figura 4.16. Variacion de los rendimientos de extraccidén de queratina
porcentual y proteina soluble obtenidos con la metodologia de extraccion L-
cis/Urea; modificando la concentracion de urea. T=60 °C y t= 3 h.
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4.6.3 Caracterizacion fisicoquimica de los biomateriales

4.6.3.1 Hinchamiento, solubilidad de las esponjas y liberacion de proteina
al medio acuoso.
Se evaluo la capacidad de hinchamiento (CH, g agua/ g material), la solubilidad
gravimétrica (%Sol, g material soluble / 100 g material) y la proteina liberada (g
proteina / g material) en medio acuoso en un rango de pH de 3 a 12, de las
esponjas de queratina. Se cortaron discos de 23,18+0,25 mm de didametro y
5,49+0,66 mm de espesor; se dispuso cada disco en soluciones acuosas
correspondientes a un valor de pH: 3, 5, 7, 9, 12 y se agitaron a 150 rpm durante
1 h a 25 °C. Una vez terminado el ensayo se registraron los pesos de cada disco
(esponjas humedas); finalmente se secaron a 105 °C hasta peso constante

(esponjas secas).

Las esponjas no se desintegran ni pierden su forma inicial en medios acuosos
de pH < 9 tras una exposicion de 1 h a 25 °C; ademas, la solubilidad del
biomaterial en estas condiciones no supera el 6,51 % (Tabla 4.8). Sin embargo,
si el material se expone a pH>9 se observa un cambio significativo en la
solubilidad del mismo (Tabla 4.8); la mayor alcalinidad del medio incrementa la
solubilidad de la esponja a un 51,21% y la pérdida total de la estructura inicial
del disco. Este comportamiento podria deberse a la tendencia a la hidrélisis que

presenta la queratina a valores de pH>9.
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Tabla 4.8. Capacidad de hinchamiento, porcentaje de solubilidad y proteina
liberada al medio de las esponjas de queratina a diferentes valores de pH.

Imagenes de las esponjas humedas (fin del ensayo) y secas (fin de secado).

CH Esponjas

Esponjas humedas 0 Proteina
pH (g aglfa | gsecas %oSol liberada
esponja)
12 17,68+2,08° 0,011040,01
9 13,55+0,752 nl
7 13,271,342 6,512  nl
5 13,511,282 5,762 nl
3 13,151,162 5102 nl
nl: no libera.

En el caso de la proteina soluble, solo se identificd en el caso de las esponjas
sometidas a pH 12 (tabla 4.8).

La capacidad de hinchamiento (CH) presenté valores entre 13,15 — 13,55 g de
agua /g de esponja a pH 3-9 sin diferencias significativas (p> 0,05); mientras que
a pH= 12 se registrd una captacion significativamente mayor de 17,68 g de agua/

g esponja (p< 0,05).
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4.6.3.2 Propiedades térmicas

Se evaluaron las propiedades térmicas de las esponjas mediante calorimetria
diferencial de barrido con un equipo DSC Q100 (TA Instruments, USA); la
velocidad de calentamiento aplicada fue 10 °C/min y la rampa de 0 a 300 °C. En
la figura 4.17 se presenta el termograma de calentamiento obtenido; las esponjas
presentaron gran estabilidad térmica con transiciones térmicas a 217 °C y un
valor de entalpia de 114,7 J/g; similares a los previamente registrados para otros
biomateriales obtenidos en esta investigacion y con los rangos de
desnaturalizacion de las plumas de pollo (170-210 °C) Takahashi y col., (2004).
Se observa un pequefio pico endotérmico a una temperatura mayor; este se
podria atribuir a un AHq de la transicion de las estructuras tipo a-hélice cristalinas.
En esponjas obtenidas a partir de lana los rangos reportados para estas

transiciones térmicas fueron entre 230-240 °C (Patrucco y col., 2016)
0.0
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Figura 4.17. Termograma de calentamiento de las esponjas de queratina

obtenidas mediante reduccidon con L-cisteina/urea en medio basico.
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En el termograma de la Fig. 4.17 se identificd una transicion endotérmica entre
50-100 °C. Patrucco y col. (2016) registraron para este rango la posible
evaporacion de agua; Posati y col. (2016) reportaron para esponjas de queratina
tres etapas térmicas principales: un pico por debajo de 100 °C relacionado con
la evaporacion del agua, una transicion entre 195 °C y 200 °C relacionada con
la degradacién de fracciones de queratina de bajo peso molecular con baja
estabilidad térmica, y un pico endotérmico entre 210 °C y 250 °C, relacionado
con la descomposicion de las zonas cristalinas. Estos resultados soportan los
obtenidos en esta investigacion para las esponjas de queratina de plumas de
pollo.

