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RESUMEN

Esta investigacion evalué la hidrélisis enzimatica de plumas de pollo para la obtencién de queratina hidrolizada
como alternativa de valorizacién de este desecho generado por la industria avicola. La hidrdlisis se realizé con
la enzima Genencor® Tan G plus, utilizando un disefio experimental de tipo central compuesto, seleccionando
como factores el pH (8 a 9), la temperatura (20 °C a 30 °C) y la dosis de enzima (0.03 g a 0.05 g), y como
respuesta la concentracién de proteina en el extracto empleando para ello el método de Bradford y
electroforesis en gel SDS-PAGE para conocer la pureza. Los resultados se estudiaron por un analisis de
varianza y por la metodologia superficie de respuesta obteniendo a un pH de 8, dosis de enzima de 0.03 gy
temperatura de 25°C, una concentraciéon maxima de 2.106 mg/mL siendo el pH y la temperatura (°C) los
factores significativos de la hidrdlisis.
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EVALUATION OF ENZYMATIC HYDROLYSIS OF POULTRY FEATHERS FOR OBTAINING KERATIN

ABSTRACT

This research evaluated the enzymatic hydrolysis of chicken feathers to obtain hydrolyzed energy as an
alternative to valorize this design generated by the poultry industry. The hydrolysis was performed with the
enzyme Genencor® Tan G plus, using an experimental design of central compound type, selecting as factors
the pH (8 to 9), the temperature (20 ° C to 30 ° C) and the enzyme dose ( 0.03 g to 0.05 g), and in response to
the concentration of the protein in the extract using the Bradford method and SDS-PAGE gel electrophoresis
to determine the purity. The results are studied by means of an analysis of the variance and the methodology
of the response surface obtaining a pH of 8, an enzyme dose of 0.03 g and a temperature of 25 ° C, a maximum
concentration of 2.106 mg / mL being the pH and temperature (° C) The significant factors of hydrolysis.
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1. INTRODUCCION

La industria avicola genera distintos tipos de
desechos tales como sangre, huesos, piel,
visceras y plumas. Estas ultimas, representan
aproximadamente el 8% del peso vivo del ave de
corral [1], a pesar de la disponibilidad y de los bajos
costos de las plumas, no existen productos
principales o aplicaciones a gran escala derivadas
de estas [2]. La disponibilidad de plumas se puede
fundamentar en que anualmente de 200 pollos se
pueden generar 30 kg de estas [3].

La industria avicola esta en constante crecimiento
y los mayores productores del mundo son EEUU,
Brasil, China y la Union Europea que tiene una
produccion anual aproximadamente de 11
millones de toneladas de carne de pollo [1]. El
sector avicola también ocupa un lugar importante
en la produccion colombiana, contribuyendo un
porcentaje significativo al PIB Nacional, con una
tasa de crecimiento del 6.6% del PIB para el sector
pecuario en el tercer trimestre de 2018 [4]. Los
sistemas de produccidon avicola también han
conllevado al deterioro ambiental, dando lugar a la
emision de altas concentraciones de gases de
efecto invernadero como o6xidos de nitrégeno,
fésforo y azufre [5].

En la blsqueda de alternativas para el
aprovechamiento de residuos del sector avicola,
surge la cuestién con relacion a la valorizacion de
las plumas de pollo, con lo cual se espera lograr la
disminucién de emisiones como resultado de la
incineracién de este residuo [6], y de igual forma
prevenir la ejecuciébn de malas practicas de
disposicion final, tales como, la descarga de
plumas a través de las tuberias de desagie
generando taponamientos que pueden dar lugar a
reacciones quimicas con productos sulfurosos de
olores desagradables y posiblemente peligrosos
para la salud [7].

