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1. RESUMEN

Las queratinas son una familia de proteinas estructurales que se pueden aislar a partir de
una gran variedad de tejidos animales con funcion protectora, entre estos se encuentran
las plumas de pollo, las cuales son un subproducto de la industria avicola que posee un
alto porcentaje de proteina en su composicién (80% aproximadamente%) ! siendo la
queratina su principal componente. Las queratinas han sido objeto de investigaciones

como biomateriales durante mas de tres décadas @

y se ha reportado que los hidrolizados
de proteina poseen propiedades fisicoquimicas deseables que se aprovechan en la

industria &1,

El sector avicola en Colombia estd en un constante crecimiento y por ende es de
esperarse que la cantidad de sus subproductos aumente de la misma manera, en este
contexto, con este estudio se busca explorar la recuperacién de biomoléculas tales como
hidrolizados de proteina (queratina). Mas aun, se ofrece la oportunidad de dar a conocer
la funcionalidad de una nueva propuesta mas amigable ambientalmente y mas eficiente
como lo es la extraccion via enzimatica. La actividad enzimatica es especifica, es decir
gue se debe determinar para cada tipo de enzima y sustrato; si se trabaja en condiciones
no adecuadas (pH, Temperatura, entre otros) se corre el riesgo de la inactivacién de la

enzima. De aqui que sea necesario la optimizacién del proceso de extraccion.

Aplicando el programa de superficie de respuesta se logré optimizar el porcentaje de
extraccion de queratina, el cual fue eficiente y con un valor promedio de 92,759%,
mediante hidrolisis enzimética con la enzima Novo Pro-D® a partir de plumas de pollo;
empleando las variables de pH, Temperatura, tiempo y relacién enzima-sustrato. También
se caracterizd la queratina obtenida. De esta manera, se consiguié implementar una
extraccion mas amigable con el medio ambiente que las extracciones convencionales,

ademas de que este proceso de extraccion es relativamente simple y eficiente.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial se generan millones de toneladas de residuos avicolas como subproducto
poco aprovechado en las plantas de procesamiento, 18,5% de los residuos en la industria
avicola corresponde a las plumas, estos residuos no reciben un tratamiento especifico y
se desperdician arrojandolos como desecho; presentandose asi un problema de
contaminacion ambiental. En particular, las plumas de pollo poseen un gran contenido de
queratina ¥, lo que, de utilizarse, representaria un valor agregado a estos residuos para

ser aprovechados industrialmente.

En la produccion colombiana, el subsector avicola aporta un porcentaje significativo del
10,5% del Producto Interno Bruto nacional (PBI) constituyéndose en generadores directos
e indirectos de empleos, mostrandose de esta manera la gran importancia de este
subsector a nivel nacional. La Federacion Nacional de Avicultores (FENAVI) reporta un
elevado consumo de pollo de 32,2 kg/persona en el afio 2017 en Colombia ¥ (FENAVI-
Consumo per céapita, 2018). Por su parte, en el Cauca la empresa pollos conquistador
(Agricola mercantil del Cauca AGRICCA S.A) ubicada en el municipio de Cajibio,
Departamento del Cauca, en el kilbmetro 11, via Popayan — Piendamo, produce 698 kg de
plumas humedas por cada 5000 pollos sacrificados aproximadamente, esta misma
empresa Unicamente empaca las plumas en costales de fibra, para su posterior trasporte
a predios donde son enterradas, no se presenta ninglin uso posterior para este residuo .
La industria avicola en general esta en un constante crecimiento, esto genera también un
incremento en los subproductos, por lo que es necesario buscar alternativas para el
control y manejo de estos y asi evitar el constante deterioro ambiental. Las plumas como
residuo de la industria avicola no reciben un tratamiento adecuado, simplemente se
arrojan como un desecho, convirtiétndose en una fuente generadora de contaminacion
ambiental, esto debido a que su descomposicién genera olores desagradables los cuales
atraen moscas, roedores y otros animales indeseables que finalmente terminan
convirtiéndose en vectores naturales de contaminacion, lo que se traduce en un problema
de salud publica. Sin embargo, el alto porcentaje de proteina (queratina) que poseen las
plumas de pollo en su composicion hace que estas sean potencialmente aprovechables
como fuente proteica, de tal manera que se reduzcan las cantidades de residuos y se

12



ayude a controlar los problemas de contaminacion ambiental causados por estos, dandole
un valor agregado a estas. La extraccion de queratina debe realizarse mediante métodos
amigables con el medio ambiente y que en lo posible no impliquen cargas contaminantes,
es por esto que se opto por elegir a la hidrolisis enzimatica utilizando la enzima Novo Pro-

D® como el método adecuado para el tratamiento de los residuos.

13



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

3.1.1 Determinar las condiciones optimas de extraccion de queratina mediante hidrolisis

enzimatica con Novo Pro-D®, para el aprovechamiento de residuos avicolas.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Realizar el andlisis proximal a una muestra de plumas de pollo con el fin de
conocer su composicion.

3.2.2. Aplicar el programa estadistico de superficie de respuesta en la optimizacion del
porcentaje de extraccibn empleando las variables pH, tiempo y relacion enzima-

sustrato.

3.2.3. Caracterizar la queratina extraida mediante FTIR, Uv-Vis y TGA. Ademas de
analizar estadisticamente los datos obtenidos.

14



4 FUNDAMENTO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1 GENERALIDADES DE LAS PLUMAS DE POLLLO

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 representa aproximadamente 90%
de su peso. Pese a que esta proteina posee un bajo valor biolégico nutricional puede

tener interesantes aplicaciones cosmetoldgicas, agricolas, entre otras .

Las plumas son unas de las estructuras constituidas por queratina mas complejas de los
vertebrados. Ellas presentan numerosas funciones de vital importancia para la vida y
desarrollo de las aves como la habilidad de volar y la regulacién de la temperatura,
ademas presentan tienen también otras funciones relacionadas con su color y su
vistosidad, como el reconocimiento entre los miembros de la misma especie, el
camuflaje, la diferenciaciéon de sexos y el cortejo. "' Su estructura es ramificada © La
Figura 1 muestra la estructura de una pluma comun y sus partes; el calamo (3) es la
parte con la que se inserta en la epidermis del ave, el raquis (4) es el eje del cual se
desprenden las barbas (2) que forman el estandarte (1). Estas constituyen cerca del
10% del total del peso de un pollo y son el principal subproducto de la industria avicola.
Su composicién es aproximadamente 91% proteina, 1% lipidos y 8% agua [, el
porcentaje de proteina corresponde a la B-queratina ! Comunmente se descartan
como desperdicio convirtiéndose en un problema ambiental por su dificil disposicién y el

desconocimiento de procesos de manufactura para procesarlas ™%
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Figura 1. Pluma de pollo y sus partes .,

Anualmente en el mundo se producen mas de 78 millones de toneladas de carne de
pollo, de las cuales Colombia produce mas de 1 millén ¥, posicionando a la industria
avicola como uno de los sectores de produccion agroindustrial mas prosperos del pais

con un crecimiento anual del 10% 2

. Este crecimiento acarrea una alta generacion de
desperdicios por la etapa de sacrificio como picos, plumas y restos de piel del pollo.
Cerca del 10% del peso del pollo son plumas y este es uno de los principales residuos
de esta industria; sin embargo, gracias a su alta concentraciéon de B-queratina, las
plumas de pollo son la principal fuente de este material en el mundo, convirtiéndolas en

un material valioso para el desarrollo de nuevos productos.

4.2 LA QUERATINA, CARACTERISTICAS Y APLICACIONES.

4.2.1 Generalidades

La queratina es una proteina que estd muy extendida en la naturaleza, se puede
encontrar en la piel, pelo y ufias ademas de encontrarse en la lana, las plumas,
pezufias, cuernos, etc. En la Figura 2 se muestra un esquema general de la queratina

en la pluma, la cual es nuestra materia prima de interés.

16
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Figura 2. Esquema de la estructura de la queratina en la pluma ¢,

Esta proteina es insoluble en los solventes que disuelven normalmente proteinas como
alcoholes y cetonas, contiene un alto contenido de cistina con una concentracion
aproximada del 3% %, |a cual es un dimero de cisteinas que se enlazan por un puente
disulfuro o enlace reticulado, como se muestra en la Figura 3 Las plumas contienen

(11]

alrededor de 7% de cisteina en la queratina Este aminoacido le confiere

cristalinidad, resistencia y cohesion; pues logra agrupar a la queratina en matrices de
microfibras entre 72y 76 A de diametro y separadas de 86.5 a 97.5 A una de otra *2.

H
MH3

k/

H

w—i

I.!'

<
HyN
H

Figura 3. Enlace disulfuro-Cistina ®7.

4.2.2 Estructura

La queratina es una proteina que se presenta en forma de microfibrillas, como si fuesen
una maroma o cuerda. Las proteinas siempre estan formadas por cadenas de
aminoacidos que se enlazan entre si formando fibrillas. (Figura 4). La Queratina esta
compuesta basicamente por un aminoacido azufrado (cisteina). Las Queratinas duras

contienen un 15 o un 18% de azufre, mientras que las blandas sélo tienen un 2 y un 4%
[14]
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Figura 4. Estructura de la fibra de queratina ™.

Debido a las interacciones moleculares la queratina presenta dos configuraciones: la a-
queratina que presenta forma de hélice y es caracteristica del cabello humano y la § -
gueratina que es una estructura laminar plegada y se presenta en cuernos, ufias, garras
y plumas. Las queratinas-a pueden presentar también laminas-B, aunque en menor
proporcion que las queratinas-f. Asi mismo las queratinas-3 presentan también hélices-

a. Esto hace que esta clasificacion de las queratinas sea controvertida.

4.2.2.1 Estructura primaria
Esta es fundamental para la forma tridimensional de la proteina, cualquier modificacién
en la secuencia de aminoacidos podria ocasionar un cambio en la estructura

tridimensional y afectara la funcién biolégica 2.

s yal_cy,.Scr-LeuATrr-c[ghu
Ala® h Gl‘fun
“~lle-Val-Glu-Gin-Cys- T THE oy A0
s L
Asn. |
Phe-Val-50 Gln_ni‘z 'S ?
Leu
Yo op
i Cr . ch-Clu- -
M ser, . LogVal | TCly-Clu-AB-Cly
Leu Tyr- “Ph
~Val_Chs- Ala.Lew _.i_‘
)‘T
Thr
Pro
Lys

Ala~

Figura 5. Estructura primaria de la proteina 2.
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Los aminoacidos més abundantes presentes en la queratina son: Glicina 21,5% (Gli),
Fenilalanina 3,9% (Fen), Alanina 11% (Ala), Acido aspartico 9,3% (Asp), Cisteina 12,2%
(CiSH), Lisina 7,3% (Lis), Prolina 2,3% (Pro), Valina 4,2% (Val), Leucina 3.2% (Leu),
Isoleucina 1,2% (lle) Treonina 4,8%(Tre), Otras.19, 1% M4,

4.2.2.2 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. Pueden formarse
puentes de hidrogeno, entre el hidrégeno del amino de un aminoécido y el oxigeno del

carboxilo de otro. (Figura 6)

enroscamizntos
aleatorios

-

-

e
puente de - .
HiLilCJ(Jt‘IIU\

puente de _
hidrégeno

hoja I_}} - plegada

Figura 6. Estructura secundaria, en a-hélice y en hoja B-plegada, de la queratina 2.

La Figura 7 muestra los arreglos espaciales de la estructura beta de la queratina. En
ella se observa que las cadenas peptidicas se proyectan de forma inversa por encima y
debajo de una cadena eje y que las cadenas se enlazan por puentes de hidrégeno para
formar la estructura laminar. La conformacion beta se presenta en dos configuraciones,
la primera la Figura 7a estructura paralela y la segunda la Figura 7b estructura
antiparalela. Las plumas presentan la estructura antiparalela, la que aporta resistencia

(15]

mecanica debido a su plegamiento a través de puentes de hidrogeno y la hace
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quimicamente no reactiva !, esta se muestra en la Figura 7c.

a -4.9 A-

Puente de
Hidrégenc

Figura 7. Arreglos espaciales de la estructura B-laminar plegadiza.
(a) Estructura paralela, (b) Estructura antiparalela y (c) Plegamiento de la cadena beta
antiparalela 2.

4.2.2.3 Estructura terciaria
Debido a la interaccién de los grupos R de los aminoécidos, la cadena polipeptidica se

pliega determinando una intrincada estructura tridimensional. (Figura 8)

PROTOMERO Una espiral de a-HELICE

PUONININI NI\

DI PROTOMERO Par de espirales

PROTOFILAMENTO Uni6n de pares de espirales

PROTOFIBRILLA Uni6n de de tres o mas espirales.

Figura 8. Estructura terciaria de la queratina 2.
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Los protdmeros de queratina se unen entre si para formar dimeros. El dimero es el
primer precursor de la gran molécula de la queratina en el que entran en juego varias
proteinas. La union no tiene lugar de cualquier manera, sino de una forma muy
concreta: una subunidad acida se unird con una subunidad basica. De esta forma, la
macromolécula acabara teniendo la misma proporcion de subunidades basicas que de
subunidades &acidas. Posteriormente, dos dimeros se uniran entre si para formar
tetrameros. Multitud de tetrameros se unen entre si, unos detras de otros, dando lugar a
los protofilamentos, varios protofilamentos se unen entre si, en grupos de unos cuatro
protofilamentos, formando una protofibrilla, a partir de estas protofibrillas bien
cohesionadas se formaran las grandes moléculas de queratina uniéndose muchas

subunidades y torsionandose formando un trenzado *°!.

4.2.3 Enlaces e hidrélisis de la queratina

La queratina presenta propiedades exclusivas como proteina debido a la presencia de

enlaces tales como:

e Enlaces amidicos: Unen un aminoacido con otro para formar la cadena principal, son
muy solidos y solo se rompen con soluciones acuosas concentradas de acidos y
bases fuertes.

e Puentes salinos: se forman entre los grupos de acidos y basicos de las cadenas
laterales. Cuando estos grupos sobrantes no forman enlace amidico, estan cerca
uno del otro, se origina una atraccion entre sus cargas o0 atracciones
electromagnéticas.

e Enlaces di sulfuro: es la unién gue existe entre los dos atomos de azufre de la
molécula de cistina. Esta union es fuerte y en la molécula de alfa-queratina suele
existir un puente de este tipo cada cuatro vueltas de la espiral.

e Puentes de hidrogeno: se originan por la atraccién de atomos con polaridad negativa
al hidrégeno con polaridad positiva. Por estos puentes las cadenas no son
rectilineas sino helicoides, girando sobre si misma como una cinta enrollada °.