La estabilidad térmica de las plumas acondicionadas y de las esponjas de
queratina se realiz6 a través del analisis termogravimétrico (TGA) realizado en
un equipo Thermo Plus EVO2 (Japodn); la velocidad de calentamiento fue 10
°C/min hasta 700 °C. Como se observa en la figura 4.18.A las esponjas de
queratina presentan una tendencia similar en el proceso térmico de tres etapas,
lo que indica que se ha conservado la estabilidad térmica de la biomasa de
plumas de pollo original en el biomaterial obtenido. Se calcul6 la curva derivada
de la masa (DTG; figura 4.18.B) y se evaluaron las temperaturas

correspondientes al %PP maximo en cada etapa (I, Il, lll) (Ullal y col., 2011).
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Figura 4.18. A) Analisis termogravimétrico (TGA); B) 1@ derivada (DTG) para

las plumas de pollo y las esponjas de queratina.

En la tabla 4.9 se presentan los datos termogravimétricos para el proceso de
descomposicion de las plumas de pollo y de las esponjas de queratina.
En la etapa 1 se registré una baja pérdida de peso del 6,24 % antes de superar

la temperatura de 100 °C (tabla 4.9), esto se puede atribuir a la evaporacion de
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agua presente como agua libre tanto en la biomasa como en las plumas de pollo.
Las muestras son estables hasta los 200 °C, y se produce una abrupta pérdida
de peso a 200-400 °C con un rango de disminucién que alcanza el 70 %. Esto
se puede asociar a la desnaturalizacion de la estructura hélice y la destruccion

de la estructura secundaria.

Tabla 4.9 Etapas del proceso de descomposicion térmica de las plumas de pollo
y de las esponjas de queratina. Porcentaje de pérdida de peso (%Pp) y
temperatura maxima para cada etapa; temperatura a la que se alcanzo6 el 5 %Pp

y %Pp a 300 °C

Etapa l Etapa ll Etapa lll
(20-150 °C) (150 a 500 °C) (> 500 °C)
Muestra
0/oPp
Tsy, de
% Pp | Tmax % Pp | Tmax a %Pp Tmax
%Pp
300°C

Plumas [ 5,80* | 140* | 101,85* [ 41,9* | 444,8* | 26,10* | 24,10* | 749*

Esponjas | 6,24 | 91 75,17 | 69,4 495,6 |46 12,93 | 735,6

*Valores que difieren significativamente (a= 0,05) segun la prueba de student.

La segunda etapa de pérdida de peso que ocurre entre los 150 a 500 °C,
represent6 una mayor pérdida de peso representando un 41,9 % para las plumas
y un 69,4 % para las esponjas de queratina del total del peso perdido (tabla 4.9);

en el caso de las esponjas el 69,4 % se pudieron discriminar dos fases de pérdida
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de peso, una correspondiente al 17,50 % (100-150 °C) seguido del 51,90 % (250-

500 °C). Los valores reportados en la etapa Il pueden ser asociados a la
degradacion de la estructura helicoidal de la queratina (Martinez-Hernandez y
col., 2005; Pourjavaheri y col., 2019). Pourjavaheri y col., (2019), indicaron para
un 70 %Pp en esta etapa para queratina extraida con L-cisteina/urea, sin
embargo, en un rango mas acotado correspondiente a 230-280 °C. Los autores
lo asociaron a la descomposicidon de la urea remanente en la muestra.
Finalmente, en la tercera etapa enmarcada en el rango de 500 a 750 °C las

plumas alcanzan el 71,8 %Pp total y las esponjas el 88,55 %Pp.

4.6.3.3 Analisis de la microestructura y morfologia

Los espectros infrarrojos (FTIR-ATR) se obtuvieron con un espectrémetro Nicolet
IS10 (Thermo- Scientific) (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) con
accesorio de ATR (diamante) en un rango 4000 a 400 cm-"'. El espectro FTIR-
ATR de la esponja de queratina (Figura 4.19) evidencia la presencia de las
bandas Amida | (1690-1600 cm'), Amida Il (1575-1480 cm™) y la sedal
correspondiente a la oxidacion de la cisteina (1200-1040 cm-"), estos datos son

consistentes con los reportados para plumas de pollo (Ma y col., 2016).
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Figura 4.19. Espectro FTIR-ATR de la esponja de queratina obtenida mediante

reduccion con L-cisteina/Urea.