Una alternativa para el aprovechamiento de
plumas de pollo es la obtencion de queratina
hidrolizada, este proceso se ha realizado con el
uso de Queratinasas obtenidas a partir de Bacillus
Spp, como resultado se determiné que es posible
la hidrdlisis enzimatica de harina de plumas de
pollo utilizando Bacillus subtilis como productor de
proteasa [3]. La queratina hidrolizada ha sido
también obtenida a partir de hidrolasas, con lo cual
se satisface el interés en aumento del uso de
materiales renovables y sostenibles [2].
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Por otra parte y teniendo presente el alto contenido
proteico en los productos derivados de animales
como por ejemplo plumas, pelo, pezufias y ufias;
se hace claro que existe el potencial de
aprovechamiento de ellos con fines nutricionales o
como fertilizante [8], y para la elaboracion de
compost debido a su contribucién en el desarrollo
de los microorganismos que enriquecen el suelo en
nitrégeno y fosforo [9]. Asi mismo, la queratina
siendo un componente rico en azufre puede ser
utilizada en la fabricacion de cremas para
solucionar problemas capilares [10], a su vez las
aplicaciones de la queratina soluble a nivel
cosmético y farmacéutico son amplias y variadas,
de igual modo han surgido otros usos de la
gueratina de plumas como componente de varias
clases de compuestos y en tejidos biodegradables
[11].

Con respecto a la queratina, es preciso sefialar a
las plumas como un residuo sélido que contiene
90% de esta proteina, que tiene como funcién la
proteccién y el soporte de las capas externas de la
epidermis [3], la queratina presenta alta resistencia
a la degradacion natural. Adicionalmente en los
procesos de sacrificio las plumas se contaminan
con desechos tales como sangre, grasa,
microorganismos y agua, hecho que puede causar
una mayor resistencia a la degradacion natural.
Debido a lo anterior, se considera la hidrolisis
como una alternativa, en la gestion de los residuos
de plumas, este proceso se constituye como una
reaccién de descomposicion de sustancias por
accion de las moléculas de agua generando
compuestos mas solubles en la misma, es lento y
requiere de parametros idéneos de temperatura,
velocidad de agitacion (rpm) y pH del medio
reactivo. La hidrdlisis se realiza mediante el uso de
catalizadores que aceleran la reaccion, de los
cuales existen tres principales tipos, catalizadores
acidos, basicos y enzimas [12]. Los procesos de
hidrélisis quimica generalmente implican el uso de
sustancias tales como sulfuro de sodio y
borohidruro de sodio [13], agresivas con el
ambiente que a su vez pueden generar
afectaciones a la salud de las personas [14, 15],
por este motivo se prefirid por llevar a cabo un
proceso hidrolitico.

En este articulo se presentan los resultados del
proceso de hidrdlisis enzimética de plumas de pollo
para el cual se empled la enzima Genencor® Tan
G plus (proteasa) a distintos pH de reaccién (8.0,
8.5y 9.0), temperatura (20°C, 25°C y 30°C) y dosis
de enzima (0.03, 0.04, 0.05. De acuerdo a
fabricante, la enzima Genencor® Tan G plus es Util
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a pH dentro de un rango de 7.0 hasta 11.0 (con un
pH optimo de alrededor de 8.6), también es
efectiva en el rango de temperatura de 25°C hasta
30°C, La enzima es derivada de una cepa
modificada genéticamente de Bacillus subtilis y
segln su fabricante resulta util en los procesos de
preparacion de cueros[16]. Para la aplicacion
descrita en este trabajo se desconoce el
rendimiento 6ptimo (en pH y temperatura °C) de la
enzima Genencor® Tan G plus, por tanto para
disminuir los errores de los ensayos se
establecieron los valores de los niveles del disefio
experimental muy cerca de los limites previamente
estipulados por el fabricante de la enzima.

Las proteasas son enzimas que catalizan la
hidrolisis de los enlaces peptidicos de las
proteinas, presentan la capacidad de romper
enlaces peptidicos especificos, dependiendo de la
secuencia de aminoéacidos de la proteina, o pueden
reducir un péptido completo a aminoacidos. La
ecuacion 1, que aparece a continuacion resume el
mecanismo catalitico de una enzima proteasa
sobre un sustrato proteico.
K_1K; K, H,0, K5
E+Se——>ESS>EP+H—-P —>SE+P-OH+H-P
(1)

E: Enzima, S: Sustrato, P, P’ péptidos resultantes,
Kx coeficiente cinético de reaccion [17].

