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Resumen

La cria y procesamiento industrial de pollo ha ocasionado el problema de generacion de plumas,
subproducto que tiene limitadas opciones de aprovechamiento. Estas estan compuestas en su
mayoria por moléculas de queratina, proteina caracterizada por su alto contenido de cistina
y serina, que podria ser util en diferentes aplicaciones industriales. En esta investigacion se
evalud una forma de procesamiento de plumas para la obtencion de queratina como alternativa
de aprovechamiento en la industria cosmética. Para ello inicialmente se determino el contenido
proteico presente en las plumas de pollo de raza Cobb. Se obtuvo queratina mediante un proceso
quimico empleando diferentes proporciones de Sulfuro de sodio (Na2S) y Peroxido de hidrogeno
(H202). Finalmente se determind la proteina extraida, sus caracteristicas fisicoquimicas tales
como solidos totales, pH, indice de refraccion y densidad. Los resultados confirmaron que
las plumas de pollos poseen un elevado contenido de proteina con alrededor de un 75,97%.
Con el tratamiento quimico de 3g de sulfuro y 2.5 ml peroéxido, fue posible obtener el mayor
rendimiento de proteina. De esta forma se obtuvo un producto con un 54,66% de solidos totales,
1,27 g/ml de densidad, pH 6,2 y un indice de refraccion de 1,41. Las concentraciones de proteina
solubles variaron entre 1,30 — 2,73 mg/ml. La aplicacion de diferentes formas de procesamiento
de plumas para el desarrollo de un proceso de obtencion de queratina, podria ser una alternativa
de aprovechamiento de este subproducto con aplicacion en la industria cosmética.

Palabras clave: Hidrolisis proteica, industria avicola, residuos agroindustriales, valoracion de
subproductos.

Abstract

The breeding and industrial processing of chicken has caused the problem of generation of
feathers, a by-product that has limited use options. These are composed mostly of keratin
molecules, a protein characterized by its high content of cystine and serine, which could be
useful in different industrial applications. In this research, a form of feather processing was
evaluated to obtain keratin as an alternative for use in the cosmetic industry. Initially, the protein
content present in Cobb chicken feathers was determined. Keratin was obtained by a chemical
process using different proportions of sodium sulphide (Na2S) and hydrogen peroxide (H202).
Finally, it was determined the extracted protein, its physicochemical characteristics such as
total solids, pH, refractive index and density. The results confirmed that chicken feathers have a
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high protein content, around 75.97%. With chemical treatment of 3 g of sulfur and 2.5 ml of peroxide, it was possible to obtain the
highest protein yield. In this way, a product was obtained with 54.66% total solids, 1.27 g/ml density, pH 6.2 and a refractive index
of 1.41. The soluble protein concentrations varied between 1.30 - 2.73 mg/ml. The application of different forms of processing
of feathers for the development of a process to obtain keratin could be an alternative to take advantage of this by-product, with

application in the cosmetic industry.

Key words: Protein hydrolysis, poultry industry, agroindustrial waste, valuation of by-products.

Introduccion

Colombia es el quinto productor avicola en
Latinoamérica después de Brasil, México, Argentina
y Pert, con 1,424.388 toneladas registradas para
el afno 2015 (Fenavi, 2015). Constituye uno de los
sectores econdémicos agropecuarios mas importante
después de la ganaderia consolidandose como una
gran cadena agroindustrial. La masiva produccion de
pollo evidentemente genera grandes volimenes de
residuos que poseen poco uso y pocas alternativas de
generacion de valor agregado. La razon de su limitado
aprovechamiento se debe principalmente a la naturaleza
quimica de sus moléculas que la hace resistente a la
mayoria de tratamientos (Loja, 2015). Se han planteado
diversos métodos para procesar esta proteina entre ellos
quimicos, fundamentados en el uso de etéxido de sodio
y borohidruro de sodio, lo cual ademas de provocar
su desnaturalizaciéon, genera residuos altamente
contaminantes (Salazar, 2013).

La pluma es una estructura epidérmica que consta de
un eje central rigido llamado raquis con paletas mas
suaves en cada lado, la paleta se compone de numerosas
ramas laterales llamadas barbas. Se sabe que las plumas
estdn compuestas mayormente por queratina y que esta
por lo general en mas de 70% de su peso. Pese a que
esta proteina posee un bajo valor biolégico nutricional
puede tener interesantes aplicaciones cosmetologicas,
agricolas, entre otras (Kowata, et al., 2012).