En la evaluacion de la deconvolucién de la Amida | (figura 4.20) se detectaron
los componentes correspondientes a la estructura a-hélice (1657-1651 cm™),
hoja plegada-B (1631-1621 cm™) y de estructuras desordenadas (1697-1670 cm-
1), representando un 94,7/2,7/2,6% para las esponjas obtenidas mediante esta

metodologia, teniendo mayor proporcion de estructuras tipo [3.
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Figura 4.20. Banda Amida | y curvas gaussianas obtenidas mediante la

deconvolucién del espectro FTIR-ATR de la esponja de queratina.
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La caracterizacion morfologica de las esponjas fue analizada por mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) usando un microscopio FEI modelo
Quanta 200 (Paises Bajos). La figura 4.21.A y B muestra las micrografias SEM
que permiten analizar la morfologia de la esponja de queratina; se observa que
el material esta conformado por una microestructura heterogénea porosa con
una superficie rugosa. Estos resultados concuerdan con los reportados por los
autores Tachibana et al. (2002) y Zhou et al. (2014) para esponjas de queratina

regenerada.

100X y 500X (A'y B). C) Andlisis de componentes presentes en la esponja.

El analisis de la composicién elemental de la esponja se presenta en la figura
4.21.C indica que la esponja tiene la siguiente composicion elemental: C (55,6
%), O (21,9%), S (2,1 %), ClI (0,9 %), Na (0,24 %) y N (19,3 %). La presencia de
Cl se asocia al HCI utilizado para precipitar la proteina, por otra parte, el sodio
puede asociarse al uso de NaOH para ajustar el pH a 10,5 en la etapa de
solubilizacién de las plumas. Sharma y col., (2018) indicaron que la composicién

de las plumas de pollo y peliculas de queratina reducida con NazS incluye C, O,
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Na, Al, S, Ca y Cu; ademas que las proporciones de peso asociadas al S fueron
36,2y 15,43 %, 0,58 y 6,57 % de Na para las plumas y la queratina reducida,

respectivamente, asociadas al agente reductor empleado.

4.6.3.4 Determinacién del peso molecular

El analisis de las masas moleculares (MM) se realizé6 mediante la electroforesis
en gel de Tricina/SDS-PAGE. Para este propésito se evalué la esponja sin y con
pretratamiento de reduccién previo a la electroforesis que consistian en incubar
a 100°C por 3 min en condiciones reductoras (DTT 1%m /v). En la figura 4.22 se
presenta el gel Tricina/SDS-PAGE de las esponjas de queratina obtenidas por
reduccion con L-cisteina/urea. A. Sin pretratamiento; B. pretratamiento 1 % DTT,
100 °C, 3 min. Los carriles de los extremos corresponden a los marcadores de

peso molecular empleados de bajo (LMW) y ultrabajo peso molecular (ULMW).
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Figura 4.22. Gel Tricina/SDS-PAGE de las esponjas de queratina obtenidas
por reduccién con L-cisteina/urea. A. Sin pretratamiento; B. Pretratamiento 1 %
DTT, 100 °C, 3 min. Los carriles de los extremos corresponden a los

marcadores de peso molecular empleados (LMW y VLMW).
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En la muestra sin reducir (carril a) se observa una ligera banda proteica a 14,4
kDa (mondémero) por lo que la masa molecular de la esponja de queratina
regenerada es similar a la reportada para las plumas de pollo estimada en 10
kDa (Poole y col., 2009). En la muestra reducida (carril B) la banda monomérica
a 10-14,4 kDa se intensifica y se pueden observar otras bandas a 20-22 kDa
(dimeros) y 66 kDa. Poole y col., 2009 indicaron para queratina de lana, la
presencia de proteina de filamentos intermedios de bajo contenido de azufre y
con un rango de 40-60 kDa. La ausencia de fracciones por debajo de 14,4 kDa
sugiere que la cadena primaria de la queratina se mantuvo intacta en las
condiciones de procesamiento aplicadas.

Varios autores concuerdan con que las queratinas provenientes de plumas
tienen un importante grupo de bandas cercanas a 10-14,4 kDa, representando
la masa molecular de la queratina concentrada en este tipo de biomasa. La
intensidad de las bandas puede alterarse segun el método de extraccion
empleado. Pourjavaheri y col., (2019) reportaron la variacion en la intensidad de
las bandas de queratina extraida con Na2S en comparacion a las extraidas con
L-cisteina y urea, asimismo, indicaron que en ambos casos el peso molecular fue

11 kDa aproximadamente.

4.6.3.5 Isotermas de sorcién

Se determind la isoterma de sorcion de vapor de agua para la esponja a 20°C y
en un rango de aw= 0,11-0,96; se analizaron diferentes modelos no lineales
correspondientes a ecuaciones de 2 parametros (BET, Halsey y Oswin) y 3
parametros (Guggenheim-Yerson-de Boer (GAB); Ec. 4.2) y se comparoé la

bondad del ajuste a los datos experimentales.
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A continuacion, se presentan las ecuaciones y parametros correspondientes a

los otros modelos aplicados.