La queratina con agua da una hidrolisis de los enlaces disulfuro de la cisteina para

producir la cisteina (tiol) y &cido sulfénico. (Figura 9)
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Figura 9. Hidrdlisis de la queratina

4.2.4 Aplicaciones
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
organicos, pero pese a su alta estabilidad quimica mediante tratamientos esta puede
ser digerida mediante técnicas quimicas o enziméaticas. La hidrdlisis 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 *”. Entre algunas de sus posibles aplicaciones esta:

e En cosmetologia
La queratina es parte de muchos tratamientos cosméticos capilares, protege el interior
del cabello, influye en el color y en el brillo, protegiéndolo de los factores mecanicos,
quimicos o ambientales que le afectan [°!.

e En laindustria textil
La queratina, se usa como material de refuerzo en la fabricacibn de polimeros
industriales, tales como: los polietilenos y los polipropilenos, en la produccion de pasta
de papel o cartdn y la fabricacion de biomateriales o materiales biomédicos, entre otros
[18].

e En laindustria alimenticia.
La queratina, contenida en las plumas, es un recurso alimenticio potencial. Luego de un
proceso hidrolitico, de estos residuos, ellos se transformaran en una proteina digestible,

gue es util como concentrado proteico para rumiantes, ya que optimiza el indice de
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crecimiento del ganado de engorde y también suple las necesidades de proteina en
ganado lechero. Como se extrae de una fuente natural, no contiene toxinas e
inhibidores del crecimiento, pueden ser usada en dietas balanceadas sin limitaciones
nutricionales 9 2%,
e En laindustria agricola.

La queratina, presente en las plumas es un recurso adecuado para la elaboracion del
Compost (proceso de degradacion microbiologico aerobio de materiales organicos
realizado en condiciones controladas, en el que debido a la actividad microbiana se
obtiene un abono orgénico) que, en conjunto con una mezcla de materiales fecales,
orina, tierra y restos vegetales permiten el proceso de compostaje, permitiendo que la
queratina lentamente se degrade y se convierta en una sustancia de facil
biodegradacion, contribuyendo al desarrollo de los microorganismos que enriqueceran

el suelo con nitrégeno y fosforo Y,

4.3 ASPECTOS MEDIO AMBIENTALES Y SOCIECONOMICOS
4.3.1 Aspecto Ambiental

Las plumas representan el 18.5% de los residuos obtenidos en la industria avicola, sin
embargo, cuando estos residuos simplemente se arrojan como desecho se convierte en
un factor de contaminacién, principalmente porque su descomposicién se convierte en
un foco de contaminacion ambiental y un problema sanitario, por el contrario, si esta se

22l En el

aprovecha debidamente, representa una fuente mas de ingresos
departamento del Cauca, la empresa pollos conquistador (Agricola mercantil del Cauca
AGRICCA S.A) produce 698 kg de plumas humedas por cada 5000 pollos sacrificados
Bl (figura 10) , esta misma empresa Unicamente empaca las plumas en costales de
fibra, para su posterior trasporte a predios donde son enterradas, no se presenta ningun
uso posterior para este residuo, se considera como un punto critico de contaminacion,
puesto que su descomposicion atrae a las aves carrofieras, moscas, las cuales pueden
ser vectores de enfermedades peligrosas tanto para el hombre como para las aves de
los galpones, por otra parte, se generan olores que pueden ser molestos para la

comunidad.
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RECEPCION DE POLLO EN PIE

COLGADO Alimenta cerdos

DEGOLLADO

Y SANGRADO SANGRE

210 Lt

ESCALDADO

ZOT QOO0 mmmp

PLUMA - < DESPLUMADO
CUTICULA ViSCERA BLAMCA
Relleno 698 kg . ] 635 kg
sanitario EVISCERACION 1 Grasa
568 Lt
5 kg - EMPAQUE

Agua residual =) PTAR

Figura 10. Generacion de residuos en fase de beneficio por 5000 pollos !

En el procesamiento de los pollos, el agua se utiliza principalmente para el desplumado,
el lavado antes y después de la evisceracion, refrigeracion, limpieza y desinfeccién de
equipos e instalaciones, y para el enfriamiento de equipos mecanicos, tales como
compresores y bombas ?®. El agua residual producida contiene una variedad de
contaminantes organicos e inorganicos, que finalmente desembocan en cuerpos de
aguas tales como, rios, mares y océanos.

Como se observa en la figura 10, las plumas de pollo son llevadas a rellenos sanitarios
donde simplemente se entierran ©°.. Esto tiene sus ventajas, siempre y cuando se realice
este proceso de manera controlada como, por ejemplo:

la aplicacion de los residuos al suelo puede tener un efecto positivo en la fertilidad del
suelo, lo que implica un aumento de materia organica, actividad enzimética y poblacion
microbiana, ademas de esto estabiliza los agregados del suelo, reduce una posible
erosion, mejora la estructura del suelo debido a la formacion de compuestos
organominerales, aumenta la capacidad de retencion del agua y favorece el drenaje del
agua permitiendo tener un suelo mas aireado, es decir un suelo oxidativo y no reductor.
Sin embargo, si las cantidades enterradas son excesivas, es decir, por encima de la
capacidad receptora del suelo se pueden presentar problemas como mineralizacion de
la proteina presente en la pluma produciendo como residuo nitratos (NO3’), que son

especies oxidadas del nitrégeno, algunos de estos son absorbidos por las plantas, pero
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si estan en exceso no son absorbidos por las plantas y se convierten en fuente potencial
de contaminacién de aguas subterraneas mediante la lixiviacion 24!,

Por este motivo es necesario el control del aporte de las plumas al suelo, y para ello se
deben tener en cuenta las propiedades fisicas del suelo como la permeabilidad, su
textura, las condiciones climaticas, el tipo de cultivo y el momento de aplicacion de la
dosis.

4.3.2 Aspecto socioecondmico

En Colombia la Federacion Nacional de Avicultores de Colombia (FENAVI) reporta un
elevado consumo de pollo, 32,2 kg/ persona, en el afio 2017 (FENAVI-Consumo per
capita, 2018) °. De aqui cabe resaltar las grandes cantidades de residuos sélidos que
se generan en esta industria, lo cual genera que estas se conviertan en fuetes de
contaminacion ambiental, si los residuos no se tratan adecuadamente. La industria
avicola no presenta un manejo completamente adecuado de los residuos de plumas,
esto puede afectar tanto al entorno humano como rural y agrario. Aunque esta industria
es una fuente generadora de empleo también presenta algunos inconvenientes en
cuanto al control del residuo de plumas de pollo, como se mencion6 anteriormente,
estos residuos pueden terminar enterrados bajo el suelo, en cuerpos de agua o
simplemente dejados en espacios abiertos sin ningan tratamiento, afectado
directamente la calidad de vida de los habitantes, debido a emision de ruidos, olores,
reproduccion de plagas como ratas, moscas, larvas entre otros. Por otro lado, y desde
un punto de vista agrario, las plumas se pueden tratar de manera adecuada para la
formacion de abono organico de alto valor fertilizante, rico en proteina, lo que se puede
considerar un impacto positivo siempre y cuando dicho fertilizante se aplica de manera
adecuada. Por otro lado, una carga elevada de plumas de pollo puede aumentar el
riesgo de trasmision de enfermedades por medio de vectores naturales, lo que supone
un riesgo sanitario mas que un riesgo para el medio ambiente 4.

Por lo anterior, es necesario generar producciones mas limpias, cuyo objetivo principal
sea el aprovechamiento de los recursos naturales, siempre y cuando, haya reciprocidad
con el medio ambiente, de manera sostenible, con un maximo de beneficio sin alterar su
composicién, y a su vez reducir el dafio que este beneficio pueda causar al ambiente, a
través de diferentes practicas que incluyen la disminucién, recuperacioén, reutilizacion y
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aprovechamiento, de los residuos que se generan en cada etapa del proceso.

4.4 METODOS DE EXTRACCION DE QUERATINA

En la literatura se reportan diversos métodos para hidrolizar las plumas de pollo con la
accion de bases, acidos fuertes, el uso de agua saturada a alta presion, enzimas y
microorganismos. Todos ellos se enfocan en aumentar la digestibilidad de las plumas y
la reactividad de las mismas segin su uso final ® De los métodos mencionados
anteriormente ninguno se ha optimizado con propdsitos industriales. Brevemente,

algunos de estos métodos de hidrélisis se describen a continuacion:

4.4.1. Extraccion mediante el método de Shindai

Uno de los métodos mas empleados para la extraccion de queratina en diferentes
matrices es el método de Shindai tradicional. Utiliza una mezcla extractora de 25,0 mM
Tris-HCI (pH 8,5), 2,6 M de tiourea, 5,0 M de urea, y el 5,0 % de 2-mercaptoetanol 4.
Esta mezcla es reductora, que transforma los enlaces disulfuros de la cistina en cisteina
(Figura 11), posibilitando la solubilizacion de la queratina. El método Shindai,
desarrollado en 2002 es conveniente para la extraccion de proteinas a partir de
materias primas desengrasadas, con calentamiento a 50°C durante 1-3 dias.

0 o]
o N
-.“.,‘/N\r N~ e \[/ S
CHa T"'z
l oH i 5H
g - T Lt HO s
I LS " H TN TN Ny
Z-mercaptoetanol |
HaC
? HaC 2,2-ditiodietanol
- A‘\ﬁ e -"’JN\“M)\C/H“ )
Cistina ” H ||
o Cisteina ¢

i 256mMTris HCI (pH 8,5), 2,6M Tiourea, 5,0 M Urea
#50 °C

Figura 11. Reduccion del enlace disulfuro de la queratina con 2- mercaptoheptanol 4.,

4.4.2 Reduccion de la queratina con sulfuro de sodio.
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Con el Na,S se favorece la degradacion de la queratina, mediante las siguientes
reacciones consecutivas: Cuando el Na,S se disuelve en agua, se produce el NaHS y el

medio es basico el NaHS reduce la cistina a cisteina.

Na,S + H,0 —* Na® (HS) ®+Na® (OH)
c=0 =0 C=0
| | |
CH—CH,—5 —85-CH,— CH _ _
| i : kH + 2 Na® (HS)&—vp Q(FH CH;y—SH + eNaeS -5 Na®
o NH
)
I:: §
Cistna Cisteina Sulfana

Figura 12. Reaccion de reduccién del enlace disulfuro de la queratina con Na,S B,

Este método facilita el rompimiento de los enlaces de disulfuro, que acompafiado con un
tratamiento con hidréxido de sodio NaOH genera la hidrdlisis 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 ¢

4.4.3 Hidrdlisis con liquidos iénicos

La queratina se extrae de las plumas con el uso de 1-hidroxietil-3-metilimidazolio
di(trifluorometanosulfonil) amida ([HOEMIm][NTf2]); la queratina que se hidroliza es
soluble en agua, mientras que el liquido i6nico es inmiscible. El rendimiento que se
alcanza es 21% a las condiciones de operacion 1:1 peso plumas a NaHSO; y 1:40
plumas a liquido i6nico a 80 °C durante 4 horas. Los resultados muestran que
[HOEMIM][NTf2] es eficiente como catalizador y solvente de plumas; ademas se
recupera el 95% de [HOEMIm][NTf2] por ser hidréfobo 7.

4.4.4 Hidrdlisis con agua subcritica

Los fluidos sub- y supercriticos tienen propiedades Unicas que les permiten la extraccion
de componentes de interés quimico y farmacéutico, la descomposicion de material
organico y la sintesis hidrotérmica de productos. El agua subcritica es una de ellos y es

aguella que se encuentra a temperaturas entre el punto de ebullicion, 100 °C y el punto
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critico, 374 °C, y mantiene su estado liquido por la alta presion a la que esta sometida
[28].

El tratamiento de las plumas de pollo en agua subcritica tiene como antecedentes el
trabajo que desarrolld Kadri ®® en los Estados Unidos, en el cual se produjo una
solucién acuosa de proteinas solubles y pepsinas digeribles que se obtuvieron del
contacto de vapor saturado (50 a 250 psig) y plumas a agua en una proporcién de 30
partes a una en peso. Se lograron conversiones del 80% para la hidrolisis de las plumas
y rendimientos superiores al 70% para las proteinas solubles en agua, con lo que se

obtuvo una excelente fuente de proteina soluble en agua para consumo animal.

4.4.5 Hidrdlisis microbioldgica.

El empleo de cepas de bacterias como la Bacillus licheniformis y Vibrio kr2 presenta
resultados favorecedores para la transformacion de las plumas en medio enzimatico. La
sepa Vibrio kr2 degrada las plumas en 5 horas y alcanza un rendimiento de 4.2% sobre
el total de plumas en la reaccion. La cepa Bacillus licheniformis NH1 produce B-amilasa
y proteasas alcalinas al degradar las plumas cuando estas se fermentan durante 48 h a
37 °C. Se alcanza una degradacion total con la adicibn de 1 g/L del extracto de la
bacteria a 7.5 g de plumas debido a la biosintesis de enzimas a partir de los residuos de
las plumas hidrolizadas. Este proceso no solo hidroliza las plumas, sino que, ademas,

produce otras especies quimicas con aplicaciones farmacéuticas 2.

En suma, la hidrdlisis de plumas de pollo por vias quimicas presenta algunas
deficiencias como: largos tiempos de reaccién; el uso de soluciones muy concentradas
en la base, acido o sal que se emplea; tratamientos adicionales para los subproductos
de la reaccion y sus residuos; y finalmente los altos costos energéticos y de reactivos
como los liquidos i6nicos para algunos de los tratamientos. Es por esto que la

extraccion via enzimatica es una opcion viable para llevar a cabo este tipo de procesos.

4.5 HIDROLISIS ENZIMATICA Y ENZIMA NOVO PRO-D®

En términos sencillos, la reaccion de hidrélisis consiste en la ruptura del enlace

existente entre los aminoacidos que componen una cadena peptidica, consumiéndose

una molécula de agua por cada enlace roto. En el caso especifico de las proteasas,
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estas catalizan la ruptura del enlace peptidico dando lugar a las siguientes especies
intermedias: proteinas — proteosas — peptonas - péptidos — aminoacidos. La reacciéon no
catalizada consiste en un ataque nucleofilico por el atomo de O del H,O sobre el
carbono carboxilico del enlace peptidico formando un intermediario tetraédrico. El
caracter parcial de doble enlace del enlace peptidico hace que el carbono carboxilico
sea mucho menos reactivo que los carbonos carboxilicos en los ésteres. La tarea
catalitica de las proteasas consiste en transformar al carbono carboxilico, normalmente

no reactivo, en mucho mas susceptible al ataque nucleofilico por el agua 1% 2,

Se considera que una enzima es una proteina con propiedades cataliticas debidas a su
poder de activacion especifico BY. Las enzimas catalizan las reacciones metabdlicas
gue tienen lugar en el interior de las células de organismos vivos, por lo que su actividad
catalitica se desarrolla en las condiciones de un medio de reaccion bioldgico. Es por ello
que su actividad catalitica se caracteriza por tener lugar en condiciones suaves de

temperatura y pH especificos.

Las proteasas mas comunes con aplicacion industrial no son enzimas individuales son,
sino que preparados que incluyen mezclas de diferentes enzimas individuales (complejo
enzimatico) y compuestos afadidos para estabilizar el producto. En cuanto a la enzima
de trabajo cabe aclarar que se trata de un complejo enzimatico el cual es el ultimo
disefio de Novozymes para queratinas. Al tratarse de un complejo enzimatico y ademas
ser un preparado enzimatico relativamente nuevo, de la cual solo se reportan 2 trabajos

hasta la fecha, no se cuenta con informacién detalla de su mecanismo de accion.