Laqueratina es una proteina estructural fibrosa compuesta
por gran variedad de aminoacidos encontrandose
en mayor abundancia la Glicina, Cistina, y Cisteina
(Salazar, 2013). Existen dos tipos de queratina
diferenciadas por sus componentes y estructura: o y f
queratina. La o queratina se caracteriza por tener en su
estructura puentes de disulfuro que otorgan una gran
resistencia, estando presente en materiales como la lana
de oveja, el pelo, las uias y la piel (Gallardo, Montana
y Valladolid, 2015). También se encuentra o queratina
en las fibras de tejidos duros de proteina tales como las

plumas de aves, cuernos cascos, entre otros (Paniagua,
Ossa y Ruiz 2008).

En general, las proteinas son polimeros capaces de
promover enlaces intra e intermoleculares, permitiendo
que los materiales resultantes tengan una gran variacion
en sus propiedades funcionales. La queratina nativa es
insoluble en agua y en solventes orgénicos, pero pese
a su alta estabilidad quimica mediante tratamientos
esta puede ser digerida mediante técnicas quimicas o
enzimaticas. La hidr6lisis de esta proteina puede liberar
aminoacidos hidrosolubles con lo cual puede resultar
en un liquido cremoso con aplicaciones industriales. La
posibilidad de hidrolizar esta sustancia podria ayudar en
la consecucion de un producto util para productos donde
se requiera gran cantidad y variedad de aminoacidos,
brindando una alternativa de uso a esta dura y fibrosa
estructura de los tejidos (Vilchez, 2005).

Pese a los avances biotecnologicos, los métodos
quimicos aun siguen siendo los de mayor efectividad
en el tratamiento de este material. Para la degradacion
de esta proteina en el presente trabajo se investigd
el método del sulfuro de sodio (NaS) que aplicado
en diferentes concentraciones, favorece la lisis de la
queratina presente en las plumas. Este método facilita
el rompimiento de los enlaces de disulfuro, que
acompaiiado con un tratamiento con hidroxido de sodio
NaOH genera la hidrolisis de la proteina. Al romper los
enlaces que caracterizan la estructura de la queratina
presente en las plumas de pollo, esta se puede convertir
en una proteina soluble (Wilkinson y Moore, 2000). La
queratina soluble puede ser utilizada en la fabricacion
de multiples productos, tales como formulaciones de
cremas para la piel, tratamientos para el cabello, entre
muchos otros productos para el cuidado personal.

Materiales y métodos
Obtencién y pretratamiento de las plumas

Las plumas de animales recién sacrificados fueron
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recolectadas en el departamento del Meta en la
industria Avicola San Lorenzo. Una vez escogidas,
se sumergieron en ¢éter durante 24h para eliminar
manchas y grasa. Luego las plumas se lavaron con
agua y detergente para climinar los residuos de éter.
Las plumas humedas se extendieron en papel aluminio
y se llevaron a una estufa 50°C por 45h. Estas se
conservaron a temperatura ambiente en recipientes
herméticos de plastico.

Método de obtencion de queratina

En un frasco de polietileno seco se adicionaron 5g de
plumas y 100 mL de solucion acuosa de sulfuro de sodio,
se agitd durante 24h a temperatura ambiente en un
shaker. La suspension obtenida se filtr6 y se le adiciono
peroxido de hidrogeno (CE (Einecs) 231-765-0). La
mezcla se agitd por 50min a temperatura ambiente y
se le adiciono acido sulfurico al 20% (Cas 7664-93-9)
hasta lograr una acidificacion de la mezcla hasta un pH
de 4.8. La suspension formada se decantd por 48h y
se filtr6. El solido separado se lavd con agua destilada
y se filtro, luego se neutralizé el exceso de acido con
hidréxido de sodio 0.1N (Merk KGaA-64271) y se dejo
en reposo por 48h. La suspension se filtro y se agitd
por 2h y se decantd por 24h. Seguidamente se filtro
la suspension en papel y el filtrado se aforé a 200
ml. Esta es la solucién acuosa de queratina obtenida
de acuerdo con el procedimiento seguido por Florido
(2007).

Métodos analiticos

La determinacion de proteina cruda en la pluma se realizé
en el laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad
de los Llanos mediante el método de Kjeldalh A.O.A.C
928.08, 1990.

La determinacién de los solidos solubles totales en la
solucion de queratina obtenida, se realizd mediante
el Método A.O.A.C 925.23, 1990 de solidos totales,
manteniendo una temperatura de 105°C por 2h.