BET (Brunauer-Emmett-Teller) W, = g’rf:vg + (”1’:";% (Ec. 4.6)

donde Wy, es la humedad del material que corresponde a la situaciéon en que los
puntos de adsorcién primarios estan saturados por moléculas de agua. Cger €s

la constante de BET, caracteristica del material.

a B
OSWIN: We=A[2— (Ec. 4.7)

(1-ay)

Donde, Ay B: constantes del modelo, caracteristicas para cada material.

1
. _ A B
HALSEY: W, = [—ln(1 /aw)] (Ec. 4.8)

Donde, Ay B: constantes del modelo, caracteristicas para cada material.

Los parametros se estimaron mediante regresion no lineal de los datos
experimentales con los programas Origin Pro-v 8.0 (OriginLab Corp.,
Northhampton, MA USA). La seleccion del modelo mas apropiado se baso en su
bondad de ajuste, evaluada mediante el porcentaje de error medio relativo (%E)
(Ec. 4.3). En la Figura 4.23 se presentan los datos experimentales de la Weq y
los diferentes modelos aplicados. La isoterma de sorcion de este biomaterial
conserva la caracteristica tipica sigmoidal de la queratina presente en las plumas
de pollo y de otros biomateriales previamente estudiados, indicando que el agua

es sorbida en multicapas (Martelli y col., 2006).
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Para el analisis de los datos experimentales se modelaron ecuaciones de 3
parametros como GAB y de 2 parametros como, Halsey y Oswin. Los valores
obtenidos y los parametros estadisticos se presentan en la tabla 4.11. El modelo
de BET no ajusto satisfactoriamente los datos experimentales

El modelo de GAB mostré el mejor ajuste a los datos experimentales de
contenido de agua de equilibrio y aw, seguido de los modelos de Oswin y Halsey
respectivamente. Del modelo de GAB se pudo determinar que el Wm para este
material fue de 0,060 g de agua / g de esponja (b.s); siendo significativamente
mayor a los reportados para las esponjas obtenidas mediante sulfitolisis en el

presente capitulo (Parte A).
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Figura 4.23. Datos experimentales de sorcidon de vapor de agua (20°C, aw=
0,11-0,96) y las regresiones no lineales de las ecuaciones de GAB, Oswin y

Halsey.
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Tabla 4.11 Parametros de regresion no lineal de las ecuaciones de GAB, Halsey
y Oswin, parametros estadisticos (R? y %E) de las isotermas de sorcién de

esponjas de queratina a 20 °C.

Modelo Parametro Valor error R? %E
WmGas) 0,060 0,003

GAB C(caB) 9,862 3,385 0,998 3,861
K(caB) 0,908 0,005

HALSEY Avasey 0,009 0,002 0,943 11,694

BHALSEY) 1,711 0,183

A©swiN) 0,096 0,004
OSWIN 0,994 5,977
Boswin) 0,468 0,015

4.6.3.6 Analisis textural

El analisis de perfil de textura de las esponjas se aplicé para evaluar la
resistencia a la compresién; se midié la dureza, elasticidad, fracturabilidad y
respuesta a la deformacion, en un texturémetro (Brookfield Engineering Labs,
Inc.) a 25 °C. Los ensayos se realizaron por quintuplicado usando discos D=
23,18+0,25 mm y e= 5,49+0,66 mm, se colocaron entre placas paralelas y se
comprimieron un 40 % dos veces usando una velocidad de carro de 0,5 mm/s
con una sonda TA4/1000 y una celda de carga de 25 kg. Los datos de analizaron
mediante el software TexturePro CT V1.4 Build 17. En la tabla 4.12 se presenta
el grafico del perfil de compresion del biomaterial y los parametros determinados.
El parametro dureza correspondiente a la cantidad de fuerza requerida para
comprimir la matriz porosa, en el primer ciclo tuvo un valor de 65,34 N y de 58,54
N en el segundo ciclo, con una recuperacién de mas del 90 %; no se registraron
fracturas tras la compresion indicando que este material tiene buena resistencia

a la deformacion.
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Tabla 4.12 Perfil de textura de las esponjas de queratina obtenids por reduccién

con L-cisteina/Urea: Dureza (N) y cohesividad (N)

Grafico de TPA Parametro textural | Valor (N)
Dureza 1°"ciclo 65,34+0,38
£ Dureza 2% ciclo 58,54+2,70
2 N° de fracturas 0
R Elasticidad 1,24+0,02
Cohesividad 0,350,02

4.6.4 Aplicacion ambiental: captaciéon de crudo

Como aplicacion se evalu6 el comportamiento del biomaterial como sorbente de
hidrocarburos, partiendo de la hipétesis de que los residuos hidrofébicos
presentes en la queratina tienen la capacidad de captar crudo. Para este fin se
estudio la capacidad de sorcion y retencion (ecuacion 4.4 y 4.5; Parte A, Cap.
1V) de a) crudo puro y b) mezclas agua/crudo aplicando las metodologias citadas

en la parte A del presente capitulo.