2. MATERIALES Y METODO

Las plumas para la realizacién de ensayos fueron
proporcionadas por el consorcio avicola Santa
Helena en Bogota y utilizadas en su totalidad
(raquis y barbillas). Las plumas fueron lavadas con
agua y alcohol, posteriormente secadas en horno
a 40° C durante 24 horas, después de ello fueron
molidas en un molino IKA-Universal Miihle M20, el
producto obtenido en la molienda fue tamizado en
un tamiz de malla de 75 Micras y utilizado en su
totalidad para realizar la hidrélisis. El
procedimiento seguido en los ensayos se describe
en la figura 1.

19

Se adicion6 1.5 g
de plumas
procesadas en
Beaker de 250 mL.

60 mL de agua ultra
pura obtenida de un
purificador de agua
ELGA con
conductividad a 2
pS/cm.

v

El pH fue ajustado
con NaOH 0.1 N
(Merck Millipore) y
monitoreado con un
potenciémetro
Metrohm 780 pH.

Se aplicé la dosis
de enzima de
acuerdo al disefio
experimental.

v

Se agité la mezcla Durante el tiempo
de hidrélisis, se
usando una )
monitoreo y se
; plapcha con ajusto el pH con
agitacion magnética
y control de NaOH
temperatura manteniéndolo
P : constante.
\V/

Cada uno de los
ensayos fue
realizado por un
periodo de tiempo
de 4 horas.

Fig.1l. Proceso para realizar ensayos de hidrdlisis.

La concentracién de proteina [mg/mL] hidrolizada
fue determinada por el Método de Bradford [18] ,
para la realizacion de la curva de calibracion y
posterior cuantificacion de proteina se empled
albumina de suero bovino (BSA) a diferentes
diluciones, la curva patrén se realizé para una
longitud de onda de 595 nm y el coeficiente de
correlacion (R?) obtenido alcanzé un valor de
0.99841. Es preciso sefialar que el método de
Bradford permite determinar la presencia de
proteina en las muestras, y teniendo en cuenta
que el 90% del contenido de las plumas
corresponde a queratina [12], es aceptable indicar
gue la proteina cuantificada por el método de
Bradford corresponde a queratina hidrolizada.

La identificacion de proteina hidrolizada obtenida
en cada uno de los ensayos fue llevada a cabo por
la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), esta técnica
permite realizar la separacion e identificacion de
proteina [18]. Se llevd a cabo en la cdmara de
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electroforesis Mini-PROTEAN ® Tetra cell, la
diferencia de potencial aplicado para la corrida
electroforética fue de 25 Voltios y el tiempo
empleado fue de 2.5 horas, la tincién de las
proteinas fue realizada con Azul brillante
Coomasie R-250 y la decoloracién se efectu6 con
acido acético y metanol diluido en agua destilada.

El disefio experimental realizado fue factorial del
tipo central compuesto con tres réplicas del punto
central [19], en el cual se estudio el efecto de tres
factores y dos niveles de cada uno, los factores
fueron el pH (8 a 9), la temperatura (20 °C a 30
°C), y la dosis de enzima (0.03 g a 0.05 g). La
variable de respuesta seleccionada fue Ila
concentracion de proteina [mg/mL] en el extracto y
el niumero de ensayos realizado fue igual a 17, el
andlisis de los resultados experimentales fue
realizado con el software Design-Expert bajo
licencia, obteniendo un modelo de segundo orden
que se analiz6 mediante un gréafico de Pareto, un
analisis de varianza (por sus siglas en inglés
ANOVA), y una gréfica de superficie de respuesta
a fin de fijar interacciones entre las variables y
conocer la mejor combinacién para la obtencion de
gueratina hidrolizada [19].

3. RESULTADOS

La influencia de cada una de las variables sobre la
respuesta del sistema analizado, se puede
observar en el diagrama de Pareto el cual fue
realizado en el programa Minitab bajo licencia y
gue aparece en la figura 2

Término 2228

C

A

B

AB

AL

-1

0 1 2 3 4

Efecto estandarizado

Fig. 2. Diagrama Pareto de efectos estandarizados
en la obtencion de queratina hidrolizada, factores:
A: pH, B: Dosis de enzima, y C: temperatura.

