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Resumen

La queratina es una proteina natural que la encontramos en el cabello y ufias de seres
humanos, asi como también en pelo, plumas, cuernos y pezufias animales, que son
fuentes de materia prima de esta proteina ya sea alfa o beta, y constituye una forma de

aprovechamientos de estos para el proceso de extraccion.

El objeto principal de esta investigacion es adaptar un procedimiento adecuado,
econdémico y viable para la obtencion de alfa queratina a partir de pezufias bovinas, y
ajustado a las condiciones del laboratorio. El procedimiento propuesto consta de las
etapas de limpieza, lavado, cortado, triturado, desengrasado, hidrolisis, oxidacion y

filtracion.

Inicialmente, se realizaron pruebas de ensayos, siguiendo fielmente los procedimientos
indicados en los métodos de referencia, pero no se obtuvo resultado del producto
esperado, a causa de la evaporacion del producto en la etapa de hidrolisis, y la
precipitacion de la proteina en la etapa de oxidacién. Por ello, se probaron otras
cantidades de muestra, extractante y oxidante en el procedimiento de extraccion

propuesto.

Debido a estos cambios se implementé un disefio factorial de 3 variables (gramos
demuestra, concentracién de extractante, volumen de oxidante) con un total de 8
experimentos, para determinar que factor influia en el proceso de extraccion, y en los
volumenes resultantes del producto obtenido. A los 8 experimentos se les realiz6 pruebas
fisicas, quimicas, y organolépticas, obteniendo resultados similares entre las repeticiones

y los valores de referencia.



Contextualizacion

Las queratinas son abundantemente disponibles como subproductos, principalmente de
los mataderos y plantas de aves de corral en forma de residuos de la piel, pelo, cuernos,
pezufas, plumas, garras, etc., que se han perdido sin utilidad adecuada. Durante el siglo
pasado, la investigacion se ha centrado en la extraccion y purificacion de las queratinas
(de diferentes fuentes) para ser utilizadas en una amplia variedad de aplicaciones.
Estudio “Extraccion de Queratina en pezufias Bovina” universidad ANNA, Chennai (sur
de la india) (Yamauchi, 1996)

En Espafa se realizo un estudio de extraccion de queratina en lana de oveja. La Lana se
considera un residuo agroindustrial para los ganaderos debido a su dificil tratamiento y
valorizacion. El desarrollo de productos derivados de esta lana en diversas aplicaciones
industriales supondria una fuente de ingresos adicional para esta actividad econdmica.
(Goémez, M. 2011).

La mayor parte de las investigaciones se centra en el proceso de obtencion de queratina,
a partir de las plumas de aves de corral, como alternativa de aprovechamiento en la
industria cosmética. En Quito se realizé una “Obtencion de queratina de plumas de
gallina”, por la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador, el
estudio fue realizado por Rodriguez Suly en el 2009, aplic6 el método de sulfuro de sodio
en sus condiciones ambientales. De 10g de plumas (solamente las fibrillas) se obtuvo
2.729 g de queratina, en forma de polvo blanco con un punto de fusion de 196-200°C, y
resultado positivo al analisis elemental de azufre. (Rodriguez, 2009)

De la misma manera, la Universidad Central Del Ecuador Facultad de Ciencias Quimicas,
Carrera de Quimica Farmacéutica, presentoé otro estudio a partir de la materia prima que
son las plumas de aves de corrales donde se muestra diferentes métodos para la
obtencion de la Queratina liquida para uso cosmético. (Salazar, 2013).

En centro América se han realizado estudios de dos métodos adecuados para la
produccion de queratina hidrosoluble a partir de plumas de pollo los cuales son el método
de sulfuro de sodio y borohidruro de sodio. Se establecieron parametros 6ptimos (tiempo

de reaccién, volumen y concentracién), asi como también la temperatura exacta para



obtener un producto con caracteristicas similares a las de una queratina cosmética,

adquirida en el comercio. (Chavez; Tenorio, 2014)

1. Introduccion

Nicaragua es un pais con un enfoque en la ganaderia, desde el punto de vista econémico,
ésta industria genera grandes ingresos; sin embargo, también produce un volumen
considerable de residuos o desechos entre ellos gran cantidad de pezufias que, al no ser
aprovechados, acrecientan la problematica ambiental. Estos residuos (principalmente
pezufas, cuernos, pelo) contienen un alto porcentaje de queratina, lo que ha llevado a
estimular una investigacioén centrada en el estudio de los posibles usos de estos desechos

como materia prima para la obtencion de queratina.