Figuras 4.24 Discos de esponjas de queratina obtenidas por reduccion con L-

cisteina/urea antes y después de la captacion de crudo.
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La capacidad de sorcion medida a 5 minutos fue de 9,01+0,18 g de crudo/ g
esponja (b.s) y una capacidad de retencion de 74,4 %, valores superiores a los
reportados para las plumas de pollo 6,1 g de crudo/ g de pluma (lfelebuegu &
Chinonyere 2016).

En comparacién a los biomateriales obtenidos mediante sulfitolisis presentd
mejor desempefio que el material E1 (5 g de crudo/ g de esponja) pero menor
que E2 (21,22 g de crudo/ g esponja). Estos datos no son totalmente
comparables ya que la geometria y relacion de masa usada en los experimentos
fue diferente.

Para complementar estos analisis se realizaron estudios cinéticos de

sorcion/retencion y ciclos de uso de los biosorbentes para ambos casos (a y b).

4.6.4.1 Estudios cinéticos
Con el objetivo de investigar los mecanismos de sorcion, diferentes fragmentos
del biosorbente se pusieron en contacto con diferentes medios:

a) Crudo: los discos de esponjas se depositaron en la superficie del crudo
(20 mL) sin agitacion por 5 min.

b) dispersion crudo/agua: los discos de esponjas se depositaron en la
superficie de la mezcla y se agitaron a 125 rpm a temperatura ambiente
por 5 min.

A diferentes tiempos para un rango de 0 a 180 min se fueron evaluando la C.S.C
y C.R.C. Los resultados obtenidos fueron modelados con cinéticas de pseudo

primer y segundo orden.
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El modelo pseudo-primer orden es ampliamente aplicado en la descripcion de
procesos de sorcion, permite explicar los mecanismos que se presentan entre

sistemas soélido/liquido (Lagergren, 1898). La ecuacion usada para explicar la

cinética es:
d
< = ka(de —ar) (Ec. 4.8)

Al integrar la Ec. 4.8 para las condiciones t= 0 a t=t y qt= 0 a gt=qt, se obtiene
la Ec. 4.9:

qe = qe(1—e~fat) (Ec. 4.9)
donde, g: es la cantidad de crudo sorbido (g/g) a tiempo t; ge es la cantidad de
crudo sorbido en el equilibrio; k1 es la constante de velocidad (min-").

El modelo pseudo-segundo orden se representa por la siguiente ecuacion

diferencial:
d
< = k2(de —40)? (Ec. 4.10)

Al integrar la Ec. 4.10 y ordenar los términos se obtiene la Ec. 4.11:

qe = koq.%t/(1 + kyq, t) (Ec. 4.11)

donde, q: es la cantidad de crudo sorbido (g/g) a tiempo t; ge es la cantidad de
crudo sorbido en el equilibrio; k2 es la constante de velocidad (min-").

En la figura 4.25 se presentan los datos experimentales de sorcion para los dos
casos de estudio y las regresiones de los modelos de primer y segundo orden;
los resultados mostraron que el proceso de sorcién de crudo fue mas rapido en
los primeros tiempos evaluados, disminuyendo a medida que se acercaba al
equilibrio, que para ambos sistemas se alcanzé a los 15 minutos de sorcion.

Este comportamiento se explica por la alta presencia de sitios disponibles para
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la sorcion en el biosorbente en el inicio haciendo que el proceso de sorcidn sea
rapido; a medida que pasa el tiempo se dispondra de menos sitios libres para
continuar con la sorcién, disminuyendo la velocidad del proceso. Otro factor que
contribuye a la ralentizacion de la sorcién es la posible repulsion entre moléculas
cercanas de crudo. Al analizar los datos experimentales se identific6 que los
valores maximos de CSC y CRC fueron de 16,9 g crudo/ g esponja y 80,1 %
para el sistema de crudo a un tiempo de 15 minutos. A ese mismo tiempo en el