En la grafica se observa que la temperatura 'y el pH
son las variables que afectan en mayor medida la
respuesta del sistema, seguido por la variable
dosis de enzima y la interaccion de esta con el pH,
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de acuerdo a lo anterior, la superficie de respuesta
para la determinacion de la maxima concentracion
de queratina hidrolizada, se construira
exceptuando los efectos A2, B2y C2

Los resultados de concentracion de proteina
obtenida en los ensayos por medio de la
metodologia superficie de respuesta (MSR)
son presentados en figura 3.

189427 7

NS S
T
T

|
0_650522'\

Concentracion de proteina [mg/mL]

0.00 " 003 B: Dosis de enzima (g)

Fig. 3. Superficie de respuesta, factores A: pH, B:
Dosis de enzima, temperatura 25 ° C. variable de
respuesta concentracion de proteina [mg/ml].

En la figura se observa que la concentracion de
queratina hidrolizada tiende a ser mayor para los
ensayos realizados a pH levemente alcalino (pH 8)
y bajas dosis de enzima Genencor® Tan G plus,
también se aprecia que a pH 9 la dosis de enzima
no afecta de manera significativa la cantidad de
proteina hidrolizada obtenida, por otra parte, la
maxima concentracion de proteina alcanzé un
valor de 2.106 mg/mL a una dosis de enzima
Genencor® Tan G de 0.03 g, pH 8.0 y temperatura
de 25°C.

La figura 4, representa la superficie de respuesta
para la concentracion de proteina hidrolizada
contra el pH y la temperatura a dosis de enzima
constante de 0.03 g.
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Concentracion de proteina [mg/mL]
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2500 "\

2250 "y,
C:Temperatura (°C) ;

Fig. 4. Superficie de respuesta, factores A: pH, B:
C: Temperatura (°C), Dosis de enzima 0.03 g.
variable de respuesta concentracion de proteina
[mg/mL].

Se aprecia que a medida que el pH de la solucién
aumenta la concentracién de proteina disminuye,
por su parte al aumentar la temperatura aumenta
la cantidad de proteina obtenida, este efecto se

aprecia en mayor proporcion a pH 9. El resultado
del andlisis de las dos superficies de respuesta
permite confirmar lo expuesto en el grafico de
Pareto y es que, para el rango de las variables
analizadas, la dosis de enzima es la variable que
da lugar a las menores variaciones en la cantidad
de producto obtenido, lo que desde el punto de
vista economico representa una ventaja para el
proceso, pues puede ser empleada la dosis mas
baja de enzima para obtener la maxima cantidad
de producto, variando dos variables relativamente
simples de controlar en un proceso, como son el
pH y la temperatura.

La tabla 1. Corresponde al analisis de varianza de
los resultados experimentales, a partir del ANOVA
se puede concluir que las variables o factores
analizados dan lugar a cambios en la variable de
respuesta, que para el presente caso fue la
concentraciéon de proteina hidrolizada en la
solucion obtenida.

A partir de los datos de la tabla, se confirma que
las variables mas significativas o de mayor peso
para el proceso de hidrélisis enzimatica son el pH
y la temperatura, seguido por la dosis de enzima
aplicada dentro de los valores de los niveles
seleccionados de cada variable o factor analizado.

Tabla. 1. Analisis de varianza (ANOVA) a partir de los resultados de Bradford de cada muestra.