La enzima Novo Pro-D® es una proteasa que pertenece a la familia de las hidrolasas y
se clasifica segun su accion catalitica como una endopeptidasa ya que rompe al azar el
interior de las cadenas peptidicas. Segun la naturaleza del centro catalitico las
endopeptidasas pueden  actuar como  serinoproteasas, cisteinproteasas,
metaloproteasas y aspartatoproteasas. Segun la revision bibliografica, la enzima de
trabajo puede ejercer su accion catalitica de las formas antes mencionadas. Las
serinoproteasas deben su actividad catalitica a un residuo serina y tienen su maxima
actividad catalitica a pH alcalino-neutro. Las cisteinproteasas actian de manera similar
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a las serinoproteasas con la diferencia de que poseen en su centro catalitico un grupo —
SH en lugar de un —OH y su méxima actividad se encuentra a pH alcalino, aunque mas
cercanos a la neutralidad que en el caso de las serinoproteasas. Las metaloproteasas
contienen un atomo metalico en su estructura, normalmente Zn, y su pH 6ptimo se sitia
alrededor de la neutralidad. Su actividad y estabilidad se ve afectada por la presencia
de cationes Ca®" y agentes quelantes como el EDTA, que eliminan el a&tomo de Zn,
convirtiéndose en inhibidores. Las aspartatoproteasas tienen un grupo carboxilo de
acido aspartico en el centro activo y presentan su maxima actividad catalitica a pH acido
[30].

Teniendo en cuenta que las enzimas proteoliticas mas importantes en la industria son
las serinoproteasas, que se dividen en dos tipos principales: las proteasas con actividad
catalitica similar a la de la quimotripsina, y las de actividad catalitica tipo subtilisina. En
ambos casos, las serinoproteasas actian mediante un ataque nucleofilico formando un
complejo acil-enzima y una posterior ruptura del complejo, liberando los productos de
reaccion y la enzima libre, el mecanismo catalitico sera representado para la

quimiotripsina, tal como se aprecia en la figura 13.
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Figura 13. Mecanismo catalitico de serinproteasas .

5 METODOLOGIA

5.1CONSECUCION Y TRATAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

50 kg de plumas de pollo humedas se adquirieron de la empresa POLLOS
CONQUISTADOR (AGRICOLA MERCANTIL DEL CAUCA AGRICCA S.A), ubicada en el
municipio de Cajibio, km 11, via Popayan — Piendamé. Las plumas se llevaron al
laboratorio de QPN, se lavaron con jabén, se dejaron por 2 horas en una solucién al 10%
de hipoclorito de sodio, se lavaron con abundante agua y se secaron, inicialmente a
temperatura ambiente y radicacion solar directa por 5 dias y después en un horno a una
temperatura de 60 °C hasta peso constante. Posteriormente se procedié a triturar y
pulverizar la muestra a través de un molino casero y un molino industrial (Retsch SK 100

Standar) respectivamente. En la figura 14 se resume el procedimiento descrito.

Molido

Pulverizado
———

Muestra para Hidrolisis

Figura 14. Tratamiento de muestras, lavado, secado, molido y pulverizado.

5.2CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA

La muestra de plumas previamente tratada se sometio a un analisis proximal en el cual se
determind: 1) Contenidos de humedad y cenizas mediante sequedad, incineracion y
gravimetria. 2) Extracto etéreo o grasa bruta: Método de extraccion en equipo Soxhlet. 3)
Determinacion de nitrogeno (proteina): Método Kjeldahl para determinacion de nitrégeno.
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5) Fibra bruta y extracto no nitrogenado. Este analisis se realiz6 siguiendo la norma
AOAC. 20th ed. 2016 Y. El procedimiento de laboratorio se detalla en el anexo 1.

5.3DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La enzima Novo Pro-D®, suministrada por Novozymes, se almacend en un desecador a
temperatura ambiente, dentro de frascos de vidrio ambar, lejos de la radiacién solar
directa. Posteriormente se realiz6 el analisis de la actividad enzimética a partir de la

espectroscopia UV-Vis. El procedimiento de laboratorio se detalla en el anexo 2.

5.40PTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE QUERATINA

Para la optimizacién de la extraccion de queratina, mediante la hidrélisis enzimatica, se
utilizé como factor de respuesta el porcentaje de extraccidon (%E) y como factores
independientes la temperatura en °C, tiempo de extraccién en Horas (h), pH y relacién
enzima sustrato (E/S). La enzima de estudio Novo Pro-D® fue suministrada por
Novozymes. La ficha técnica proporcionada para la enzima sugiere un rango de pH de 8 a
9.5 y de Temperatura de 50 a 60 °C donde se encuentra la mejor actividad de dicha
enzima.

Teniendo en cuenta lo anterior en la tabla 1 se resumen los niveles altos y bajos
escogidos para la optimizacion.

Tabla 1. Factores experimentales para la Optimizacion

Factor Bajo Alto
Temperatura (°C) 40 70
Tiempo (Horas) 4.0 8.0
pH 7.0 10.0
Relacion E/S (w/w) 0.1 0.5

Posteriormente, determinados los niveles y los factores experimentales, se procedi6 a
generar el disefio experimental con la ayuda del programa estadistico Statgraphics
Centurion XVII ©,

De acuerdo con las condiciones de experimentacion y recursos disponibles, ademas de la
prioridad de realizar un proceso para la optimizacion de la extraccion de queratina via
enzimatica se aplicé un disefio Draper-Lin el cual es un disefio compuesto reducido que

consiste en un factorial fraccionado, este disefio estudiara los efectos de los 4 factores en
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19 corridas, las cuales constan de 8 puntos factoriales, 8 puntos estrellas y 3 puntos
centrales. El disefio fue ejecutado en un solo bloque y los experimentos fueron
completamente aleatorios para brindar proteccién contra el efecto de variables ocultas 2.
El disefio experimental se resume en la tabla 2.

Tabla 2. Disefio experimental

NUm pH Temperatura (°C) | Tiempo (h) | Relacién E/S | Localizacion
1 10.0 70 8.0 0.10 Factorial
2 10.0 40 8.0 0.50 Factorial
3 10.0 70 4.0 0.10 Factorial
4 8.5 55 6.0 0.30 Central
5 11.0 55 6.0 0.30 Estrella
6 8.5 55 9.0 0.30 Estrella
7 10.0 40 4.0 0.50 Factorial
8 8.5 55 6.0 0.64 Estrella
9 7.0 40 8.0 0.10 Factorial

10 7.0 70 8.0 0.50 Factorial
11 8.5 55 6.0 0.30 Central

12 8.5 55 6.0 0.00 Estrella
13 8.5 30 6.0 0.30 Estrella
14 7.0 40 4.0 0.10 Factorial
15 8.5 80 6.0 0.30 Estrella
16 7.0 70 4.0 0.50 Factorial
17 8.5 55 6.0 0.30 Central

18 8.5 55 3.0 0.30 Estrella
19 6.0 55 6.0 0.30 Estrella

Obtenido el disefio experimental se procedié a su respectiva ejecucion, para esto se
prepararon soluciones tampén de fosfatos (Na,HPO,/NaH,PO,) 0,1M a el pH especifico
de trabajo, las cuales se ajustaban al pH requerido, si era el caso, con HCI al 1,0M y/o
con NaOH 1,0M. Para la extraccion de queratina via hidrolisis enzimatica, se tomo 10,0
g de las plumas de pollo y se adicion6 300,0 mL de la solucién tampdén en un
erlenmeyer de 500,0 mL, esta mezcla se agitd por un tiempo de 30 minutos,
posteriormente se llevaron al sistema de extraccion donde se completdé el volumen
hasta 500 mL, se ajusto la temperatura con la ayuda de un termémetro de Hg y el pH
con la ayuda de un pH-metro (Accumet Basic AB15) y se volvi6 a agitar a 500,0 durante

10 min para homogeneizar la mezcla. Terminado este tiempo se agregd el enzima en
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solucién del tampon de fosfato a la temperatura y pH requeridos, se mantuvo la
agitacion constante y se cronometré el tiempo establecido, pasado el tiempo de
extraccion, se desnaturalizé la enzima por ebullicién de la solucion durante 10,0 min e
inmediatamente se filtré al vacio; finalmente se determiné el porcentaje de extraccion de
la proteina por el método de Kjeldahl. El procedimiento descrito se resume en la figura
15.

Extraccion de
Queratina

Tomar 10,0 g de plumas y llevar Agregar 500 mL de tampdn fosfatos
a un erlenmeyer de 500 mL 0,1 M ((NazHPO«/NaH-FPO.)

Agitar por 30 min y pasar
al sistema de extraccion

Llevar la mezcla a la
temperatura y pH requeridos

Adicionar la enzima a el pH y
temperatura requeridos.

Terminado el tiempo de extraccidn
inactivar la enzima por calentamiento
hasta ebullicion durante 10 min.

Filtrar al vacio y determinar el
porcentaje de extraccion por Kjeldahl

Figura 15 Diagrama de Flujo, Extraccion de queratina.

El montaje general del sistema de extracciéon y el hidrolizado obtenido se muestran en la

figura 16.
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Figura 16. Montaje general del sistema de extraccion.

5.5CARACTERIZACION DE LA QUERATINA EXTRAIDA

El punto 6ptimo del disefio experimental se aplicd por triplicado para obtener el mayor
porcentaje extraccion, posteriormente la proteina en cuestién fue precipitada mediante
la aplicaciéon del punto isoeléctrico (pl) agregando HCI 1,0 M, y separada por
centrifugacién (HERMLE Z 326 K®) durante 45 min a -5 °C, finalmente se lavé con agua
hasta pH neutro. Extraida y precipitada la queratina, se procedi6 a caracterizar y
comparar la muestra de estudio contra un patron primario de queratina con pureza
mayor al 90% proporcionado por Sigma aldrich®. Para ello se utilizé FTIR-ATR
(NICOLET iS10-Thermo Scientific®), y espectrofotémetro Uv-Vis (Genesys 6-Thermo
Scientific®). Ademas, se realiz6 el andlisis termogravimétrico (TGA) (TGA Q50 V20 10
Build 36). El perfil de aminoacidos se hizo de acuerdo al método PICO-TAG de Waters
Corporation (AOAC 994.1210) y la digestibilidad in vitro de las proteinas siguiendo lo
establecido en la norma técnica colombiana NTC 719 y haciendo algunas

modificaciones de lo reportado por Miller et al 1997.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS
6.1 ANALISIS PROXIMAL

El analisis proximal se realizo siguiendo la guia del anexo 1. Los resultados obtenidos
experimentalmente se consignan en la tabla 3. Las ecuaciones usadas para dichas

determinaciones se presentan a continuacion:

Porcentaje de Humedad:

Wc'p+mh - ch+ms
Wmh

%H = x 100

Ecuacion 1. Porcentaje de Humedad (%H).

Donde:

Wcp+mh =peso de la caja de Petri mas muestra hUmeda en gramos
Wcp+ms=peso de la caja de Petri mas muestra seca en gramos
Wmh=peso de la muestra hUumeda en gramos

%H= Porcentaje de humedad

Porcentaje de cenizas:

% Ebs _ [wc+cenizas - Wc:} » 100

W Hr 2aoa

Ecuacién 2. Porcentaje de Cenizas en base seca (%Cbs).

Donde:

Wc = peso crisol vacio Wm seca =Peso muestra seca
Wc+cenizas = peso de las cenizas mas crisol

%Cbs = porcentaje de cenizas en base seca

Porcentaje Grasa:

(Whipesgr — Whinma)
% Gy, = - b+pe+grasa b+ma. x100

Wﬂi- FeC

Ecuacion 3. Porcentaje de grasa en base seca (%Gbs).

Dénde:

Wb+ma = peso del balén mas perlas de ebullicién

Wb+ma+grasa = peso del balébn més perlas de ebullicibn mas grasa
Wm seca = peso muestra seca

%Gbs = porcentaje de grasa en base seca
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Porcentaje de Proteina:

(M—B)xNx0,014
%N pral = P x100
g

Ecuacién 4. Porcentaje de nitrégeno en base seca (%Ntotal).

%Pps = 6,25 X %Nyorar

Ecuacién 5. Porcentaje de proteina en base seca (%Pbs).

Dénde:

M =volumen de HCI gastados para la titulacion de la muestra
B = volumen de HCI gastados para la titulacién del blanco

N = normalidad del HCI estandarizado

Pms = peso de la muestra seca

%Pbs = porcentaje de proteina en base seca

Porcentaje de Fibra cruda:

(wc+menestufa - Wc-]-cenizas )

% Fp, = x 100
s Wmds

Ecuacién 6. Porcentaje de fibra cruda en base seca (%Fbs).

Donde:

g Wc+m en estufa = peso del crisol+tela+ fibra
Wc+cenizas = peso del crisol mas cenizas
Wm ds =peso muestra desengrasada y seca
%Fbs = porcentaje de fibra en base seca.

Extracto libre no nitrogenado:

Ch ELNps = 100 — (%H + %y + %Gpe + %Py + %Fp)

Ecuacion 7. Porcentaje del extracto libre no nitrogenado en base seca (%ELNDbs).
Donde:

%ELNbs = porcentaje libre no nitrogenado en base seca.

Posteriormente se calcularon los promedios y las respectivas desviaciones estandar para
cada uno de los parametros medidos en el andlisis proximal, los resultados se consignan

en la tabla 3.
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Los datos obtenidos y los calculos realizados se pueden apreciar con mas detalle en el
anexo Al.

Tabla 3. Resultados experimentales para el analisis proximal = desviacion estandar, andlisis por
triplicado.

Analisis Muestra de Plumas
%Humedad 5,7142+0,4971
%Cenizas 3,3942+0,6063
%Grasa 2,6562+0,3330
%Proteina’ 86,4250+0,7141
%Fibra 0,4169+0,0808
%ELN 1,3924 +0,6320

*Factor 6,25

El andlisis proximal realizado fue una herramienta utilizada para establecer la composicién
de la materia prima en cuestion, determinar algunas de sus propiedades fisicoquimicas y a
partir de los resultados obtenidos facilitar, de cierta manera, algunos de los parametros de
extraccibn como por ejemplo la relacion enzima/sustrato que es dependiente del
porcentaje de proteina.