La queratina es una proteina que ha ido tomando popularidad en los ultimos tiempos. Se
la conoce més ampliamente en la industria cosmética. Se le atribuyen varias propiedades
al ser aplicada sobre el cabello, como brillo, elasticidad y resistencia. También tiene
aplicaciones en otras industrias como la agricola, médica y textil. (Chavez; Tenorio, 2014)
Por ejemplo, en Ecuador mensualmente se desechan 72 toneladas de plumas de pollo y
se importa grandes cantidades de productos cosméticos como cremas, gel, shampu,
locion, etc. para el cabello que contienen queratina. (Claudio, 2009)

La extraccion de queratina en pezufias bovinas ha sido poco estudiada por la complejidad
de tratamiento de solamente se encontraron referencias de estudios, en el continente
asiatico y el sur de América. Se han encontrado investigaciones de métodos de obtencion
de queratina a partir de residuos agroindustriales como lo son las plumas de pollo, pero
no existen reportes a nivel de centro América sobre el aprovechamiento de residuos de

pezufas bovinas, para obtener esta misma proteina.

De acuerdo con el reglamento CE 1774/2002 del Parlamento Europeo y del Consejo, los
residuos de queratina se han clasificado como material de la categoria 3, que indica que

no se destina al consumo humano; sin embargo, el mismo no transmite enfermedades a
3



los seres humanos y animales. Durante el siglo pasado, la investigacion se ha centrado
en la extraccion y purificacion de las queratinas (de diferentes fuentes) para utilizarla en

una amplia variedad de aplicaciones. Estudio en pezufia bovina. (Yamauchi., 1996)

Hay una cantidad significativa de investigaciones que se han llevado a cabo en varias
fuentes de queratina, hay informes escasos disponibles en la extraccion, caracterizacion
y utilizacién de la queratina de los cascos de la especie bovina, que es una importante

fuente de queratina en comparacion con otras fuentes de queratina.

A su vez se desconoce la influencia de las variables de condiciones del proceso de
obtencién de la queratina en sus parametros de calidad, ya que los métodos encontrados
especifican las condiciones necesarias para su extraccion y esto no permite saber si la
calidad de la queratina aplicada en el area de la cosmética es de buen resultado.
(Yamauchi., 1996)

El objetivo principal de esta investigacion es establecer un método adecuado de
produccion de queratina hidrosoluble, a partir de pezufias bovinas, y condiciones

necesarias para la obtencion del producto.

En este trabajo se recolect6 la muestra de residuos de pezufia sin distincion de edad del
ganado bovino. Para la caracterizacion del hidrolizado obtenido, se evaluaron algunas
propiedades fisicas y quimicas como: densidad, punto de fusion, punto de ebullicion,

color, olor y pH.



1.1 Planteamiento de problema

Nicaragua ocupa un lugar importante a nivel agroindustrial (Chavez; Tenorio, 2014) en
los cuales, se generan desechos que aun no son aprovechados, como es el caso de las
pezufias que son arrojadas a los basureros sin ningun tratamiento previo, por lo cual se
generan residuos, estos son biodegradables y sufren un proceso de descomposicion que
dura aflos antes de integrarse nuevamente al ambiente, durante este tiempo de
descomposicion se presentan diferentes problemas como la emanacién de malos olores,
contaminacion de fuentes de agua y la proliferacion de plagas (moscas, gusanos, etc.)
causando amenazas al medio ambiente. Una forma de aprovechar este recurso que ha
sido poco estudiado, es utilizarlo como materia prima para la obtencion de queratina.
Documentos confirman que el tiempo de degradacion de esta materia es
aproximadamente de 15 a 20 afios. (Salazar, 2013).

Existe un método establecido para la extraccion de queratina en pezufia bovina
(Yamauchi,1996) en el que se utiliza reactivos y equipos que no estan al alcance para
llevar a cabo este proceso, asi mismo se considera que algunos de los reactivos del
método de Shindai son un poco agresivo para el uso o aplicaciéon, por lo tanto, se
pretende realizar una modificacion a los métodos sulfuro sodico y de Shindai adaptando
un nuevo procedimiento a las condiciones del laboratorio con el fin de obtener un método,

favorable para fines cosméticos.



1.2 Justificacion

La finalidad del estudio es la implementacion de un método para la extraccion de
queratina alfa soluble empleando como materia prima pezufas bovinas procedente del
rastro municipal-Le6n mediante la combinacion de los métodos de Shindai y sulfuro de

sodio adaptado a nuestras condiciones de trabajo (reactivos y equipos disponibles).