Para realizar el calculo del contenido de sélidos se
utilizo la siguiente ecuacion:

msolido
0aSST = — . x100
msolucion

Doénde: m, = Peso de contenido de solidos
totales (g)

= Peso de la solucion de la queratina (g)

solucion

La densidad de la solucion de queratina se determind
por el método del picnometro, utilizando uno de 10
ml de capacidad siguiendo la metodologia A.O.A.C.
962.37, 1995. Finalmente la determinacion del indice
de refraccidon en la muestra de queratina obtenida se
determind mediante un refractometro siguiendo el
método descrito en A.O.A.C 940.39, 1990.

Analisis estadistico

Se realizo un diseflo experimental factorial de dos
factores en tres niveles cada uno. Tres concentraciones
de sulfuro de sodio (3.0, 4.0, 5.0 g/L) y tres de peroxido
de hidrogeno (1.0, 2.5, 4.0ml) para los ensayos del
método de obtencion de queratina. Cada uno de los
nueve tratamientos se hizo por triplicado. Los datos se
analizaron con un o = 0.05.

Resultados y discusion
Determinacion de proteina cruda

Las plumas recolectadas pertenecen en su mayoria
a aves de raza Cobb que fueron sacrificadas en el
proceso de obtencidon de carne. Después de realizarles
el pretratamiento de eliminacion de contaminantes
se realizo el analisis para determinar el contenido de
nitrégeno total y el contenido de proteina. Después de
los analisis, los datos mostraron un contenido promedio
del 75.970.34% de proteina. Esto ratifica que las plumas
son una materia prima con un altisimo contenido de
proteina, valores que suelen ser comunes para este tipo
de tejidos. De igual forma los valores del coeficiente
de variacion menores a 0.1, pueden interpretarse como
demostracion de la estabilidad de la materia prima
analizada, su homogeneidad composicional y un analisis
efectivo.

Obtencion de queratina

Como materia prima se eligid las barbillas de las
plumas debido a que estas presentan mas finura y un
area mayor que la de los raquis. De esta manera, la
interface entre las plumas y los reactivos liquidos es
mas grande aumentando la rapidez de la reaccién y el




rendimiento. En un vaso se adicionaron 5g de plumas
y 100 ml de soluciéon de acuosa de sulfuro de sodio
agitando durante 6 h a 70°C. Posteriormente se filtrd
y se adiciond perdxido de hidrogeno agitandolo por 50
min a temperatura ambiente. En seguida se adiciono
acido sulfurico al 20 % hasta un pH 4.8, se decanto
por 24 h y se filtrd. Luego el liquido se neutralizé con
hidréxido de sodio 0.1N y se dejo en reposo por 48h,
para luego filtrarse lo que finalmente es la solucion
acuosa de queratina.

El sulfuro de sodio reacciond actuando como agente
reductor rompiendo los enlaces disulfuro de la proteina
cambiando de una coloracion gris a un color amarillo.
Al adicionar el oxidante (peréxido de hidrogeno), se
presentd un aumento de la temperatura de la solucion
y una aglomeracion de solidos que posteriormente se
decantaron y filtraron a pH neutro. Se obtuvieron 9
soluciones variando las cantidades de sulfuro de sodio
(2,3 y4.5 gde NaS /100 ml de agua) y peroxido de
hidrogeno (1, 2.5 y 4 ml H,0,/ 100 ml de agua). En
cada una de las soluciones de queratina se determiné
el contenido de solidos totales, densidad, indice de
refraccion (tabla 1).

Tabla 1. Variacion en el contenido de so6lidos, densidad
e indice de refraccion

Tratamientos ~ Sélidos totales

Densidad (g/ml) indice de refraccion

(Na,S /
(%)
H05)
2.0/1.0 28.67+2.18 0.99+0.05 0.85+0.00
2.0/2.5 31.80+1.39 1.03+0.01 0.97+0.00
2.0/4.0 33.27+2.19 1.02+£0.00 1.06£0.00
3.0/1.0 42.16+1.96 1.20£0.00 1.39+0.00
3.0/12.5 54.66+1.98 1.27£0.00 1.41£0.00
3.0/4.0 52.23+1.74 1.28+0.01 2.02+0.00
4.5/1.0 62.72+1.32 1.3620.04 2.07+0.00
4.5/2.5 67.90+1.50 1.34£0.02 2.98+0.00
4.5/4.0 73.98+0.33 1.45£0.02 2.67+0.00

Fuente: el autor

En general, los resultados muestran un incremento
proporcional en los valores de las propiedades estudiadas
en la medida en que se incrementa la intensidad del
tratamiento. Los sélidos totales muestran un incremento
de 2.5 veces su valor inicial cuando en el tratamiento se
duplica la concentracion de sulfuro. Esto se confirma con

lalectura de indice de refraccion en la que se observa que
la concentracion de las sustancias que estan en solucion
se incrementa en una proporcion similar al aumento en
la concentracion de sulfuro. Los efectos provocados
por los tratamientos donde se incrementa la cantidad
de peroxido muestran un incremento maximo del 25 %.
lo que significa que la reaccion de solubilizarian de la
proteina. esta mas influenciada por la concentracion de
sulfuro que por la cantidad de peroxido.