Como era de esperarse, las plumas de pollo presentaron un elevado contenido de
nitrégeno, el cual era el de real interés para este estudio, ademas de que esta
caracteristica les confiere a las plumas gran aplicabilidad en diferentes industrias. En
cuanto al contenido de humedad se puede decir que es relativamente bajo, sin embargo,
se debe eliminar para realizar el proceso de extraccion; esto basicamente porque el
material pesado debe estar completamente libre de agua para que la relacion E/S no se
vea afectada. Un parametro de importancia en el andlisis proximal es el porcentaje de
grasa, ya que esta puede afectar posiblemente la extraccién de la queratina por parte de
la enzima, sin embargo y como se vera mas adelante (subcapitulo 6.5), no se presentaron
diferencias significativas cuando el proceso se realizé con la pluma desengrasada y sin
desengrasar, esto se podria atribuir a las caracteristicas de la enzima de trabajo. Algo que
es mucho mas importante es que nos estaria ahorrando el paso de desengrasado de la
materia prima lo cual es muy beneficioso para la extraccion ya que posiblemente por las
caracteristicas de la enzima y su interaccion con el sustrato el proceso en general estaria
ahorrando tiempo, reactivos y gasto energético. Por otro lado, de la tabla 3 se observa que
tanto los contenidos de cenizas como de fibra y extracto libre de nitrégeno presentan
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valores bajos si se los compara con el contenido de proteina de la muestra, estos valores
se pueden atribuir posiblemente a la funcion de las plumas en el animal la cual es brindar
proteccion térmica debido a su capacidad de retenciéon de calor y ademas por su
propiedad fisica de ser insoluble en agua permite que el animal posea una baja humedad
relativa. En resumen, el analisis proximal realizado a las plumas de pollo confirmo el gran
contenido de proteina y por lo tanto la alta funcionalidad que los derivados de estas
pueden tener en diferentes usos de tipo industrial, ademas de brindar informacién que

sera tenida en cuenta a la hora de realizar la extraccidon via enziméatica de la queratina.

6.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Los resultados obtenidos se consignaron en la tabla A2.1 del anexo A2. Se graficé la
curva de calibracion a partir de dicha tabla y se obtuvo la ecuacion de la recta por el
método de minimos cuadrados en donde la constate de Pearson generd una linealidad

aceptable, R?= 0,9922, tal y como se muestra a continuacion.

Actividad enzimatica

1,6000

1,4000 y =1,3387x + 0,0406 _ E==0—
1,2000 R?=0,9922 =
1,0000
wv
20,8000 e
0,6000 o
0,4000 o
0,2000 ‘
0,0000
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000 1,2000
umol Tyr

Figura 17. Curva de calibracién de Tirosina (Tyr) por minimos cuadrados, las barras indican la

desviacion estandar.

Siguiendo la metodologia descrita en el anexo 2, se determind los pmol de Tyr libres
después de la hidrolisis de la solucién patron de caseina (1,1 mM), a una temperatura de
37,0 °C, un pH de 7,5 unidades, presion atmosférica y un tiempo de hidrolisis de 10,0
minutos. A partir de la ecuacion de la curva de calibracion, las ecuaciones 8, 9y 10 y la
tabla A2.1 se determiné la actividad enzimatica en Unidades por miligramo de enzima, que

se refiere a la cantidad de micro moles de equivalente de tirosina liberados de la caseina
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por minuto debido a la hidrolisis efectuada por la enzima. Los resultados se consignan en
la tabla 4.

M-ﬁﬁﬂﬂm Pi — Aﬁﬁﬂnm Pi AEEU nm Phignco

Ecuacién 8. Cambio en la absorbancia en la muestra de ensayo, diferencia entre la absorbancia
de la muestra de ensayo y la absorbancia del blanco de muestras.

Dénde: AA660nm Pi es el Cambio de absorbancia en las muestras de ensayo
A660nm Pi son las absorbancias de las muestras de ensayo
A660nm Pblanco es la absorbancia del blanco de prueba

Con el valor de AA660nm Piy la ecuacion de la curva de calibracion, se calcul6 el valor de
micromoles de Tyr liberados durante la hidrolisis enzimatica. Para obtener la actividad de

la enzima en unidades por mL, se utilizé la ecuacién 9.

equivalenters de Tyr liberades (umel) x Volumen total dsl enseye (mL
Actividad {ufmL) = 4 yr (umol) yo (ml)

Tiempo del enye (min) x Volumen del enzime (ml) x Volumen usado en la celde UV Vis (L)

Ecuacion 9. Ecuacion para la determinacion de la Actividad enzimatica en U/mL.

Donde:

equivalentes de Tyr en pmol corresponde al calculado con AA660nm Piy La curva de
calibracion

Volumen total del ensayo es igual a 11,0 mL

Tiempo de ensayo corresponde a 10,0 min

Volumen de enzima corresponde a 1,0 mL

Volumen usado en la celda UV/Vis corresponde a 2,0 mL

La relacion entre los micro moles con minutos es igual a unidades de actividad.
La Actividad enzimatica en unidades de U/mg se puede obtener con el siguiente factor de
conversion:

Actividad (I fmL)

Actividad (U =
ctividad (U/mg) concentracion del enzima en mg/mlL

Ecuacién 10. Factor de conversion, actividad enzimética en unidades por mg de enzima.

Tabla 4. Resultados experimentales para la Actividad enzimatica

Test umol Tyr Actividad Actividad Pror/nedlo
libres (U/mL) (U/mg) (Uimg)
1 0,0100 +0,0006 |0,0050+0,0006 | 0,2500+0,0006
2 0,0384 +0,006 |0,0211+0,0006| 1,0550+0,0006 0,6017
3 0,0182 +0,0000 |0,0100+0,0000| 0,5000+0,0000
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En condiciones de temperatura de 37,0°C, pH de 7,5 unidades, presion atmosférica, 10,0
min de tiempo de hidrolisis y una solucion de 1,15 mM de caseina se observé que la
enzima Novo Pro-D® posee una actividad enzimatica promedio de 0,6017U/mg lo cual da
un indicio de su cantidad de sitios activos. Si se tiene en cuenta que esta enzima en
realidad no es una sola, sino que se trata de un complejo enzimatico el cual consta de
diferentes tipos de proteasas las cuales generan diferentes ataques y cortes en el sustrato
(ver pag. 29) la actividad encontrada es aceptable, ademas si se compara este valor
promedio con el reportado por Correa, L en su trabajo de maestria ®*. En el cual se realizé
una caracterizacién de la enzima Novo Pro-D®y se obtuvo un valor de actividad de 0,50
U/mg, se aprecia que son valores similares teniendo en cuenta que en ese estudio se
realizé la determinacién con un sustrato de Azocaseina a una temperatura de 25°C y un
pH de 8 unidades.

La actividad de la enzima de trabajo también sugiere que esta enzima es de una elevada
pureza y que su eficiencia en el proceso de extraccion de proteina (queratina) de las
plumas de pollo va a ser adecuada, ademas de gque con este dato se hace una idea inicial
de la cantidad de enzima que se debe utilizar por cantidad de sustrato ya que si por
ejemplo la actividad hubiese sido baja se deberia pensar en utilizar una mayor cantidad de

enzima por cantidad de sustrato.

6.3PERFIL DE AMINOACIDOS Y DIGESTIBILIDAD

La determinacion del contenido de aminoacidos se realizO a través del laboratorio
certificado QUANTAR S.A.S Cali-Colombia con la metodologia Waters Pico Tag
estandarizada, de acuerdo al método PICO-TAG de Waters Corporation (1995), trabajada
por Restrepo et al 2011 y lo establecido por la AOAC 994.1210, mediante la técnica de
Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con columna en fase reversa. Mientras
que la digestibilidad in vitro se realizd siguiendo lo establecido en la norma técnica
colombiana NTC 719 y haciendo algunas modificaciones de lo reportado por Miller et al
1997. El procedimiento de los andlisis se consigna en el anexo A3. Los resultados se

resumen en la tabla 5.
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Tabla 5. Perfil de aminoacidos y digestibilidad in vitro para la muestra de estudio e hidrolizado.

Aminoacido | Pluma (%) Hidrolizado (%)
Aspartico 13,7 13,8
Serina 5,7 5,9
Glutamico 6,5 6,3
Glicina 2,4 2,5
Histidina 2,7 2,7
Arginina 1.8 1,8
Treonina 9,9 10,1
Alanina 4.4 42
Prolina 9,8 10,0
Cisteina 4,6 4.8
Tirosina 2,3 2,3
Valina 6,6 6,4
Metionina 0,8 0,8
Lisina 4,3 4.4
Isoleucina 1,4 1,4
Leucina 5,5 5,6
Fenilalanina 9,6 9,6
Triptéfano 5,8 5,9
Total 97,8 98,6

Digestibilidad 4,3+0,8 81,5+0,4

De la tabla 5 se observa que, en cuanto al contenido de aminoéacidos presentes, tanto en
la muestra de pluma de pollo inicial como en el hidrolizado final, no hay cambios
significativos; esto es un indicativo de que la calidad de la proteina extraida mediante
hidrolisis enzimatica no se ve afectada por dicho proceso. Por otra parte, se aprecia que el
acido aspartico esta en mayor proporcion respecto a los demas aminoacidos y que la
metionina presenta los valores mas bajos. Segun la literatura, y como se vio anteriormente
(seccion 4.5) la enzima trabajada no presenta un mecanismo totalmente conocido,
entonces, posiblemente se pudieron presentar cortes por aminoacidos por los que no se
esperaba. Sin embrago esto no es de gran importancia ya que en el recuento final los
porcentajes de aminoacidos fueron similares. En cuanto a los resultados de digestibilidad
de las dos muestras en cuestion, es evidente que mediante la hidrolisis via enzimatica se
logr6 aumentar este valor. Los resultados obtenidos de digestibilidad evidencian que el

hidrolizado obtenido presenta un valor nutricional proteico considerable respecto a la
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materia prima de partida y que puede ser una alternativa para el aprovechamiento de las
plumas de pollo como una fuente de alimentacion animal, lo que le daria un valor

agregado a este subproducto de la industria avicola.

6.4 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE QUERATINA

El porcentaje de extraccion de la proteina de estudio, para la hidrolisis enzimatica, se

determiné mediante el método de Kjeldahl (ver anexo 4) y las ecuaciones 11y 12.

M—-—(B+V xNx0,014
[ { H-:’.'Egﬂz)] »100

N .. =
-"E' ExtL Pms

Ecuacién 11. Porcentaje de nitrégeno extraido (%oNext).

%Pext=6,25 x Ntotal
Ecuacién 12. Porcentaje de proteina extraida (%Pext).

Donde:

M = volumen de HCI gastados para la titulacion del extracto

B = volumen de HCI gastados para la titulacion del blanco

VHCI ezn = volumen de HCI gastado para la titulacion del enzima
N = normalidad del HCI estandarizado

Pms = peso de la muestra

%Next =Porcentaje de nitrdgeno extraido

%Pext =porcentaje de proteina extraida en base seca

Cabe aclarar que se realizé la titulacion de la enzima de estudio por triplicado ya que, en
todos los 19 experimentos, aunque esta fue desactivada por calentamiento, a la hora de
realizar la determinacion de proteina va a aportar nitrogeno. El volumen promedio
obtenido fue de 3,57 mL y los resultados presentados de porcentaje de proteina tienen en
cuenta dicho volumen.

El porcentaje de extraccion (Ecuacion 13) se determiné teniendo en cuenta el porcentaje
de proteina presente en las muestras, este valor se encontr6 mediante el analisis

proximal.

% Pox:

%E = x100

08

Ecuacion 13. Porcentaje de extraccion (%E).
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Donde:

Pext = porcentaje de extraccion obtenido en cada ejecucién del disefio experimental

%Pi = porcentaje de proteina en la muestra de estudio que es igual a 86,4250%.

Los datos obtenidos experimentalmente y los calculos realizados se pueden apreciar con
detalle en el anexo A4.

Obtenidos los valores experimentales se realizo el analisis estadistico necesario para el
disefio experimental, las tabla 6 resumen los resultados experimentales para la hidrolisis

enzimatica con Novo Pro-D®

Tabla 6. Resumen del porcentaje de extraccién de queratina para la hidrolisis enzimatica.

NUm. pH Temperatura (°C) | Tiempo (h) E/S PE (%)
1 10.0 70 8.0 0.10 43.5
2 10.0 40 8.0 0.50 44.5
3 10.0 70 4.0 0.10 36.4
4 8.5 55 6.0 0.30 63.8
5 11.0 55 6.0 0.30 29.2
6 8.5 55 9.0 0.30 66.9
7 10.0 40 4.0 0.50 49.6
8 8.5 55 6.0 0.64 72.0
9 7.0 40 8.0 0.10 35.3
10 7.0 70 8.0 0.50 42.5
11 8.5 55 6.0 0.30 61.8
12 8.5 55 6.0 0.00 14.3
13 8.5 30 6.0 0.30 50.6
14 7.0 40 4.0 0.10 32.3
15 8.5 80 6.0 0.30 28.2
16 7.0 70 4.0 0.50 37.4
17 8.5 55 6.0 0.30 64.9
18 8.5 55 3.0 0.30 48.6
19 6.0 55 6.0 0.30 33.3

Una vez realizados los 19 experimentos y determinados sus correspondientes porcentajes
de extraccion se procedid a realizar el andlisis estadistico de los datos con ayuda del
programa Statgraphics Centurion XVII® y también a determinar los valores éptimos de las
variables de estudio con el fin de lograr la optimizacion del proceso extractivo. Para esto,

se aplico el gréafico de distribucion normal para los resultados obtenidos de porcentaje de
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extraccion (%E) en el disefio experimental, de esta manera se verificé si los resultados
provienen de una distribucion normal. Ademas, se determing tanto el sesgo estandarizado
como la curtosis estandarizada.

Grafica de Probabilidad Normal para PE

99,9

porcentaje
a1
o

071 - 1 1 1 1 —
-7 -4 -1 2 5 8
Efectos estandarizados

Figura 18. Gréfico de probabilidad Normal para el disefio experimental

Tabla 7. Resumen Estadistico para Porcentaje de extraccion Disefio experimental
Recuento 19
Promedio 45.0053
Desviacion Estandar 15.4792
Coeficiente de Variacion 34.3942%
Minimo 14.3
Maximo 72.0
Rango 57.7
Sesgo Estandarizado 0.191488
Curtosis Estandarizada -0.512721

Para poder aplicar o no la estadistica paramétrica, es necesario evaluar la normalidad
de los resultados obtenidos, para ello se aplicdé un grafico de probabilidad normal, este
grafico se puede apreciar en la figura 18. Como condicidon es necesario que los datos
evaluados, estén distribuidos alrededor de la curva, si los datos siguen esta tendencia
se concluye que el porcentaje de extraccion proviene de una distribucion normal, en la
grafica mencionada se puede evidenciar que, en general, los datos siguen la tendencia
de la curva, lo cual concluye que con un p=0,05%, 0, en otras palabras, con un 95% de
confianza, los datos (%E) provienen de una distribucion normal. Para tener mayor

seguridad sobre la conclusion, se determiné los valores del sesgo estandarizado y la
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curtosis estandarizada, los resultados se consignan en la tabla 7. Esta tabla muestra los
estadisticos para Porcentaje de extraccion (%E). Incluyendo medidas Promedio,
desviacion estandar relativa y coeficiente de variacion. De particular interés aqui son el
sesgo estandarizado y la curtosis estandarizada, las cuales pueden utilizarse para
determinar si la muestra proviene de una distribucion normal. Valores de estos
estadisticos fuera del rango de -2 a +2 indican desviaciones significativas de la
normalidad, lo que tenderia a invalidar cualquier prueba estadistica con referencia a la
desviacion estandar. En este caso, tanto los valores del sesgo estandarizado (0,19)
como de curtosis estandarizada (-0,51) se encuentran dentro del rango esperado para

datos provenientes una distribucién normal.