Fuente de Suma de

Grados de Cuadrados

variacion Cuadrados libertad medios Valor F Prob>F
Modelo 3.19 9 0.35 3.35 0.0625
A: pH 1.13 1 1.13 10.70 0.0137
B: Dosis de 0.27 1 0.27 255 0.1541
enzima

CC Temperatura 4 44 1 1.33 12.57 0.0094
A? 0.039 1 0.039 0.36 0.5648
B2 0.074 1 0.074 0.70 0.4291
C? 2.179E-003 1 2.179E-003 0.021 0.8899
AB 0.21 1 0.21 2.01 0.1989
AC 0.11 1 0.11 1.02 0.3468
BC 0.014 1 0.014 0.13 0.7242
Residual 0.74 7 0.111

Falta de Ajuste 0.74 3 0.25 266.97 <0.0001
Error Puro 3.680E-003 4 9.200E-004

Total, corregido  3.93 16
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3.1 Interaccién de los factores significativos
sobre lavariable de respuesta

El andlisis de interaccion de las variables o factores
permite analizar el efecto de estas sobre la variable
de respuesta, la figura 5 corresponde al grafico de
interaccion de los factores significativos.

2.57979 | C: Temperatura (°C)

1.78502 —

0.99025 —

0.19548 —

Concentracion de proteina [mg/mL]
/

-0.59929 —
A: pH

I T | T
8.00 8.25 8.50 8.75 9.00

Fig. 5. Efecto de A: pH y C: Temperatura °C sobre
la concentracién de proteina hidrolizada [mg/mL].

En la figura 5 se observa que los factores
significativos para el proceso A: pH y C:
Temperatura (°C) intervienen en la respuesta
concentracibn de proteina hidrolizada. Para
temperaturas entre 20 °C hasta 30°C y pH 8.0 se
tiene la mejor condicién de hidrdlisis enzimatica
obteniendo mayor cantidad de proteina
hidrolizada.

3.2 Ecuacion final en términos de factores
reales:

A partir de los datos experimentales se logré
determinar la ecuacion (2) con un coeficiente de
correlacion R?2 de 0.8074, correspondiente a la
superficie de respuesta presentada en las figuras 3
y 4.

Concentracion de proteina
= 110-038xA—-0.18xB
+041xC+023xAXB
+0.16 XAXC+0.060 xBxC

)

A= pH; B=Dosis de enzima; C=Temperatura.

A partir de la ecuacién 1, se determinan los valores
de las variables que permiten alcanzar la mayor
concentracion de proteina hidrolizada en el medio
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de reaccion, para esto fue empleado el software
Design-Expert bajo licencia. El resultado de la
optimizacién sefiala que a pH 8.0 y 25 ° C de
temperatura, para una dosis de 0.03 g de enzima
se alcanza la maxima concentracion de queratina
hidrolizada en el producto.

3.3 Determinacion del porcentaje de masa

El porcentaje de obtencidn de proteina hidrolizada
en cada uno de los ensayos fue determinado a
partir de la ecuacién 3, la expresion matematica
permite establecer dicho porcentaje a partir de la
concentracién de proteina hidrolizada obtenida en
la metodologia de Bradford, con base en el sustrato
de plumas y el volumen de la mezcla reactiva en
cada ensayo.

% de masa =
Concentracion (%)*Volumen de la solucién(ml)

*100% (3)

Sustrato de plumas (g)

Aplicando la ecuacion anterior se determiné que el
mayor porcentaje de masa obtenida para la
totalidad de los experimentos realizados alcanzé
un valor del 8.42%, con una concentracion de
plumas de 0.025 g/m L, una dosis de enzima de
0.03 g y a una temperatura de 25°C.

3.4 Resultados de electroforesis en gel de
poliacrilamida dodecilsulfato de sodio (PAGE-
SDS)

La electroforesis fue realizada a las muestras con
mayor concentracion de proteina de acuerdo a los
resultados obtenidos en la metodologia de
Bradford, en estas se pudo observar la tincion por
la presencia de proteinas hidrolizadas resultantes
del tratamiento dado en cada ensayo. En la
electroforesis se tomd como referencia el marcador
de peso de proteinas Opti-Protein XL Marker
(~10kDa- ~245kDa) [20]. Se pudo encontrar
bandas correspondientes a los pesos moleculares
de 35 kDa, 48 kDa y 50 kDa, las dos ultimas
bandas mencionados se encuentran entre el rango
de peso molecular de la queratina, el cual varia
entre 40y 70 kDa [13].

4. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en el
diagrama de Pareto y el ANOVA, la temperatura y
el pH son factores significativos para la obtencién
de la proteina hidrolizada (queratina) en presencia
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de la enzima proteolitica Genencor® Tan G plus;
se observé que los cambios de estas dos variables
dan lugar a considerables variaciones de la
hidrélisis enzimatica, resultados que concuerdan
con los obtenidos por E. Gaviria Acosta, R. Benitez
y L. Lenis [21], en este estudio se determin6 que
los cambios en el pH (siendo 7.2 el 6ptimo) del
medio de reaccién dan lugar al cambio estructural
de la proteina, por otra parte, el incremento de la
dosis de enzima no da lugar a cambios bruscos en
el grado de hidrdlisis y por consiguiente en la
cantidad de proteina encontrada.

Por tanto se puede decir que el valor obtenido de
proteina en el presente estudio (% de masa=
8.42%, con una concentracién de plumas de 0.025
g/mL y una dosis de enzima de 0.03 g) es
comparable o similar con la cantidad de proteina
obtenida en la investigacién realizada por M. B.
Valencia Andrade [12], en la que se obtuvo un
2.9% de queratina hidrolizada con 0.04 g/mL de
plumasy 0.075 g de enzima, en este trabajo fueron
realizadas pruebas previas con Sulfuro de Sodio y
Metabisulfito de sodio a fin de realizar una hidrodlisis
preliminar de la queratina y posteriormente llevar a
cabo hidrdlisis enzimética de plumas.

De igual manera, en la investigacion realizada por
G. Machuca Loja, B. Madrid Celi , D. Sanmartin
Galvan & J. Pérez Rodriguez [3] se alcanzé un
65.75% de queratina hidrolizada con una dosis de
sustrato de plumas de 0.018 g/mL y 3 g de enzima,
en este caso la relacion sustrato de plumas-enzima
fue aquella que permiti6 alcanzar el mayor
porcentaje de queratina hidrolizada.

La electroforesis es fundamental en la descripcion
de proteinas esto coincide con R. Benitez, A. Ibarz
y J. Pagan [22] donde afirman que un parametro
importante para la hidrélisis de proteina es la
distribucion del peso molecular de los péptidos en
los hidrolizados, por lo cual se emplean técnicas
como SDS-PAGE.

5. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se determina
gue el mayor porcentaje de proteina hidrolizada
conseguida alcanzé un valor de 2.106 mg/mL,
equivalente al 8.42% de la masa inicial de sustrato
(plumas), este valor se consiguié para pH 8, dosis
de enzima 0.03 g y 25 °C de temperatura. A partir
del diagrama de Pareto y el disefio experimental
analizado por MSR y el ANOVA, se estableci6 que
el pH y la temperatura son los factores que
presentan la mayor influencia sobre el rendimiento
de queratina hidrolizada obtenida, seguido por la
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variable dosis de enzima y la interaccion de esta
con el pH, de igual manera, que la reaccién de
hidrélisis enziméatica se favorece para pH
ligeramente alcalino. La hidrélisis enzimatica
puede permitir la valorizacién de los residuos de
plumas de la industria avicola, esta metodologia se
caracteriza por no ser agresiva con el medio
ambiente, por tanto en casos donde sea utilizada
se evita la aparicidn de problemas adicionales a los
existentes por mala disposicién de plumas.

La electroforesis en gel SDS-PAGE, es una técnica
efectiva para la determinacion y caracterizacion del
peso molecular de queratina hidrolizada pero a su
vez, es una técnica muy sensible donde es
esencial ser exactos en la preparacion de los geles,
el tiempo de corrida'y en la pureza de los reactivos.

El beneficio ambiental generado se fundamenta en
el valor agregado de las plumas de la industria
avicola al realizar hidr6lisis enzimatica, ya que el
producto a obtener es queratina muy utilizada en la
industria cosmeética; influyendo directamente en la
disminucién de las plumas como desechos, como
residuo dispuesto para la quema o alimento para
animales, evitando de esta manera las
afectaciones al medio ambiente y a la salud de la
poblacién.
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