En los ultimos tiempos a nivel mundial la queratina alfa-soluble se ha convertido en un
aditivo principal en productos para el tratamiento de cabello, por lo que constituye una
empresa importante en la industria cosmética y como aprovechamiento paliativo de

residuos generados (pezuias bovinas).

Existen dos tipos de queratina, alfa y beta: el alfa es soluble y se emplea para fines
cosmeéticos y la beta es insoluble y es utilizada en la industria textil y la industria médica.
Ambas se diferencian por su proceso de extraccion, la queratina beta requiere de un

procedimiento mas (liofilizacion) para su obtencion.

Por lo que se propone un procedimiento de bajo costo y que se adapta a nuestras
condiciones de trabajo para llevar a cabo el proceso de extraccion de queratina alfa-
soluble, y para comprobar la presencia de la proteina se realizan algunas pruebas fisicas,

quimicas y organolépticas.



2 Objetivos

2.1  Objetivo general
Extraer queratina alfa-soluble mediante la combinacion de los métodos Shindai y Sulfuro

sbdico en pezufias bovinas para uso cosmetico.

2.2  Objetivos especificos
e Elaborar un procedimiento a partir de los métodos Shindai y Sulfuro sodico para la

extraccion de queratina alfa soluble adaptado a las condiciones de trabajo.

e Ajustar las variables (gramos de muestra, concentracion del extractante, volumen
de oxidante) del procedimiento propuesto para la extraccion de queratina alfa
soluble en pezufias bovinas.

e Identificar la presencia de la proteina mediante pruebas de densidad, punto de
fusion, punto de ebullicién, pH, y pruebas organolépticas (color, olor, apariencia y

textura).



3 Marco tedrico

3.1 Materia prima

3.1.1 Pezuias bovinas
Una pezuiia es una ufia muy desarrollada, compuesta por queratina, que cubre los dedos

de las patas en los animales ungulados. Los animales que tienen pezufias caminan
apoyando su peso en éstas y se denominan por ello digitigrados, Un digitigrado es un
animal que permanece o camina apoyado solamente en los dedos de sus patas, sin
apoyar la articulacion del talon.

El principal componente de piel, cabello, ufias, pezufias y cuernos es la queratina, esta
proteina es extremadamente fuerte, los aminoacidos que la conforman tienen
caracteristicas Unicas y son los responsables de que la queratina sea suave Yy flexible
como la presente en la piel o dura y resistente como en el caso de los cascos. La figura

1 muestra la superficie del casco bovino (Gloobe, 1989: pp.43-44)

Linea Blanca
While lino

Espacio inlordigilal
Interdigital space

Figura.l. Superficie del casco bovino (Gloobe, 1989)

3.2 Las proteinas
Son biopolimeros, formados por gran numero de unidades estructurales repetitivas,

debido a su gran tamafio, cuando estas moléculas se dispersan en un disolvente
adecuado, forman siempre dispersiones coloidales, con caracteristicas que las
diferencian de las disoluciones de moléculas mas pequeias. (Garcia, 2010)
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3.2.1 Caracteristicas de las proteinas
Las proteinas son largas cadenas de aminoacidos unidas por enlaces peptidicos entre el

grupo carboxilo (-COOH) y el grupo amino (-NHz2) de residuos de aminoacido adyacentes.
En la figura 2 se presenta la reaccion entre aminoacidos para la formacién de enlaces

peptidicos.

R O HER O

| I“"'““'_f"‘;l I
NH,-CH-G-OH + NH:CH-C-OH

B (O R' O

||l |l
NH,-CH}C-NH{CH-C-OH+H,0

Figura.2. Reaccion entre aminoacidos para formar el enlace peptidico (Garcia, 2010)

Por hidrélisis, las moléculas de proteina se dividen en numerosos compuestos
relativamente simples, de masa molecular pequefia, que son las unidades fundamentales
constituyentes de la macromolécula, estas unidades son los aminoécidos, de los cuales
existen veinte especies diferentes y que se unen entre si mediante enlaces peptidicos.
Cientos y miles de estos aminoacidos pueden participar en la formacion de la gran

molécula polimérica de una proteina. (Garcia, 2010).