Continuando con el analisis estadistico, se procedid a aplicar el analisis de varianza
(ANOVA) el cual se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 8. Andlisis de Varianza (ANOVA) para Porcentaje de extraccion en el disefio experimental

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Cuadrados

A: pH 8,40413 1 8,40413 0,24 0,6516
B: Temperatura 250,88 1 250,88 7,08 0,0563
C: Tiempo 122,35 1 122,35 3,46 0,1366
D:ES 1664,65 1 1664,65 47,01 0,0024
AA 1297,81 1 1297,81 36,65 0,0038
AB 634,893 1 634,893 17,93 0,0133
AC 4,65125 1 4,65125 0,13 0,7354
AD 136,667 1 136,667 3,86 0,1209
BB 652,199 1 652,199 18,42 0,0127
BC 25,5613 1 25,5613 0,72 0,4434
BD 68,0416 1 68,0416 1,92 0,2380
CcC 3,71109 1 3,71109 0,10 0,7624
CD 12,7512 1 12,7512 0,36 0,5808
DD 429,025 1 429,025 12,12 0,1823
Error total 141,643 4 35,4109

Total (corr.) 4312,89 18

La tabla ANOVA particiona la variabilidad del Porcentaje de extraccion en piezas
separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.

En este caso y como se puede observar en la tabla 8, cuatro efectos tienen una valor-P
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menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95.0%. Estos efectos son la relacion Enzima/sustrato, el pH, la temperatura

y la combinacién entre pH y temperatura.

También se obtuvo el diagrama de Pareto, que describe el andlisis de varianza (ANOVA),
la influencia de los factores y sus relaciones sobre el porcentaje de extraccion.

Diagrama de Pareto Estandarizada para PE

D:ES

AA

BB

AB

DD
B:Temperatura
AD
C:Tiempo
BD

BC

CD

A:pH

AC

CcC

2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para el porcentaje de extraccion en el disefio

experimental.

-y

Complementando la informacion que brinda la prueba ANOVA (Tabla 8), la figura 19
muestra el diagrama de Pareto, que describe el analisis de varianza y la influencia de
los factores y sus relaciones sobre el porcentaje de extraccion. El orden de importancia
sobre procesos se muestra en orden descendente. En este caso, la relacion E/S y la
interaccién entre las variables independientes pH y temperatura sobrepasan la linea
vertical, indicando de esta manera que estos dos efectos o factores independientes
aportan significativamente a maximizar el porcentaje de extraccion (barras grises) con
un nivel de confianza del 95%. Las variables de pH y temperatura por separado afectan
el porcentaje de extraccion de forma negativa (barras azules). Las interacciones AD,
BD, CD, AC Y CC también afectan al porcentaje de extraccion, pero no lo hacen de
forma significativa. Finalmente, la interaccibon CD también aporta a maximizar el
porcentaje de extraccion, pero no es significativo.

En resumen, para el proceso de extraccion via enzimatica la relacion E/S y la

interaccion entre el pH y la temperatura contribuyen positivamente para la optimizacion
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mientras que el pH y la temperatura por separado lo hacen de forma negativa. El tiempo
no es un factor de importancia para el proceso en cuestion.

También se realiz6 un analisis independiente cualitativo de los factores de estudio sobre el
factor de respuesta, este se muestra en las grafica de efectos principales y describe los
efectos principales sobre el porcentaje de extraccion.

Gréfica de Efectos Principales para PE

78 — —
68 - _
E - __ /\ /\ / __
48 [ .
3g ]
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Figura 20. Grafica de efectos principales para el disefio experimental

En la grafica de efectos principales se observa cualitativamente como se ve afectada la
variable de respuesta. La grafica de pH muestra que existe un punto intermedio en él
cual el porcentaje de extraccion es maximo y que a valores de pH muy altos o muy
bajos la eficiencia de extraccion disminuye. En cuanto a la temperatura se observa que
el mayor PE se obtiene con temperaturas bajas y que a medida que se aumenta se
pierde eficiencia, estos aportes negativos se deben a la desnaturalizacién de la enzima,
la cual implica la pérdida de su estructura cuaternaria, que se traduce en la pérdida de
su actividad bioquimica. En cuanto a el tiempo y la relacion E/S, a medida que se
aumenta estas dos variables el PE aumenta, se podria pensar que es necesario realizar
la optimizacion a tiempos mas largos y mayor cantidad de enzima, pero se realizaron
dos experimentos adicionales a estas condiciones y se obtuvieron los siguientes

resultados.
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Tabla 9. Valores para experimentos adicionales con tiempo y relacion E/S altos.

NUm. pH Temperatura (°C) Tiempo (h) E/S PE (%)
1 8.5 55 12.0 0,3 69.47
2 8.5 55 9 0,3 66.90
3 8.5 55 6.0 1,0 80,35
4 8.5 55 6.0 0.64 72.00

De la tabla 9 si se compara los datos 1 y 2 se concluye que aun aumentando el tiempo
3 horas, manteniendo las otras variables constantes el porcentaje de extraccion no
aumenta de manera significativa por lo que alargar el proceso de extraccidbn no es
recomendable y no presentaria ninguin beneficio. Comparando los datos 3 y 4 se
observa que al aumentar la relacién E/S el porcentaje de extraccién aumenta de 72.00 a
80.35% lo cual, puede ser significativo, pero como se piensa en términos industriales,
aumentar la cantidad de enzima significa un costo de produccién mas elevado y esto en

términos econdmicos no es viable.

Finalmente, se evalué tanto la superficie de respuestas como el contorno de la respuesta
estimada teniendo en cuenta los resultados experimentales. Statgraphics Centurion XVII®
grafica la superficie como los contornos tomando en cuenta el promedio de los valores
gue no se representan en las graficas.
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Figura 21. Superficie de respuesta del porcentaje de extraccion para el disefio experimental, pH
vs tiempo.

En la figura 21 se evidencia la interaccion entre el pH y el tiempo, mostrando que valores
bajos de pH y relativamente altos de tiempo muestran el mejor porcentaje de extraccion

(superficie de repuesta).

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 22. Superficie de respuesta del porcentaje de extraccion para el disefio experimental, pH
vs tiempo.

De la grafica 22 se puede apreciar que a un pH aproximado de 6 unidades y un tiempo de
7 horas el diagrama de contornos sugiere que con estos valores se obtiene un porcentaje

de extraccion entre en 68 y el 80%.

6.5 EFECTO DE LA GRASA SOBRE LA HIDROLISIS

Como se mencioné anteriormente en la subseccion del andlisis proximal de las plumas de
pollo, el porcentaje de grasa es un factor a tener en cuenta a la hora de realizar la

extraccion. En la tabla 10 se presenta una comparaciéon de un analisis por triplicado

realizado a muestras de plumas desengrasadas por el método de Soxhlet (datos 1,2 y3) y
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los resultados de los 3 puntos centrales del disefio experimental los cuales se realizaron
sin el desengrasado de las muestras (datos 4,5y 6).

Tabla 10. Comparacién de PE de muestras desengrasadas y sin desengrasar

NUm. pH T (°C) | Tiempo (h) | E/S |PE (%)| Promedio

Desengrasadas 8.5 55 6.0 0.3 | 69.7
8.5 55 6.0 0.3 | 70.6 |71.267+1.98

8.5 55 6.0 0.3 | 73.5

No desengrasadas 8.5 55 6.0 0.3 | 64.9
8.5 55 6.0 0.3 | 63.8 |63.500+1.57

8.5 55 6.0 0.3 | 61.8

Segun los resultados presentados en la tabla 10 los valores promedios de los dos
triplicados no presentan una gran diferencia significativa. Si se piensa en términos
industriales es mas conveniente trabajar con las muestras sin desengrasar, aunque el
porcentaje de extraccion sea relativamente menor que si se realiza dicho desengrasado
ya que se esta omitiendo del proceso general un paso que requiere de un tiempo

considerable ademas del uso de reactivos y un gasto energético.

Para finalizar con esta seccion se realiza la parte de optimizacion del proceso extractivo.
En la tabla 6 se muestra que el experimento niumero 8 del disefio se obtuvo el mejor
porcentaje de extraccion, aproximadamente el 72%, el programa estadistico, gracias al
modelo matematico establecido en su algoritmo, ofrecio valores éptimos para los factores
independientes, en donde se alcanza un porcentaje de extraccion del 108,087%

aproximadamente, lo anterior se resumen en la tabla 11.

Tabla 11. Valores 6ptimos para los factores independientes para el disefio experimental
Factor Bajo Alto Optimo
pH 5,97731 11,0227 5,99882
Temperatura 29,7731 80,2269 30,2817
Tiempo 2,63641 9,36359 7,99889
E/S -0,0363586 0,636359 0,636359

Para corroborar el valor predicho se corrié los valores Optimos por triplicado. Los
factores independientes experimentales se aproximaron. Los resultados experimentales

se resumen en la tabla 12.

Tabla 12. Valores 6ptimos establecidos y experimentales para el disefio experimental
| Factor | Establecimiento | Experimental |
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pH 5,99882 6,0000
Temperatura (°C) 30,2817 30,000
Tiempo (h) 7,99889 8,0000
Relacion E/S 0,636359 0,6400
Tabla 13. Resultados experimentales dé %E, para la prediccion en el disefio experimental.

Prediccion 108,87%

_ 1 93.348

Experimental 2 94.291

3 90.639

Promedio 92.759

Desviacion estandar 1.896

De la tabla 13 se observa que los valores experimentales obtenidos son aceptables y que
segun estos resultados se puede concluir que se logro optimizar el proceso de extraccion

de queratina a partir de plumas de pollo mediante una hidrolisis enziméatica.

6.6 CARACTERIZACION DE LA QUERATINA EXTRAIDA

Se determiné el punto isoeléctrico de la queratina de las plumas mediante la adicion de
HCI al 10%, la medida del pH se realizé con ayuda del pH metro (Accumet Basic AB15),
antes de su uso se calibré con solucion estandares de pH 7,0 y 4,0 unidades. Las
medidas se realizaron por triplicado, el punto isoeléctrico (pl) fue 4,1500+0000. La
gueratina se centrifugd, se lavo con agua y etanol y se secé durante 12 horas a una
temperatura de 50,0 °C y se caracterizO mediante FTIR y Uv-Vis. En la figura 23 se
aprecia la queratina precipitada mediante el punto isoeléctrico (A) y su propiedad de
elasticidad (B).

A B

Figura 23. A) Queratina precipitada mediante el punto isoeléctrico y B) Propiedad elastica de la
gueratina precipitada.
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Posteriormente se les determind tanto los espectros infrarrojos como los ultravioleta.
Para la medida de los FTIR se utilizo el ATR. La figura 25 muestra los espectros
infrarrojos de la queratina precipitada de plumas de pollo (24.A) comparado con un

patron de queratina suministrado por Sigma Aldrich (24.B)
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Figura 24. Comparacion del espectro infrarrojo de la queratina obtenida por pl de las plumas de

pollo con un patrén de queratina.

En la figura 24 se observa que las bandas correspondientes a vibraciones tipo NH
ubicadas en 3000 cm™ y 1570 cm™ aproximadamente se replican tanto en el patrén de
queratina como en la queratina obtenida por precipitacion, de igual manera las
vibraciones CHj;, CH,, C=0, C-Hj, C-H, y C-S ubicadas aproximadamente en 2800,
2500, 1600, 1400, 1200 y 700 cm™ respectivamente. La banda ubicada en 1100 cm™
aproximadamente, segun una revision bibliografica sugiere que dicha vibracion
corresponde posiblemente a un alargamiento C-O, o un alargamiento S=0O. Segun lo
anterior el espectro de la queratina precipitada por pl proveniente de las plumas de

pollo, es semejante al espectro del patron de queratina patrén.

Continuando con la caracterizacion, en la figura 25 se puede apreciar el espectro de
absorcion Uv- Vis de la muestra de queratina precipitada proveniente de plumas de
pollo comparado con el patrén de queratina utilizado, como se evidencia a una longitud
de onda de aproximadamente 210 nm se encuentra la mayor absorbancia, de esta
manera se evidencia una vez mas que la queratina obtenida por hidrolisis enzimética

presenta similitud con el patrén de referencia.
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Figura 25. Espectros Uv-Vis de soluciones del patron de queratina y queratina de plumas de

pollo.

Para finalizar se realizé el analisis termogravimétrico (TGA), en la figura 26 se muestra el
termograma obtenido para la queratina precipitada por punto isoeléctrico.
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Figura 26. Termograma de la queratina precipitada por PlI.
55



Este tipo de andlisis registra de manera continua la pérdida o ganancia de peso de la
muestra en funcion de la variacion de temperatura o bien en funcion del tiempo a
temperatura constante. Segun esto, la queratina obtenida no presenta una pérdida
considerable de peso o degradacion hasta aproximadamente los 200 °C, punto en el cual
aun posee mas del 90% de su peso inicial. Esta caracteristica de la queratina puede
aprovecharse para utilizarla como un posible material de refuerzo en la fabricacion de
polimeros industriales, tales como: los polietilenos y los polipropilenos, en la produccion
de pasta de papel o cartdon y la fabricacion de biomateriales o materiales biomédicos,
entre otros. Dandole, al igual que como se comentdé con la digestibilidad, un valor

agregado a un residuo muy poco utilizado como lo son las plumas de pollo.

7 CONCLUSIONES

Se logré optimizar el proceso de extraccidon de queratina de una muestra de pluma de
pollos mediante hidrolisis enzimatica utilizando la enzima Novo Pro-D® obteniendo valores
Optimos de trabajo de pH: 6.0, T: 30°C, Tiempo: 8 h y relacion E/S: 0.64.

El programa de superficie de respuesta utilizado para optimizar las variables de trabajo
(pH, Temperatura, tiempo y relacion E/S) en el proceso extractivo fue eficiente y se logro

obtener un porcentaje promedio de extraccion de 92,759%.

Las plumas de pollo poseen un gran potencial para su reutilizacién, pues, si se
aprovechan de manera adecuada, su alto contenido de queratina hace que se genere un
valor agregado, como por ejemplo un posible uso como fuente alimenticia para animales

rica en proteinas, a lo que la industria alimenticia considera un residuo.

La queratina obtenida mediante hidrolisis enzimatica fue caracterizada y presentd similitud
con un patron de referencia en el espectro de FTIR y el espectro de absorcién de Uv-vis.

Ademas de que se le realizo el andlisis de amino&cidos y digestibilidad in vitro.
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El andlisis termogravimétrico sugiere que la queratina extraida con la enzima Novo Pro-D
presenta una adecuada resistencia a cambios de temperatura, esta caracteristica le

confiere que pueda ser utilizada en procesos de reforzamiento de algunos materiales.

Se demostr6 que trabajando con la enzima Novo Pro-D® no es necesario realizar el
desengrasado de las plumas de pollo, ya que los rendimientos de extraccién no varian
considerablemente y pensando desde un punto de vista industrial, se esta ahorrando

tiempo, reactivos y energia en la totalidad del proceso.

Mediante hidrolisis via enzimatica se logr6 mejorar notablemente la digestibilidad de
plumas de pollo, lo que sugiere que se puede aprovechar este subproducto de la industria
avicola como una posible fuente de nutricibn proteica animal, lo que le da un valor

agregado importante.