El principio que ocurre en la reaccion es la modificacion
de la proteina que se realiza para mejorar su solubilidad.
La obtencion de la queratina se hace por la reduccion
de los enlaces disulfuro que facilita la solubilizacién, lo
cual sumado a la modificacion parcial de los grupos —SH
libres, impide que se vuelvan a formar enlaces disulfuro.
Asimismo, la oxidacion de la cisteina ha sido usada para
obtener productos solubles (Orjuela, Lanari y Zaritzky
2015).

Las soluciones de queratina obtenidas estan alrededor
de un pH de 6.2 y valores alrededor de 42% de sdlidos
totales. De acuerdo con la literatura el contenido de
solidos totales de una queratina comercial estd entre el
40y 50 % (Phitother, 2009). De esta manera la hidrélisis
realizada con soluciones a concentraciones de sulfuro
por encima de 3 g/L ya son suficientes para alcanzar a
solubilizar queratina a concentraciones comerciales.
Niveles superiores de concentracion serian utiles para
lograr obtener un mayor rendimiento en la obtencion de
queratina soluble.

En la tabla 2 se puede apreciar el comportamiento que
presenta la densidad de la solucion queratina obtenida.
evidenciando que esta se incrementa conforme se
va aumentando la concentracion de sulfuro de sodio
y peroxido de hidrogeno. Segun lo indicado en la
literatura la densidad de una queratina comercial
varia entre 1.15-1.20 g/ml (Phitother, 2009). De esta
forma, al igual que con los sdlidos totales a partir de
una concentracion del 3 g/L de sulfuro de sodio fue
posible observar una solucion de queratina con una
densidad similar a la comercial. La hidrélisis provocada
por la solucion de sulfuro al ser proporcional a su
concentracion, evidentemente producirda una solucion
de queratina mas concentrada en soélidos totales que
obviamente incrementaran su relacion masa volumen
(Gupta, Perumal, Bin, Yunusy Kamarudin, 2011).
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El comportamiento de solidos totales y densidad es
confirmado con la lectura del indice de refraccion
que es un indicativo del incremento progresivo de la
concentracion de sélidos proteicos en la medida que
se incrementa la fuerza del tratamiento. Las lecturas
del indice de refraccion de las soluciones de queratina
aumentan proporcionalmente a las concentraciones de
sulfuro de sodio y perdxido de hidrégeno. Phitother
(2009) reportdé que un indice de refraccion de una
solucion de queratina comercial para uso cosmético
estd entre 1.40-1.43. De acuerdo con este parametro los
tratamientos ensayados presentan la misma tendencia
mostrada en las mediciones anteriores. En conclusion
la solubilizacion de la proteina fue proporcional a la
intensidad del tratamiento. La efectividad de tratamientos
mas intensos debe probarse y validarse en funcion de la
calidad de la solucion obtenida.

El analisis estadistico de los datos demostrd claramente
que la variacion de las cantidades de Na,S y H,0,
tiene una relacion significativa con las caracteristicas
fisicoquimicas evaluadas. El aumento en la concentracion
de estos componentes en la reaccion dentro del intervalo
estudiado. deriva en un incremento proporcional en
los productos del hidrélisis. De igual forma el analisis
evidencié que las concentracion de sulfuro tiene un
mayor efecto que la cantidad de perdxido en el contenido
de solidos de la solucion obtenida. asi como en las demas
propiedades fisicoquimicas.

Comparando los datos arrojados de la caracterizacion
fisicoquimica con los datos de la investigacion realizada
por Salazar (2013), se puede afirmar que la diferencia mas
significativa en los resultados corresponde al contenido
de solidos totales con una diferencia de 8.79 %, lo cual
se puedo presentar debido a la diferente concentracién
de sulfuro de sodio empleado en ambas investigaciones.
Los demas resultados respecto a las caracteristicas de
densidad e indice de refraccion evidencian similitud de
resultados, lo que significa que el tratamiento realizado
es reproducible y puede ser escalado en futuros ensayos.