sistema b) agua/crudo los valores medidos fueron 15,9 g crudo/ g esponjay 79,9

%.
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Figura 4.25 Cinéticas de sorcion de crudo y regresiones de los modelos de
primer y segundo orden para los casos: a) Crudo y b) Agua/crudo. c) Evolucién

del porcentaje de retencion en el tiempo.
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Se determinaron los parametros de la cinética de sorcidon mediante las
regresiones lineales de primer orden y segundo orden (Tabla 4.13). EI modelo
de primer orden se ajustd mejor a los datos de sorcion experimentales para
ambos casos (a y b); los valores de qge y k1 calculados con el modelo pseudo-
primer orden para crudo (ge= 16,99 g crudo/ g esponja; ki= 0,164) y para la
mezcla agua/crudo (ge= 16,71 g crudo/ g esponja; k1= 0,169) no presentan
diferencias significativas (p>0,05); los tiempos estimados de equilibrio (teq)
fueron 70 y 72 minutos, respectivamente.

Kelle & Eboatu, (2018) estudiaron la capacidad de sorcién de diferentes
derivados de hidrocarburos para las plumas de pollo y su cinética, como
resultados reportaron que esta biomasa presenta una ge de 13,10 g crudo/g

pluma a los 60 minutos de sorcion.

Tabla 4.13 Parametros cinéticos para los modelos de primer y segundo orden

aplicados al proceso de sorcidén de crudo por esponjas de queratina.

Modelo Parametros Crudo Agual/crudo
Pseudo-primer orden Qe 16,969 (0,33) 16,71 (0,27)
K1 0,164 (0,014) 0,169 (0,013)
qr = qe(1 —e™")
R? 0,982 0,987
Pseudo-segundo orden Qe 18,17 (0,63) 17,90 (0,43)
k2 0,014 (0,003) 0,0146 (0,002)
G = kage “t/(1 + kaqe 1)
R? 0,973 0,964
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Peng y col. (2013), aplicaron un biosorbente a base de cafia de maiz en el
tratamiento de crudo, sus estudios cinéticos indicaron que el sistema alcanzo el
equilibrio después de 60 minutos de contacto, con una capacidad de sorcion
experimental maxima de 24,98 g/g.

Lazzari y col., (2019) estudiaron la cinética de adsorcion de crudo por criogeles
de celulosa. Estos autores destacaron que el modelo que mejor se ajusto a sus

datos de sorcién fue el de segundo orden.

4.6.4.2 Eficiencia de reutilizacion de las esponjas

La eficiencia de la reutilizacion del material sorbente se determind por la
capacidad de sorcién de crudo después de ciclos repetidos de sorcidn/retencién
en medio mixto agua/crudo (Figura 4.26).

Se logré identificar que estos discos de esponjas pueden reutilizarse en la
sorcidn de crudo varios ciclos sin perder su estructura ni capacidad de sorcion y
retencién; estas propiedades disminuyen significativamente en el ciclo 5, sin
embargo, al no perder su estructura podrian seguir aplicandose con un menor

desempeio de sorcion.

20
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g de crudo / g esponja (b.s}
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Figura 4.26. A) Esquema de sorcién/retencion de las esponjas de queratina. B)

Variacién de la capacidad de sorcion de crudo en los diferentes ciclos de uso.
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4.7 Conclusiones del capitulo

o Se obtuvieron materiales porosos denominados esponjas de queratina
obtenidas a partir de las plumas de pollo, biomasa residuo de la industria
avicola. Para su obtencion se aplicaron diferentes metodologias de
solubilizacion de las plumas de pollo que comprenden el empleo de
agentes quimicos como Bisulfito de Sodio, SDS y Urea, L-cisteina; los
mismos son menos contaminantes y agresivos para el operador que los
agentes reductores tradicionalmente usados para la obtencion de la
queratina, tales como el 2-mercaptoetanol o ditiotreitol (DTT C,H;,0,S.).

o En el caso de las dos primeras metodologias por sulfitolisis se incluyé una
etapa de didlisis y secado por liofilizacion que permiten la formacion
mediante autoemsamblado 3D de la queratina que conduce a la formacién
de las matrices porosas.

o La implementacion de una metodologia de extraccion con mezclas de L-
cisteina/urea, reemplazando la etapa de didlisis por una fase de
lavados/centrifugados consecutivos, permitio la formacion de esponjas
compactas, blancas e inodoras, siendo una propuesta tecnoldgica factible
para el escalado y mas econdémica, ademas de no generar efluentes
toxicos.

o En cada metodologia se lograron definir las condiciones de procesamiento
que permiten obtener estos materiales con mejor estructura y rendimiento,
debido al aumento de la queratina solubilizada y a la mejor formacion de la
red proteica.