La eficiencia del proceso y la calidad de la queratina extraida se podrian mejorar
disminuyendo al maximo posible el tamafio de particula de la pluma, ya que de esta
manera se incrementa el area de contacto de la enzima, traduciéndose esto en una mejor
extraccion. Por otra parte también se puede mejorar dicha eficiencia mediante la

inmovilizacion de la enzima en cuestion.

Se logréo implementar una extraccion mas amigable con el medio ambiente que las
extracciones convencionales, las cuales usan solventes quimicos ya que la enzima
simplemente se inactiva irreversiblemente dejandola sin actividad bioquimica, por lo que
esta no tiene un impacto considerable en el ambiente y muestra una tendencia hacia la

quimica verde. Ademas de que este tipo de extraccion es relativamente simple y eficiente.
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ANEXOS

ANEXO 1: ANALSIS PROXIMAL

Los andlisis se realizaron por triplicado, se calcul6 cada factor con las ecuaciones
anteriormente mencionadas, el volumen del blanco para la determinacion de proteina fue

0,10 mL, el acido clorhidrico se estandarizé con, Na2COs seco, se utilizé como indicador

verde de bromocresol, la concentracion del acido estandarizado fue 0,0992 N

Tabla A1.0 Datos para la determinacion del porcentaje de Humedad (%H)

Muestra Wep+mh Wep+ms Wmn %H
98,3451 | 98,0672 5,0002 5,5578
Plumas 96,5249 | 96,2113 5,0001 6,2719
91,8521 | 91,5863 5,0001 5,3159
Tabla Al.1 Datos para la determinacion del porcentaje de Cenizas en base seca
(%Cbs)
Muestra We+cenizas We Whseca %Cos
37,3754 | 37,3723 0,1001 3,0969
Plumas 33,7516 | 33,7475 0,1002 4,0918
32,8753 | 32,8723 0,1002 2,9940

Tabla Al.2 Datos para la determinacion del porcentaje de grasa en base seca

(%Gbs)
Muestra Wh+pe+grasa Wh+ma Whseca %Cos
153,6529 | 153,3876 10,0002 2,6529
Plumas 156,2580 | 155,9589 10,0002 2,9909
162,3150 | 162,0825 10,0003 2,3249

Tabla A1.3 Datos para la determinacién del porcentaje de Proteina en base seca

(%Pes), factor 6,25.

Muestra mL HCI Pms %N %Pbos
29,9000 0,3002 13,8391 86,4944

Plumas 29,8000 0,3000 13,7086 85,6787
30,1000 0,3001 13,9363 87,1019

Tabla Al.4 Datos para la determinacion del porcentaje de Fibra en base seca (%Fbos)
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MU estra We+m en estufa We+cenizas W desengrasaday seca %Fbs
35.7651 35,7610 1,0002 0,4099
Plumas 37,7832 37,7798 1,0002 0,3399
37,8741 37,8690 1,0001 0,5010
Tabla Al1.3 Datos para la determinacion del porcentaje de extracto libre no nitrogenado
(%ELNbs)
Muestra %H %Cbs %Gobs %Pbos %Fbs %EL Nbs
5,5578 3,0969 2,6529 86,4944 0,4099 1,7881
Plumas 6,2719 4,0918 2,9909 85,6787 0.3399 0,6268
5,3159 2,9940 2,3249 87,1019 0,5010 1,7623
ANEXO 2: ACTIVIDAD ENZIMATICA.
Tabla A2.1. Curva de calibracién, las mediciones se realizaron por triplicado
umol Tyr [ Abs 1 | Abs2 | Abs 3 | Promedio Abs | Desv. STD
0,0550 | 0,0890 ([0,0850 | 0,0870 0.0870 0.0020
0,1010 | 0,1610 (0,1580 | 0,1560 0.1583 0.0025
0,2100 | 0,3010 (0,3150 | 0,2880 0.3013 0.0135
0,3200 | 0,4730 (0,4650 | 0,4770 0.4717 0.0061
0,4310 | 0,6920 (0,6880 | 0,5990 0.6597 0.0526
0,5000 | 0,7890 [0,7470 | 0,7040 0.7467 0.0425
0,8530 | 1,2540 (1,1870|1,27160 1.2375 0.0446
1,0750 | 1,4100 |1,3950 | 1,4200 1.4083 0.0126

*Absorbancia a 660nm (correspondiente a la diferencia entre el patrdn medido y el blanco de reactivos), ** Desviacion
estandar, n=3

Tabla A2.2. Absorbancia determinada a 660nm para la hidrolisis con Novo Pro-D®,
temperatura 37°C, pH 7,5 y tiempo de hidrolisis de 10 min, los analisis se realizaron por

triplicado.
Test Abs 1 | Abs?2 Abs 3 |AbsPromedio| pesv .STD
Test 1 0,0540 0,0550 0,0540 0,054 0,0006
Test 2 0,0910 0,0920 0,0920 0,092 0,0006
Test 3 0,0650 0,0650 0,0650 0,065 0,0000

*Absorbancia a 660nm (correspondiente a la diferencia entre el test y el blanco
de test), ** Desviacion estandar, n=3
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ANEXO 3: DETERMINACION DEL PERFIL DE AMINOACIDOS Y
DIGESTIVILIDAD PARA LAS MUESTRAS DE ESTUDIO

1. Determinacion del contenido de aminoéacidos

La determinacion del contenido de aminoacidos se realiza de acuerdo al método
PICO-TAG de Waters Corporation (1995), trabajada por Restrepo et al 2011 y lo
establecido por la AOAC 994.1210. La cuantificacion de aminoacidos se realiza
por Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con columna en fase reversa.
Debido a que el equipo de la Universidad del Cauca no cuenta con las
caracteristicas necesarias para la determinacion, se realiza en QUANTAR S.A.S
Cali-Colombia con la metodologia Waters Pico Tag estandarizada.

Tratamiento de muestra: la muestra debe ser hidrolizada con acido clorhidrico
6N, durante 24 horas, a 110°C, posteriormente el acido se evapora a sequedad.
La soluciébn de estandares de aminoacidos se prepara en HCI 0,1N a una
concentracion de 2,5 ppm. La curva de aminodcidos se prepara con
concentraciones de 4,2 ppm, 8,3 ppm, 12,5 ppm, 16,7 ppm y 20,8 ppm. Cada
corrida fue hacha por triplicado.

Etapas de secado y derivatizacién: Etapa 1. Proceso de resecado: la solucién
de resecado estd compuesta de etanol, agua Yy trietilamina en una relacion 2:2:1
respectivamente a 50 pL de la muestra y a las soluciones estandar de
aminoacidos se adiciona 10 pL de la solucién de resecado, posteriormente se
liofiliza a sequedad a -40°C durante 30 min hasta eliminacibn completa del
solvente. Etapa 2. Preparacion del reactivo derivatizante: Se prepara mezclando
etanol, agua, trietilamina y fenilisotiocianato (PITC; reactivo de Edman) en la
relacion 7:1:1:1 respectivamente. Etapa 3. Reaccion de derivatizacion: se
adicionan 20uL de reactivo derivatizante a la muestra obtenida en la etapa 1,
posteriormente se liofiliza durante 30 min con el propdsito de secar completamente
el fenilisotiocianato que no reacciono.

Preparacion de soluciones: Fases moviles y diluentes: Fase movil A: Mezcla de
acetato de sodio 0,150M (pH=6,4, se titula con acido acético glacial para llevar a
este pH) y acetonitrilo (16:1, v/v), posteriormente se agrega 5,2 yL de trietilamina.
Fase moévil B: Agua-acetonitrilo (0,6:1, v/v), previamente desgasificada en
ultrasonido durante 20 seg. Solucién diluente de la muestra: Solucién de fosfato
disodico (solucion de fosfato disodico 0,005N se lleva a pH=7,4 con acido
fosforico) y acetonitrilo (19:1, v/v).
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Inyeccidon de muestra: A la muestra obtenida en la etapa 3 se le adiciona 600 uL
de la solucion diluente Pico -Tag, se agita en vortex y se inyectan 5 pyL de la
muestra derivatizada. Los aminoacidos derivatizados son separados en una
columna C18 Waters Pico Tag (300x3, 9mm, 3um) fase reversa, a una velocidad
de flujo de 1,0 mL/min, se usa un gradiente multietapas simple de dos solventes,
temperatura constante de 38°C, la identificacion se realiz6 utilizando un detector
ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm.

2. Digestibilidad in vitro de proteinas.

La determinacion de la digestibilidad in vitro se realiza siguiendo lo establecido en
la norma técnica colombiana NTC 719 y haciendo algunas modificaciones de lo
reportado por Miller et al 1997. La simulacién de la digestibilidad in vitro de
proteinas se da en 2 etapas:

Etapa 1: Simulacidon de la digestiébn gastrica: Se pesan 0,5 g de la muestra,
posteriormente se agregan 25 mL de buffer fosfato 0,1 M a pH=6, se agita y
agregan 10mL de HCI 0,2 N, luego se ajusta a pH=2 con soluciéon de HCI 1N y
NaOH 1N. Posteriormente se agregan 25 mg de pepsina y 1mL de antibiético para
evitar el crecimiento bacteriano, seguido de una incubacién por 2h a 39°C con
agitacion constante en el equipo shaker que se observa en la figura A3.1.

Figura A3.1. Shaker, equipo con agitacién constante y control de temperatura.

Etapa 2: Simulacion de la digestion post-gastrica: Después de terminar el primer periodo
de incubacion se deja que las muestras se enfrien hasta temperatura ambiente. Se
agregan 10mL de buffer fosfato 0,2 M a pH=6,8. Luego se agregan 5 mL de NaOH 0,6M y
se ajusta el pH=6,8, con soluciones de HCI 1IN y NaOH 1N. Posteriormente se agregan
100mg de pancreatina y se deja incubando por un tiempo de 4 h. Terminado el tiempo de
incubacion se deja enfriar las muestras a temperatura ambiente y se agregan 5mL de
acido tricloroacético para precipitar las proteinas ligeramente solubles que han quedado
sin ser digeridas, por un tiempo de 30 min. Posteriormente se centrifuga y separa la
proteina residual que no fue digerida con un solvente organico, y se lleva a secar a 40°C
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por 12 h. Finalmente se determina el contenido proteico del residuo por el método
Kjeldahl. El célculo de digestibilidad se realiza mediante la ecuacion A4.1.

P, - P,

%D = x 100

1
Ecuacion A3.1. Calculo del porcentaje de digestibilidad in vitro de una proteina

ANEXO 4: OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE QUERATINA

El valor del porcentaje de proteina extraida se determiné mediante las ecuaciones 11 y
12. El valor del porcentaje de extraccion se determind mediante la ecuacion 13, teniendo

en cuenta que las plumas de pollo poseen un aporte de 87,4250% de Queratina.

Tabla A4.1. Observaciones del disefio experimental.

NO V Hcl Final Peso PN PNc PP PE

mL g % % % %
1 0.7 5.0017 1.9271 1.9726 | 12.3289 14.3
2 1.38 5.0022 3.8080 3.8979 | 24.3618 28.2
3 2.38 5.0009 6.5625 6.7174 | 41.9837 48.6
4 3.18 5.0011 8.7650 8.9718 | 56.0739 64.9
5 3.13 5.0065 8.6180 8.8214 | 55.1336 63.8
6 1.63 5.0023 4.4961 4.6022 | 28.7640 33.3
7 2.08 5.0005 5.7369 5.8723 | 36.7020 42.5
8 1.58 5.0002 4.3603 4.4632 | 27.8952 32.3
9 2.48 5.0061 6.8308 6.9920 | 43.6998 50.6
10 3.28 5.0053 9.0327 9.2459 | 57.7868 66.9
11 3.53 5.0024 9.7261 9.9557 | 62.2229 72.0
12 1.73 5.0008 4.7728 4.8855 | 30.5342 35.3
13 2.18 5.0036 6.0086 6.1504 | 38.4398 445
14 1.83 5.0002 5.0488 5.1679 | 32.2997 37.4
15 3.03 5.0013 8.3516 8.5487 | 53.4295 61.8
16 2.43 5.0009 6.7002 6.8583 | 42.8644 49.6
17 1.43 5.0014 3.9463 4.0394 | 25.2464 29.2
18 1.78 5.0007 4.9106 5.0265 | 31.4156 36.4
19 2.13 5.0035 5.8711 6.0096 | 37.5603 43.5

Donde:

V weirina = VOlumen de cada muestra menos el blanco y el volumen de la enzima por separado.
PN = Porcentaje de nitrégeno

PNc = Porcentaje de nitrégeno corregido con el patron de glicina
PP = porcentaje de proteina PE = porcentaje de extraccion
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ANEXOS: PROTOCOLOS

ANEXO 1: GUIA DE LABORATORIO EL ANALISIS PROXIMAL.

o FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES EXACTAS Y DE
Ay LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
GRUPO DE INVESTIGACION: QUIMICA DE PRODUCTOS
= NATURALES
N oot (QPN)

i Eisio B CEEs — -
o Procedimiento de Laboratorio

Analisis proximal
UNIVERSIDAD
DEL CAUCA

1. FUNDAMENTO TEORICO

El analisis proximal posee etapas bien definidas que permiten determinar la
composicién quimica de diferentes muestras. Las determinaciones que se realizan mas
frecuentemente incluyen la determinacion de humedad, cenizas, extracto etéreo (grasa
cruda), proteina total, fibra y carbohidratos totales. Asi mismo, dependiendo del objetivo
del andlisis, resultan importantes las determinaciones relacionadas con la
caracterizacion de algun grupo de nutrientes en particular, en este caso proteina. La
informacion generada por un analisis proximal es critica para el entendimiento de los
factores que determinan las propiedades de las muestras.

Las propiedades particulares de una muestra se pueden evaluar por un ndamero
considerable de técnicas analiticas, debido a la gran variedad es necesario utilizar la
técnica mas apropiada, nuestro estudio con llevo un andlisis proximal, basado en
métodos Fisicos y Quimicos de la AOAC, los cuales se modificaron en algunos
aspectos.