3.2.2 Estructura de las proteinas.
La organizacion de una proteina viene definida por cuatro niveles estructurales

denominados: estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura
cuaternaria. Cada una de estas estructuras informa de la disposicién de la anterior en el

espacio. (Garcia, 2010)

a) Estructura primaria: la estructura primaria es la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Nos indica qué aminoacidos componen la cadena polipeptidica y el orden
en que dichos aminoacidos se encuentran. La funcién de una proteina depende
de su secuenciay de la forma que ésta adopte, tal como se muestra en la siguiente

figura.



b) Estructura secundaria: la estructura secundaria es la disposicion de la secuencia
de aminoacidos en el espacio. Los aminoacidos, a medida que van siendo

enlazados durante la sintesis de proteinas y gracias a la capacidad de giro de sus

Figura.3. Estructura primaria de las proteinas. (Benitez, 2008)

Gly=Glicina

lle= Isolcucina

Val= Valina
Cys=Cistcina
Glu=Acido Glutamico
Gln= Glutamina
Ala=Alanina
Ser=Serina
Leu=Leucina
Asp=Acudo Aspartico
Arg=Arginina
Cys=Cistcina
Pro=Prolina
Lys=Lisina
Phe=Fenilalanina
Tyr=Tirosina
His=Histidina
Lys=Lisina
Asn=Aspargina

enlaces, adquieren una disposicion espacial estable.

Existen dos tipos de estructura secundaria:

Estructura alfa-hélice. - ésta estructura se forma al enrollarse helicoidalmente
sobre si misma. Se debe a la formacién de enlaces de hidrégeno entre el -C=0
de un aminoacido y el -NH- del cuarto aminoacido que le sigue. La figura 4

muestra la estructura alfa-hélice de las proteinas con estructuras secundarias.

Figura.4. Estructura secundaria (alfa- helicoidal) de las proteinas. (Benitez, 2008)
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e Estructura beta: en esta disposicion los aminoacidos no forman una hélice sino
una cadena en forma de zigzag, denominada disposicion en lamina plegada
como se observa en la figura 5 siguiente.

Figura.5. Giro beta y estructura secundaria beta de las proteinas. (Benitez, 2008)

El giro beta permite un cambio de direccion de la cadena peptidica, necesario para que
adopte una estructura mas compacta y las hebras beta estan representadas como
flechas, conectadas a través de dobleces y giros beta.

c) Estructura terciaria: ésta corresponde a la disposicion de la estructura secundaria
de un polipéptido, al plegarse sobre si misma originando una conformacién

globular, la que facilita la solubilidad en agua y asi realizar funciones de transporte,
enzimaticas, hormonales, etc.

Esta conformacion globular se mantiene estable gracias a la existencia de enlaces
entre los radicales R de los aminoacidos.

Los varios tipos de enlaces son:

e Unidn disulfuro entre los radicales de aminoacidos que tienen azufre.

e Puentes de hidrégeno.

e Unidn idnica.

e Interacciones hidréfobas.

La figura 6 presenta las conformaciones globulares con los diferentes tipos de enlaces.
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Figura. 6: Estructura terciaria de las conformaciones globulares. (Genoma, 2010)

d) Estructura cuaternaria: Esta corresponde al complejo proteico, formado por
enlaces débiles (no covalentes) de varias cadenas polipeptidicas con estructura
terciaria (Figura 7). Cada una de las cadenas polipeptidicas recibe el nombre de
protdmero. El nimero de protémeros varia desde dos, (como en la hexoquinasa);

cuatro (como en la hemoglobina), o muchos, (como la capsida del virus de la

poliomielitis, que tiene sesenta unidades proteicas).

J

‘ Cadenas P

Figura.7. Estructura cuaternaria de las proteinas. (Genoma, 2010)

La figura anterior corresponde a la molécula de hemoglobina. Formada por dos cadenas
de a-hemoglobina y dos cadenas de B-hemoglobina. Cada Cadena transporta una

molécula de oxigeno es la que conforma la estructura cuaternaria. (Genoma sur, 2010)
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3.3 Queratina
Es una proteina que se presenta en forma de microfibrillas, como si fuesen una maroma

0 cuerda. Las proteinas siempre estan formadas por cadenas de aminoacidos que se
enlazan entre si formando fibrillas. Estd muy extendida en la naturaleza: ademés de
encontrarse en la piel, cabello y uilas en humanos, también se encuentra en la lana, las
plumas, pelo, pezufias, cuernos, etc., de los animales.