Contenido de proteinas solubles

Las proteinas solubles son un indicativo directo de la
efectividad de la reaccion de lisis molecular a la que se
estd sometiendo la proteina insoluble. La determinacion
de estas proteinas se realiz6 segun el procedimiento
de Lowry en el cual se identifican proteinas solubles
mediante el cambio de coloracion de azul a violeta del

sulfato de cobre al reaccionar con los grupos aminos
pertenecientes a dichas proteinas. En esta prucba
colorimétrica se empled albumina como estandar para la
curva de calibracion de absorbancia Vs. concentracion.

La figura 1 muestra los resultados de la concentracion
de proteina soluble que arrojaron cada uno de los
tratamientos a los que se someti6 las plumas. Los
resultados variaron entre 1.298 -2.734 mg/ml lo
cual revela evidentes cambios en provocados por los
diferentes tratamientos realizados. De igual forma,
se evidencia la posibilidad de que la proteina sufre
reacciones adversas durante la reaccion, lo cual puede
eventualmente cambiar la calidad o el comportamiento
quimico de la molécula.

Figura 1. Concentracion de proteina en las soluciones.
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Los experimentos evidenciaron la presencia de proteina
soluble en todos los tratamientos, la cual segun se ha
reportado, corresponde a queratina en mas del 90 % de
proteina total (Suntornsuk, 2003). Esta proteina en su
forma nativa es insoluble pero después del tratamiento
estudiado fue posible lograr una cantidad maxima de
2.7 mg/ml, lo que equivale a una solubilizacion del
5.46 % del total de proteina disponible. Estos valores
son bajos respecto de otros tratamientos donde se logran
altos porcentajes de hidrdlisis basado en procesos de
mayor tecnologia ¢ intensidad (Abouheif, Basmaeil,
Metwally y Masoud, 1985; Pardo y Rogel, 2015). Sin
embargo, estos tratamientos podrian optimizarse con la
seleccion de otras sustancias quimicas que puedan lograr
una mejor reaccion y con la optimizacion de los tiempos
de ejecucion.




Los resultados muestran una tendencia, donde la
maxima cantidad de proteina hidrolizada se presento en
el tratamiento sulfuro-peroxido 3.0-2.5. Se evidencio
en los resultados una disminucion significativa de la
concentracion de proteinas solubles en los tratamientos
restantes que tienen concentraciones de sulfuro peroxido
por encima o por debajo. Cuando este tratamiento esta
por debajo (2.0-2.5) fue evidente que la concentracion
de reactivos no fue suficiente para lograr una hidrolisis,
lo que ocasioné que solamente un 2.6% de la proteina
total fuera solubilizada. Cuando el tratamiento fue mas
intenso (4.5-2.4) se observo que la hidrélisis fue de
alrededor de 4.2% de la proteina total. Esta reduccion
en la cantidad de proteina soluble observada en los
tratamientos de mayor concentraciéon pudo deberse a
la afectacion molecular provocada por una excesiva
concentracion tanto de sulfuro como de peroxido, lo
cual afecta la solubilidad de las proteinas hidrolizadas,
y por ende, afectando su reactividad y/o determinacion.
Los cambios en la estructura y la funcionalidad de la
queratina deben determinarse en estudios posteriores para
establecer la relacion existente entre la concentracion de
los reactivos de hidrélisis y la calidad de los productos
obtenidos.

Conclusiones

Las plumas de pollos raza Cobb son una materia prima
con un alto contenido de proteina que corresponde
en su mayoria a queratina que posee una estructura
sumamente resistente a los tratamientos quimicos
ensayados. No obstante, la obtenciéon de queratina
para uso cosmético con caracteristicas similares a la
comercial, puede obtenerse empleando de sulfuro de
sodio como agente reductor y peroxido de hidrogeno
como agente oxidante en concentraciones de (3.0-2.5).
Las propiedades de la solucion de queratina obtenida
varian en relacion directa con la concentracion de sulfuro
y peréxido que se utiliza en el proceso de obtencion.
Ambas sustancias interactiian en la hidrolisis pero el
sulfuro posee una mayor incidencia que el peroxido
en caracteristicas de la solucién. Los reactivos
también afectaron el contenido de proteinas solubles
obtenidas, aparentemente tanto en concentracion
como en reactividad. Estudios més avanzados tanto
para el mejoramiento en el rendimiento de la reaccion,
asi como para la estabilizacion de la proteina obtenida
se requieren para avanzar con el desarrollo de un
producto aceptable para comercializacion.
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