La determinacion de la humedad por el método de pérdida de peso se basa en la reduccion
de peso que experimenta la muestra de estudio cuando se elimina agua por calentamiento,
bajo condiciones normalizadas de presion, temperatura y tiempo. Las cenizas en las
muestras estan constituidas por el residuo inorganico que queda después de que la materia
organica se ha oxidado totalmente. Las cenizas obtenidas no tienen necesariamente la
misma composicion que la materia mineral presente en la muestra original, ya que pueden
existir pérdidas por volatilizacion o alguna interaccidbn entre los constituyentes. La
determinacion de extracto etéreo o grasa bruta se fundamenta en la separacion de un
componente de la matriz utilizando la diferencia de solubilidad, para evitar inconvenientes
por la humedad de la muestra, esta debe ser sometida a un procedimiento previo de secado
en una estufa, para extraer la mayor cantidad de agua posible. La grasa de la muestra seca
se extrae mediante su solubilidad con un solvente organico. La determinacion de nitrégeno
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presente en la muestra se basa en el hidrolisis de la proteina que aminocidos como
mondmero, hay dos maneras principales para la cuantificacion de proteinas, estas se
clasifican en dos grupos los métodos directos y los indirectos. Los métodos directos se
basan en estimar la cantidad de proteina a partir del contenido de uno o dos aminoacidos
particulares faciles de identificar por su reactividad quimica especifica, los métodos
indirectos se basan en estimar la cantidad de proteina a partir de nitrdgeno contenido en la
muestra, el método directo genera resultado de proteina pura y el método indirecto genera
resultados de proteina bruta debido a que los grupos sustituyentes de un aminoacido
pueden contener nitrégeno. Este andlisis se basa en un método indirecto, el método de
Kjeldhal, este método consiste en la digestién acida de la proteina y de mas compuestos
organicos presentes en la muestra generando la oxidacion de los compuestos carbonados
hasta CO2 y generacion de amonio NH4", el cual con la ayuda de NaOH es posible
convertirlo en amonico el cual es cuantificado mediante una titulacion con HCI. La fibra bruta
constituye un indice de las sustancias presentes en las muestras, esta esta constituida
principalmente por celulosa, lignina y pentosanas, suberinas, cutina, alginatos. El extracto
nitrogenado se agrupa como mono Yy disacéridos, la parte soluble de la celulosa, pentosanas
y ligninas, las hemicelulosas, ya determinados todos los factores enunciados el extracto
libre.

2. OBJETIVOS

2.1 Determinar cada uno de los parametros que se exigen en un analisis proximal.

3. MATERIALES

MATERIALES CANTIDAD
Cajas de Petri
Epatala
Pinza para crisol

Crisol de porcelana con su tapa
Vidrio reloj
Equipo de extraccion Soxhlet
Balon de 250 mL

Vasos de precipitados de 100 mL

Erlenmeyer de 250 mL
Pinzas con nueces
Equipo de destilacion fraccionada
Erlenmeyer de 300 mL
Pipeta de 10 mL

Bureta de 25 mL
Probeta de 100 mL
Pinzas para bureta

Condensador para reflujo con mangueras
Varilla de vidrio

RPN NP WD DWW WIN O PN W
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Equipo de filtracion 3
Balones fondo plano 250 mL 6
4. REACTIVOS
REACTIVOS CANTIDAD
Eter etilico anhidro 100 mL
K2S0O4-catalizador* 5009
Indicador de Tashiro** 2 mL
Acido borico al 4 % 600 mL
HCI 0,1 N estandarizado*** 100 mL
H2S04 0,255N 300mL
NaOH 0,313 N 300 mL
Etanol 100 mL
H2S04 concentrado 60 mL
Agua destilada --
Iso-Octano 1L
Na2CO3 seco grado analitico 10g
NaOH 32% comercial 1L
Na2CO3 al 20% comercial 3L
azul de bromotimol 100 mg

*10 g K2S04, 0,3 g de TiO2, 0,3 de CuS0O4.5H20

**Mezclar 25 mL de solucion alcohélica de azul de metileno al 0,05% y 25 mL de

solucion al 0,1 % de rojo de metilo (0,2 g de rojo de metilo y 0,1 g azul de metileno en

100 mL de etanol)

*** Para la estandarizacion pese 0,1 g de Na2CO3, secado en estufa a 105 °C y enfriado
en el desecador, disuelva aproximadamente a

40 mL de agua, afiada 3 gotas de indicador de naranja de metilo (0,1mg en 100mL en

etanol) y titule con el acido a estandarizar.

5. EQUIPOS

EQUIPOS CANTIDAD

Estufa 1

Balanza analitica 1

Desecador 1

Piedras de ebullicién 10

Algodon desengrasado 1

Equipo Kjeldahl- Buchi 1

Mufla 1

Tela filtrante o de dril 1

Cartucho de celulosa para Soxhelt 3

Gramera 1

pH metro 1

Planchas de calentamiento 3

6. PROCEDIMIENTO:
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6.1 Determinacion de Humedad o sustancias volatiles

6.1.1 Macerar finamente de 90 a 150 g la muestra de estudio, posteriormente realizar un
cuarteo hasta obtener una muestra final de 70 g a 90 g

6.1.2 Pesar en 3 cajas de Petri por separado, 10 g de la muestra cuarteada, garantizar
gue la muestra quede dispersa homogéneamente sobre la superficie inferior de la caja
de Petri.

6.1.3 Llevar las 3 cajas de Petri destapadas a desecacién en un horno de secado a
presion atmosférica entre 98-100°C durante 3 horas.

6.1.4 Retirar las cajas de Petri tapadas y colocar inmediatamente en el desecador hasta
gue alcance la temperatura ambiente

6.1.5 Pesar las 3 cajas de Petri con la muestra y anotar estos valores Llevar
nuevamente las 3 cajas de Petri destapadas al horno de secado a la temperatura
anterior y dejar al menos durante 1 hora mas.

6.1.6 Llevar nuevamente las 3 cajas de Petri tapadas al desecador hasta temperatura
ambiente. Pesar nuevamente las 3 cajas de Petri tapadas

6.1.7Repetir este procedimiento hasta obtener un peso constante en la medida.
Determinar el % de humedad promedio de las 3 cajas de Petri

6.2 Determinacion de cenizas o material mineral.

6.2.1 Lavar y secar 3 crisoles de porcelana con su respectiva tapa y secarlos a 100°C
por 3 horas en el horno de secado.

6.2.2 Llevar los crisoles al desecador hasta temperatura ambiente

6.2.3 Pesar con la mayor precision posible 1.5 g de muestra seca en los tres crisoles
6.2.4 Llevar los 3 crisoles con su respectiva tapa a un horno de calcinacion, programar
una rampa de temperatura hasta los 700°C, rata de 1,88 °C/min durante 6 horas,
Asegurarse que la tapa no quede ajustada al crisol. Mantener los 700°C durante 3 horas
para obtener las cenizas blancas

6.2.5 Pasado las 2 horas dejar que la temperatura del horno descienda a 60 °C, y sacar
las muestras con su tapa respectiva para evitar perdida de cenizas y llevar a desecador
hasta temperatura ambiente

6.2.6 Pesar los tres crisoles con sus respectivas tapas.

6.3 Determinacion del extracto etéreo o grasa bruta
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6.3.1 Lavar el balon de extraccion, en conjunto con piedras de ebullicion con solucién de
hidréxido de sodio al 10%, enjuagar bien con agua destilada, luego con éter, y secar en
la estufa por 40 min a 100°C.

6.3.2 Lavar con iso-octano el equipo Soxhlet, el cartucho de celulosa y la piedra de
ebullicion, Pesar el baldén de extraccidbn més la piedra de ebullicion y un papel filtro por
triplicado

6.3.3 En el papel filtro pesar 2,0 g de la muestra secada en la estufa, y colocar todo el
conjunto dentro del cartucho de celulosa y luego en la camara de extraccion del Soxhlet.

6.3.4 Conectar el sistema de extraccion y dejar en reflujo durante 4 horas con un flujo de
4 a 5 gotas por segundo, garantizar que el nivel inicial del iso-octano se mantenga
constante por ello si es necesario adicionar iso-octano se puede hacer

6.3.5 Destilar el éter por columna vigreux, luego llevar el balén de extraccion a al horno
de secado a 100 °C por 30 min

6.3.6 Pasado el tiempo llevar el balén de extraccién al desecador hasta temperatura
ambiente

6.3.7 Pesar el sistema del balon, perla de ebullicion, y grasa

6.3.8 La muestra que se encuentra en el cartucho se debe guardar para el posterior
andlisis de Fibra cruda.

6.4 Determinacion de nitrégeno (proteina)

6.4.1 Pesar de 0,5 g de muestra en un papel filtro o vidrio reloj, transferir la muestra en
un tubo de disgregacion BUCHI de 500 mL previamente lavado y secado en el horno

6.4.2 Adicionar 2,0 g del catalizador (K2SO4-Catalizador) y 10 mL de H2S0O4
concentrado en el tubo de disgregacion en posicion inclinada.

6.4.3 Digestar hasta que la muestre quede completamente clara, libre de materia
organica; de vez en cuando se debe girar el balébn para recoger cualquier material
carbonizado adherido a la pared

6.4.4 Enfriar a temperatura ambiente y diluir con precaucion con 45 mL de agua
destilada.

6.4.5 Adicionar 100 mL de solucion de H3BO3 al 4 % con 3 gotas de indicador de
Tashiro a un Erlenmeyer de 250 mL para recoger el destilado.

6.4.6 Conectar el balén en el aparato de destilacion con el extremo del condensador
penetrando en la disolucion de acido bérico contenido en el Erlenmeyer.

6.4.7 Adicionar cuidadosamente 50 mL de la solucidon de hidroxido de sodio al 32 % al
tubo de disgregacién, esto se hace con la ayuda del destilado de BUCHI.
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6.4.8 Calentar con vapor de agua y recoger el destilado hasta viraje a verde del
indicador; dejarlo hasta completar un volumen de 200 mL

6.4.9 Retirar el balon y titular el borato con solucion estandarizada de HCI 0,1N

6.3 Determinacion de fibra bruta y extracto no nitrogenado

6.5.1 Transferir cuantitativamente 1 g del residuo obtenido de la determinacion de grasa
(muestra desengrasa) a un balén de 250 mL

6.5.2 Calentar en un Erlenmeyer 100 mL de H2S04 0,255 N hasta ebullicion y adicionar
en el balon de 250 mL y dejar en reflujo por exactamente 30 min (contados a partir de la
ebullicién), teniendo cuidado que todo el material este en contacto con la solucion

6.5.3 Calentar en un Erlenmeyer calentar 500 mL de agua destilada

6.5.4 Retirar la mezcla del reflujo y filtrar al vacio, a través de una tela ya sea dril o lona
y lavar con suficiente agua caliente hasta que el filtrado obtenga un pH neutro, tener
cuidado de perder muestra

6.5.5 Calentar 100 mL de NaOH 0,313 N en un Erlenmeyer hasta ebullicién y adicionar
sobre la muestra filtrada anteriormente y dejar la mezcla durante 30 min en reflujo, y
proceder como en la digestién acida

6.5.6 Transferir la muestra lavada a un vaso de precipitados y adicionar 25 mL de etanol
y filtrar utilizando la misma tela y lavando con 25 mL de etanol

6.5.7 Transferir el residuo (muestra mas tela) en un crisol (pesado previamente con su
tapa) y dejar en la estufa a una temperatura de 110-120°C por 1 hora, y proceder a
temperar en un desecador y realizar el mismo procedimiento hasta obtener un peso
constante

6.5.8 Luego llevar el crisol mas la tapa a la mufla y programar una rampa de
temperatura hasta 700°C, dejar a esa temperatura por 3 horas.

6.5.9 Dejar enfriar a 60 °C y llevar el crisol mas la tapa al desecador hasta temperatura
ambiente y pesa. La pérdida de peso en la incineracion se considera como la fibra cruda
de la muestra pesada antes de extraer la humedad.

7. OBSERVACIONES, CALCULOS Y RESULTADOS

7.1 Determinar cada uno de los parametros del analisis proximal

Porcentaje de Humedad:
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caja de petri+muestra humeda ~— Wli‘ﬂj"ﬂt de petri+muestra seca

%H = x100 (Ec.1)
wm himeda
Dénde: W= peso en gramos, %H= Porcentaje de humedad
Porcentaje de cenizas:
W, iras — W,
% Chs _ ( C + Cenlzas c‘.}x 10“ (EC 2}

W T seca

Donde; Wce=peso crisol vacio, Wmseca= Peso muestra seca, Wc+cenizas= peso de las
cenizas mas crisol, %Cbs= porcentaje de cenizas en base seca

Porcentaje Grasa:

_ (wh+pe+grasa - 1“I""rl:||+ma)x

% Gps = 100 (Ec.3)

w m seca

Dénde; Wb+ma=peso del balén mas perlas de ebullicibn, Wb+ma+grasa=peso del balén
mas perlas de ebullicibn mas grasa Wmseca= Peso muestra seca, %Gbs= porcentaje de
grasa en base seca.

Porcentaje de proteina:

(M—B)xNx0,014 |
D’J‘E‘Ntatal = Pms (EC4}

%Phe = 6,25 X %N ,ppas (Ec.5)

Doénde: M volumen de HCI gastados para la titulaciéon de la muestra, B volumen de HCI
gastados para la titulacion del blanco, N es la normalidad del HCI, Pw es el porcentaje de
humedad la muestra. Pms es el peso de la muestra seca y Pbs= Porcentaje de proteina
en base seca

Porcentaje de Fibra cruda:

(wc;;u enestufa — W c4cenizas JI 100 (Ec.6)

% Fbsz

m desengrasada y seca

Doénde: Donde; Wc+m en estufa =peso del crisol+tela+ fibra, Wc+cenizas=peso del crisol
mas cenizas Wm desengrasada y seca= Peso muestra desengrasada y seca, %Fbs=
porcentaje de fibra en base seca.

73



Extracto libre no nitrogenado:

% ELN = 100 — (%H + %Cps + %Gps + %Py + %Fys) (Ec.7)

Doénde: %ELN = es el porcentaje libre no nitrogenado.
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ANEXO 2: GUIA DE LABORATORIO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DE PROTEASAS.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES EXACTAS Y DE
LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
GRUPO DE INVESTIGACION: QUIMICA DE PRODUCTOS
NATURALES
(QPN)

Procedimiento de Laboratorio

Determinacion de la actividad enzimatica de proteasas
UNIVERSIDAD
DEL CAUCA

1. FUNDAMENTO TEORICO

Las proteasas son enzimas que rompen los enlaces peptidicos, a menudo es necesario
medir y/o comparar la actividad entre proteasas con el fin de conocer la cantidad de
enzima activa presente y del nivel de actividad de la misma, por lo que la medida de la
actividad es dependiente de las condiciones, que deben ser especificadas cuando se
dan valores de actividad. La actividad expresa la cantidad de sustrato convertido por
unidad de tiempo, teniendo en cuenta el volumen de reaccion.

El ensayo de actividad no especifica de la proteasa de Sigma Aldrich, se puede usar
como un procedimiento estandarizado para determinar la actividad de proteasas. En
este ensayo, la caseina actia como un sustrato. Cuando la proteasa de estudio digiere
caseina, el aminoacido tirosina se libera junto con otros aminoacidos y fragmentos de
péptidos. El reactivo de Follin y Ciocalteus o fenol de Follin, reacciona principalmente
con tirosina libre para producir un cromoforo de color azul, que es cuantificable y medido
como un valor de absorbancia en el espectrofotometro a 660nm. Cuanta mas tirosina se
libere de la caseina, mas los cromoéforos se generan y el méas fuerte la actividad de la
proteasa. Los valores de absorbancia generados por la actividad de la proteasa se
comparan con una curva patrén, que se genera por reaccion de cantidades conocidas
de tirosina con el reactivo de Follin para correlacionar los cambios en la absorbancia con
la cantidad de tirosina en micromoles. A partir de la curva estandar de la actividad de las
muestras de la proteasa puede determinarse en términos de unidades, que es la
cantidad de micromoles de equivalentes de tirosina liberados de la caseina por minuto.