° Los biomateriales porosos obtenidos se caracterizan por ser poco solubles

en agua a pH< 9 y presentar una alta estabilidad.

175



Capitulo IV.  Biomateriales porosos de queratina a partir de la biomasa
de plumas de pollo

El analisis de las propiedades de sorcion evidencié que las isotermas de
los 3 tipos de esponjas siguieron el modelo sigmoidal caracteristico de los
materiales a base de queratina e indican que el agua seria absorbida en
multicapas. Para los diferentes biomateriales obtenidos se concluye que el
modelo que mejor ajustd los datos experimentales fue el de GAB.

El analisis estructural por FTIR-ATR confirmé la presencia de las sefiales
caracteristicas presentes en la queratina, indicando que conserva los
principales grupos funcionales. Se lograron identificar los cambios
generados por los tratamientos quimicos, mediante la presencia de los
grupos SH y S-sulfo (sal de Bunte).

Mediante el analisis de la Amida | se identificaron las estructuras
secundarias presentes en las esponjas y fue posible determinar la
proporcion de cada estructura en los dos tipos de esponjas estudiadas,
encontrando como caracteristica principal una alta proporcion de
estructuras del tipo 3 probablemente debido a un mayor contenido de raquis
en las plumas de partida.

Todos los biomateriales obtenidos presentaron un excelente desempefo
como sorbentes competitivos en la contencién y manejo de derrames de
crudo, con buenas capacidades de sorcion y retencion, siendo una opcién
para la revalorizacion de la biomasa de plumas y una alternativa para el
control de derrames de crudo que generan un importante dafo
socio-ambiental.

En el estudio de la cinética de sorcion de las esponjas obtenidas a partir de
la solubilizacion de plumas de pollo mediante reduccion con L-

cisteina/Urea, se midi6 la capacidad de sorcion del crudo puro y mixto
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(agual/crudo) en funcién del tiempo; se observé que para la geometria y
dimensiones testeadas, el equilibrio del sistema se alcanz6 a los 15
minutos de proceso, alcanzando la saturacién de la esponja y definiendo el
tiempo de contacto minimo; estas cinéticas fueron descriptas

adecuadamente a través del modelo de pseudo-primer orden.
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5. Conclusiones finales

A lo largo de este trabajo de tesis, se ha explorado la posibilidad de aprovechar
la biomasa de plumas principal residuo de la industria avicola como fuente de la
proteina queratina para la generacion de nuevos biomateriales sostenibles con
aplicaciones ambientales. En el ambito de la revalorizacion de residuos,
particularmente en el enfoque hacia el manejo de la biomasa de plumas, este
estudio ha logrado arrojar resultados prometedores sobre metodologias de la
solubilizacion y transformacion de dicho residuo en biomateriales con valor

agregado.

Con este fin, se analizaron diversas metodologias de solubilizacion de la
biomasa de plumas, destacando la problematica del uso del 2-mercaptoetanol
por ser un reactivo toxico y contaminante y proponiendo su reemplazo por
técnicas mas amigables con el medio ambiente. Las metodologias de
solubilizacién por reduccion e hidrdlisis, en particular las denominadas como H1
(hidrolisis alcalina con NaOH [5 %m/v], 60 °C y 1 h) y Red 1 (reduccién con Naz2S
[0,1M], 60 °C y 1 h) demostraron ser alternativas prometedoras, presentando un
alto rendimiento de solubilizacion (%Plumaso > 83 %) y contenido de proteina
soluble del 0,273 g/g de pluma (Red 1) y 0,633 g/g de pluma (H1), lo que abre

nuevas vias para el reemplazo de métodos convencionales menos sostenibles.

Estos derivados de queratina soluble contienen residuos de cisteina que se
pueden volver a oxidar rapidamente tras la etapa de dialisis, debido a la
disminucién de los agentes reductores; para minimizar este efecto se estudio la
modificacion quimica de la proteina. La aplicacion de la modificacion por
carboxilmetilacién acido monocloroacético (MCA al 0,2 y 0,5 %m/v) se presentd

como una estrategia efectiva para potenciar la modificacidon del grupo -SH libre
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y evitando la reformacion de enlaces disulfuro (-S-S-), ofreciendo nuevas
posibilidades de funcionalizacién de los biomateriales derivados de queratina.