2. OBJETIVOS

2.1 Determinar la actividad enzimatica de proteasas de estudio.
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3. MATERIALES

MATERIALES

CANTIDAD

Vasos de precipitados 10 mL

[
o

Vasos de precipitados 100 mL

Matraz aforado de 10 mL

Matraz aforado de 25 mL

Matraz aforado de 50 mL

Matraz aforado de 100 mL

Probeta 50 mL

Pipeta graduada 10 mL

Pipeta graduada 5 mL

Pipeta graduada 1 mL

Micropipeta 500 -1000uL

Micropipeta 50-250 pL

RPIRPINIOIN|IFPIN|IFR|O[N]|OT

Tubos de ensayo tapa rosca

N
(&)

4. REACTIVOS

REACTIVOS

CANTIDAD

Fosfato de potasio (K2HPO4.3H20)

600,0 mg

Acido clorhidrico (HCI) 1M

50,0 mL

Hidroxido de sodio (NaOH) 1M

50,0 mL

Caseina

200,0 mg

Acido tricloroacético (ATC) 99%

1,0 mL

Carbonato de Sodio (Na2C0O3) 99,9%

6,0 g

Acetato de sodio (CH3COONa) 99%

25 ,0mg

Acetato de Calcio (CH3COOCa) 94%

25,0 mg

Tirosina (Tyr) 98,5%

2,0 mg

Enzima de estudio

0,5 mg

5. EQUIPOS

EQUIPOS CANTIDAD

pH metro 1

Plancha de calentamiento 1

Magneto 2

Goteros

Espatula metalica

Cronometro

Magneto de agitacion

Bario termostatico
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Filtros de jeringa 0,45
micras 15

Microceldas de UV/Vis 10

6. PROCEDIMIENTO:

6.1 Preparacion de Soluciones:
6.1.1 Buffer de fosfato de potasio 50 mM, pH 7,5

Pesar 435,5 mg de fosfato dibasico de potasio (K2HPO4), disolver con 40 mL de agua
destilada, ajustar el pH con HCI 1M hasta 7,5 unidades, finalmente aforar a 50 mL, ajustar
el pH nuevamente si existe variacion. Llevar la solucién a una incubadora a 37°C por 30
min.

6.1.2 Solucion de Caseina 0,65% (p/v):

Pesar 162,5 mg de Caseina y aforar a 25 mL con el tampon de fosfato de potasio 50 mM,
llevar la solucién a una plancha de calentamiento y aumentar la temperatura gradualmente
a 80-85°C durante aproximadamente 10 min, con agitacién constante, hasta lograr una
dispersion homogénea. Es importante no ebullir la solucion, dejar enfriar la solucién a
temperatura ambiente y medir el pH, si es necesario se ajustarlo a 7,5 unidades se debe
hacer con HCI 1M o NaOH 1M.

6.1.3 Solucion de acido tricloroacético (ATC) 110 mM:

Tomar 453.8 uL de TCA al 99% y aforar a 25mL con agua destilada, se debe tener
cuidado en la manipulacion de este acido ya que es un acido fuerte.

6.1.4 Reactivo de Folin-Ciocaltea:
Por cada 1mL del reactivo se debe adicionar 3mL de agua destilada. La solucién
reaccionara con tirosina para generar un cambio de color medible que se relaciona
directamente con la actividad de las proteasas. El reactivo es un &cido y debe manejarse
con cuidado.

6.1.5 Carbonato sodico (Na2CO3) 500 mM:

Pesar 5,3000 g de Carbonato sédico (Na2CO3 anhidro) al 99,9% de pureza y aforar a 100
mL con agua destilada.

6.1.6 Solucion diluyente de enzimas-Buffer de acetato de sodio 10mM - acetato de
calcio 5 mM:
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Pesar 20,7 mg de acetato de sodio (CH3COONa) al 99% de pureza y 21,0 mg de acetato
de calcio (CH3COOCa) al 94% de pureza, mezclar disolviendo con 5 mL de agua destilada
y aforar la disolucion a 25 mL con agua destilada, adecuar el pH con NaOH o HCI hasta
7,5 unidades. Incubar a 37 °C.

6.1.7 Solucion madre de L-tirosina (Tyr) 1.1mM:

Pesar 2,0 mg de Tyr al 98,5%, adicionar 5 mL de agua destilada y calentar suavemente
hasta Solubilizacién, al igual que la caseina no hervir la solucidn, enfriar a temperatura
ambiente y aforar a 10 mL.

6.1.8 Solucién de proteasa:

Pesar 0,2 mg de la proteasa y disolver en 10 mL con solucion diluyente de enzimas, o
preparar un volumen deseado de un equivalente de 0,1 -0,2 u/mL de proteasa.

6.2 Ensayo de la proteasa y curva de calibracién.

Antes de iniciar el procedimiento experimental llevar bafio termostatico o el bafio Maria a
una temperatura de 37 °C

6.2.1 Material de vidrio, tubos de ensayo tapa rosca.

Para la determinacion de la actividad enzimética de la proteasa es necesario tener un
adecuado tratamiento para los tubos de ensayo tapa rosca, para ello es necesario lavar 4
tubos de ensayo tapa rosca, con capacidad de 15 mL de la siguiente manera: a cada tubo
de ensayo lavar con jabdn y enjuagar con abundante agua destilada, adicionar 10 mL de
HCI 0,1 M, llevar a un vortex y agitar vigorosamente por al menos 10 min, posteriormente
repetir el procedimiento pero ahora adicionando 10 mL de NaOH 0,1M, finalmente lavar los
tubos nuevamente con abundante agua destilada agitando vigorosamente en el vortex.
Llevar al horno de secado a una temperatura de 90 °C para su secado, dejar enfriar a
temperatura ambiente. Finalmente rotularlos asi: Test 1, Test 2, Test 3 y Blanco

6.2.2 Hidrolisis enzimatica

6.2.2.1 Adicionar 5 mL de solucion de Caseina 0,65% (p/v) a cada uno de los tubos de
ensayo Y llevar a incubacion a 37°C durante 5 min.

6.2.2.2 Pasados los 5 min adicionar la solucion de la proteasa a los tubos de ensayos de la
siguiente manera: a Testl 0,5 mL, a Test2 0,7 mL, a Test 3 1,0 mL, a blanco 0,0 mL,
posteriormente mezclar suavemente y llevar a incubacion a 37°C por 10 min mas.

6.2.2.3 Pasado los 10 min adicionar a cada uno de los tubos, incluyendo al blanco, 5 mL
de Solucién de ATC 110 mM y agregar volumenes de solucion de enzima de la siguiente
manera: a Testl 0,5 mL, a Test2 0,3 mL a Test3 0,0 mL y al blanco 1,0 mL. Estos
volumenes de solucidn de enzima se agregan en estas proporciones para al final tener un
volumen total de 1,0 mL de solucion de enzima, esto se hace para tener en cuenta el valor
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de absorbancia del enzima en si mismo y para asegurar que el volumen final en cada tubo
es igual. Finalmente llevar los tubos de ensayo a incubacion a 37 °C por media hora.

6.2.2.4 pasados los 30 min filtrar en filtros de jeringa de 0,45 micras y agregar el filtrado a
nuevos tubos de ensayo, posteriormente agregar 5 mL de solucién de Na,CO3 500 mM y 1
mL de reactivo de Follin, llevar a incubacion a 37°C por 30 min nuevamente.

6.2.3 Curva de calibracion de Tyr

6.2.3.1 A 10 tubos de ensayo tapa rosca, previamente lavados, rotular como estandar 1,
estandar 2, estandar 3, estandar 4, estandar 5, estandar 6, estandar 7, estandar 8,
estandar 9 y estandar blanco

6.3.2 A cada uno delos tubos adicionar un volumen de solucion madre de Tyr asi:
Estandar 1: 15 L, estandar 2: 50 uL, estandar 3: 100 uL, estandar 4: 200 uL, estandar 5:
300 pL, estandar 6: 400 pL, estandar 7: 500 pL, estandar 8: 800 pL, estandar 9: 1005 L y
estandar blanco: O L, posteriormente adicionar agua destilada asi: Estandar 1: 1985 L,
estandar 2: 1950 uL, estdndar 3: 1900 pL, estandar 4: 1800 pL, estdndar 5: 1700 pL,
estandar 6: 1600 pL, estandar 7: 1500 pL, estandar 8: 1200 uL, estandar 9: 995 puL
estandar blanco: 2000 L, finalmente llevar cada uno de los estandares a incubar a 37 °C
por 30 min

6.3.3 Filtrar cada uno de los estandares por filtro de jeringa de 0,45 micras, y llevar los 2
mL a nuevos tubos de ensayo tapa rosca y agregar a cada uno de 5 mL de solucion de
Na2CO3 500 mM, finalmente agregar también 1 mL de reactivo de Follin.

7. MEDIDA DE ABSORBANCIA Y CALCULO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

La absorbancia de las muestras se mide mediante un espectrofotdmetro utilizando una
longitud de onda de 660 nm. La trayectoria de la luz se establece en 1 cm

7.1 Adicionar 2 mL de cada uno de las muestras a medir en las celdas del
espectrofotometro, estos 2 mL deben ser adicionados con la ayuda de filtros de jeringa de
0,45 micras. Medir los estandares y las proteasas a una longitud de onda de 660 nm.

7.2 Graficar el cambio de la absorbancia a 660 nm, es decir la diferencia de cada uno de
los estandares con el blanco (eje y), vs los micromoles de Tyr de cada uno de los
estandares (eje x)

Volumen de Tyr
Estandar estandar (mL) i mol Tyr
1,0000 0,0150 0,0165
2,0000 0,0500 0,0550
3,0000 0,1000 0,1100
4,0000 0,2000 0,2200
5,0000 0,3000 0,3300
6,0000 0,4000 0,4400
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7,0000 0,5000 0,5500
8,0000 0,8000 0,8800
9,0000 1,0050 1,1060

7.3 Calcular la ecuacion de la recta que mejor se ajuste a la dispersion de los datos, y
calcular el cambio en la absorbancia en las muestras de ensayo mediante el calculo de la
diferencia entre la absorbancia de la muestra de ensayo y la absorbancia del blanco de
prueba asi:

ﬁﬂﬁﬁﬂnm Pi — Aﬁﬁmam Pi Aﬁﬁ-ﬂ nm Phlance

Dénde: AA660nm Pi es el Cambio de absorbancia en las muestras de ensayo

A660nm Pi son las absorbancias de las muestras de ensayo

A660nm Pblanco es la absorbancia del blanco de prueba

Con el valor de AA660nm Pi y la ecuacién de la recta, calcular el valor de micromoles de
Tyr liberados durante la hidrolisis enzimatica.

Para obtener la actividad de la enzima en unidades por mL, se realiza el siguiente célculo:

equivalentes de Tyr liberados (pmol)} x Volumen total del ensayoe (mlL)

Actividad (u/mL) =

Tiempo del snye (min) x Volumen del enzima (mL) x Valumen usado en la celda UV fVis (mL)
|

Dénde: equivalentes de Tyr en umol corresponde al calculado con AA660nm Pi

Volumen total del ensayo es igual a 11 mL

Tiempo de ensayo corresponde a 10 min

Volumen de enzima corresponde a 1 mL

Volumen usado en la celda UV/Vis es 2mL

La relacion entre los micromoles con minutos es igual a unidades de actividad.

La Actividad enzimatica en unidades de U/mg se puede obtener con el siguiente factor de
conversion:

Actividad (U /mL)

concentracion del enzima en mg/mlL

Actividad (U/mg) =
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4| Determinacion de la actividad enzimdtica de proteasas I
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vidrio
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Todo el material de vidrio de
lavarse con jabdn, HCL 0,1 N
y NaOH 0,1 N entre cada
accion de lavado se debe
adicionar abundante agua

destilada

Para Cada uno de los tubos
de ensayos debe recubrir con
papel aluminio para evitar el
contacto con la luz solar

v buffer de fosfato de potasio
de 50 Mm, pH 7,5

v’ solucién de caseina  0,65%
(p/v)

v' solucién de 4cido
tricloroacetico ( ATC) 110 mM

v’ reactivo de folin ciocaltea

v carbonato sédico (Na2C03)
500 mM

v solucién diluyentes de enzima

v’ solucién madre de L-tirosina
(Tyr) 1.1 mM

v Solucién de proteasa

Rotular los 4 tubos de
ensayos tapa rasco asi: Test
1, test 2, test 3 y blanco

Ensayo de la proteasa y curva
de calibracién

Llevar bafio termostético o el
bafio Maria a una temperatura
de37°C

v

| Hidrolisis enzimatico |

y

Adicionar 5 ml de solucién de
caseina 0,65% a los tubos de
Test 1, 2, 3, y blanco. Encubar
a 37 °C durante 5 min.

Y

’

| Curva de calibracion de Tyr

v

A 6 tubos de ensayo tapar rosca,
rotular como estandar 1,
estandar 2, estandar 3, estandar
4, estandar 5 y estandar blanco

y

Pasados los 5 min adicionar la
solucion de la proteasa a los tubos
de ensayos de la siguiente manera:
Testl 0.5 ml, Test2 0,7 ml, Test3 1,0
mLy blanco 0,0 ml. Mezclar
suavemente y llevar incubacion a 37
C por 10 min mas.

v

Pasado los 10 min adicionar a cada
uno de los tubos, incluyendo los
blancos, 5 ml de solucién de ATC
110 Mm y agregar volimenes de
solucion de enzima de la siguiente
manera: Test1 0,5 ml, Test2 0,3 ml,
Test3 0,0 mly al blanco 1,0 ml.

A cada uno de los tubos adicionar un
volumen de solucién madre de Tyr asi:
Estdndar 1: 50 pL, estandar 2: 100 PL,
estandar 3: 200 pL, estandar 4: 400 pL.
Posteriormente adicionar agua destilada
asi: Estandar 1: 1950 pL, estandar 2:
1900 pL, estandar 3: 1800 pL, estandar
4: 1600 pL, estandar 5: 1500 pL,
estandar blanco: 2000 pL, finalmente
llevar cada uno de los estandares a
encubar a 37 °C por 30 min

y

Llevar los tubos de ensayo a
incubacion a 37 °C por 30 min.
Pasados los 30 min filtrar en filtros
de jeringas de 0,45 micras
agregando el filtrado a nuevos
tubos de ensavos.

Filtrar cada uno de los estandares por
filtro de jeringa de 0,45 micras, y llevar
los 2 mL a nuevos tubos de ensayo rosca
y agregar a cada uno de 5 mL de
solucién de Na,C0O3500 mM, finalmente
también agregar 1 mL de reactivo de

Folin

v

Agregar 5 mL de solucién de
Na,CO; 500 mM y 1 mL de

reactivo de Folin, llevar a
incubacién a 37 °C por min
nuevamente
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Adicionar 2 mL de cada una de las
muestras a medir en celdas del
espectrofotémetro, estos 2 mL deben
ser adicionados con ayudada de filtros
de jeringa de 0,45 micras. Medir los
estandares y proteasas a una longitud
de onda 660 nm.