Se caracterizaron el comportamiento térmico de los diferentes derivados de
queratina y de las plumas de pollo mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC). Se identificé que las fracciones que constituyen las plumas de pollo
presentan diferentes temperaturas y entalpias de desnaturalizacion, debido a
diferencias en el ordenamiento molecular y empaquetamiento de la estructura de
la queratina, lo que corrobora que el comportamiento térmico puede variar segun
la biomasa de partida y la relacion de las fracciones Barbas/Calamus/Raquis. En
el caso de los derivados de queratina con y sin modificacion, se logré identificar
que tienen alta resistencia térmica con temperaturas de desnaturalizacién entre
150 y 250 °C. Asimismo, se analiz6 la estructura por FTIR confirmo la presencia
de los picos caracteristicos (Amida A, I, Il, lll) asociados a la fraccion de a-hélice
y hoja B-plana de la molécula de queratina en los diferentes productos en polvo
obtenidos mediante reducciones o hidrdlisis, con y sin etapa de modificacion.

Esta informacion sobre la composicidon de los derivados de queratina obtenidos,
proporcionando una comprension mas profunda de su estabilidad y propiedades

moleculares.

Con el propdsito de continuar mejorando y optimizando los procesos de
solubilizacién de plumas de pollo, se evalué el reemplazo de la etapa de dialisis
por fases de lavado/precipitado; esta propuesta se fundamenta en la necesidad
de disminuir los costos de produccion y facilitar el escalado industrial del proceso.
Las metodologias modificadas (sin dialisis) por reduccion con Naz2S e hidrdlisis

con NaOH permitieron la correcta obtencion de los derivados de queratina. Se
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destaca que estos productos tendrian posibles aplicaciones ambientales, no

siendo necesaria una purificacion exhaustiva de la proteina.

En la segunda parte del Trabajo de Tesis, se abordo el disefio y desarrollo de
biomateriales a partir de la queratina presente en la biomasa de plumas de pollo.
La generacion de diferentes tipos de esponjas de queratina se posiciona como
un logro destacado en este trabajo de tesis. Las diferentes metodologias de
solubilizacién, propuestas se enfocaron en emplear agentes desnaturalizantes
como Bisulfito de Sodio, SDS y Urea, L-cisteina; éstos resultan menos
contaminantes y agresivos para el operador que los agentes reductores
tradicionalmente usados para la obtencion de la queratina, tales como el
2-mercaptoetanol o ditiotreitol. En el caso de las metodologias por sulfitolisis se
incluyé una etapa de dialisis y secado por liofilizacién permitiendo la formacién

de esponjas mediante el autoensamblado 3D de la queratina.

Continuando con el objetivo de proponer metodologias viables y transferibles a
nivel industrial se propuso la implementacion de la extraccion de queratina por
reducciéon con el aminoacido L-cisteina en conjunto con urea en medio basico;
se reemplazoé la etapa de dialisis por una fase de lavados/centrifugados
consecutivos seguida del secado por liofilizacion. Esta metodologia permitio la
formacion de esponjas autoportantes compactas, blancas e inodoras, de mayor
resistencia mecanica y alta estabilidad térmica, siendo una propuesta
tecnologica factible para el escalado y mas econdmica, ademas de no generar

efluentes toxicos.

Finalmente, se evalud la aplicacién ambiental de los biomateriales obtenidos; se
enfocd el estudio en su utilizacion como materiales sorbentes para el control de

derrames de aceite y/o crudo. Las diferentes esponjas de queratina
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desarrolladas en este trabajo de tesis presentan un excelente desempefio como
sorbentes competitivos en la contencion y manejo de derrames de crudo, con
buenas capacidades de sorcidn y retencion, siendo una opcion para la
revalorizacion de la biomasa de plumas y una alternativa para el control de

derrames de crudo que generan un importante dafo socio-ambiental.

Se destaca el biomaterial generado mediante reduccion con L-cisteina/Urea sin
didlisis, su formato de discos rigidos mostré resistencia a través de distintos
ciclos de captacion y retencién de crudo. Para este material se estudio la cinética
de sorcion de crudo identificando para la geometria ensayada el tiempo de
contacto que permitia alcanzar la condicion de equilibrio, donde el material se
saturaba por el crudo absorbido; estas cinéticas fueron descriptas

adecuadamente a través del modelo de pseudo-primer orden.

El trabajo de tesis desarrollado contribuye a la valorizacion de la biomasa de
plumas de pollo, transformando un subproducto en biomateriales prometedores
con aplicaciones ambientales con un enfoque hacia la sostenibilidad y la
economia circular, contribuyendo directa e indirectamente a la mitigacion de la
contaminacion de diferentes sectores industriales, a la vez que se fortalece la
cadena productiva del sector avicola. La exploracion de diversas metodologias
de solubilizacion, modificacién quimica y formacion de esponjas aqui descriptas
ha sentado las bases para futuras aplicaciones en diversos campos, desde la
industria de la salud, farmacéutica, alimentaria, agroindustrial hasta la gestion

ambiental.
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