La queratina estd compuesta basicamente por un aminoacido de alto contenido de azufre
(cistina). La queratina puede ser de dos clases: dura y blanda. Las queratinas duras
contienen entre un 15 o un 18% de azufre, mientras que las blandas sélo tienen entre un
2y un 4%.

Células

Filamento
intermedio

Protofibrilla
“3\5-— Protofilamento
=,

Dos cadenas A
entrecruzadas =
<« Hétice

Figura.8. Estructura de la fibra de queratina. (Dvorkin, 2010)

La figura 8 presenta la estructura de una fibra de queratina la cual estd compuesta por
una serie de aminoacidos, entre los mas abundantes esta: la 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%. En la siguiente figura se observa

la estructura completa de la queratina y sus conformaciones amidicos
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Figura.9: Estructura general de la queratina

3.3.1 Estructura de la queratina.

La queratina posee tres clases de estructuras: estructura primaria, estructura
secundaria, y estructura terciaria.

a) Estructura primaria: ésta es fundamental para conservar la forma tridimensional de la
proteina, cualquier modificacién en la secuencia de aminoacidos podria ocasionar un
cambio en la estructura tridimensional y afectara la funcion biolégica. (Chamizo
J.1994). En la figura 10 se muestra la secuencia de enlaces entre los aminoacidos

gue corresponden a la estructura primaria de la queratina.

57
5 /:(ya]g,._‘.er_lmlTyr cmku
- oy
[ 5 A As
Y-lte-val-Glu-Ctn-Cr2- TYE Gy A
s $
Ph e.Val'h-‘“'Cln_Hié IS s
Leton o
‘cks"im, LegVal ~Cly-Clu-Arg-Cly
-~ Ty~ “Phe
~Val. G- Ala Lew
T
Thr
Plro
L
Ala th

Figura.10. Estructura primaria de la queratina. (Benitez, 2008)
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b) 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 hidrogeno del amino
de un aminoécido y el oxigeno del carboxilo de otro a como se muestra en la figura

siguiente.

enroscamientos
aleatorios

L - hélice

puente de
hidrégeno

puente de

o

hoja 3 - plegada

Figura.1l. Estructura secundaria, en a-hélice y en hoja 3-plegada, de la queratina. (Benitez, 2008)

c¢) Estructura terciaria: Debido a la interaccién de los grupos R de los aminoécidos, la
cadena polipeptidica se pliega determinando una intrincada estructura tridimensional

como se observa en la figura 12.

NNy e

Una cspiral de a-HELICE

Di PROTOMERO
Par de espirales

PROTOFILAMENTO
Unién de pares de espirales

PROTOFIBRILLA
Unién de de tres 6 mds
espirales.

Figura.12. Estructura terciaria de la queratina. (Benitez, 2008)
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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 unién no tiene lugar de cualquier manera, sino de una forma muy concreta: una

subunidad acida se unira con una subunidad basica. De esta forma, la macromolécula

acabara teniendo la misma proporcién de subunidades basicas que de subunidades

acidas.

3.3.2 Reacciones quimicas de la queratina:

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

enlaces tales como:

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.

Puentes salinos: se forman entre los grupos de &cidos y basicos de las cadenas
laterales. Cuando estos grupos sobrantes no forman enlace amidico, estan cerca
uno del otro, se origina una atraccibn entre sus cargas 0 atracciones
electromagnéticas.

Enlaces disulfuro: es la union que 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.

Puentes de hidrogeno: se originan por la atraccion de atomos con polaridad
negativa al hidrogeno con polaridad positiva. Por estos puentes las cadenas no
son rectilineas sino helicoides, girando sobre si misma como una cinta enrollada.
Tal como es el caso de la alfa-queratina, cuyas uniones son débiles en relacion a
la unién de los aminoacidos y se rompen con facilidad, cuando se mojan con agua,
0 por estiramiento, o la beta-queratina que no es estable, por las cadenas que
toman asi una forma aplanada o estirada, y tiende a recuperar la posicion alfa-

queratina. (Wilkins, Moore, & Rodriguez, 1990).
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3.3.3 Reductores y oxidantes de la queratina

3.3.3.1 Reductor
Dentro de las sustancias que reaccionan con la queratina se encuentra el Sulfuro de sodio

(Na2S) que es una sustancia cristalina incolora con buena solubilidad en el agua y mala
solubilidad en la mayoria de los disolventes organicos, con excepcion de la glicerina.
Es un agente queratolitico efectivo para el reblandecimiento de proteinas, tales como la
gueratina. Cuando se disuelve en agua da soluciones fuertemente alcalinas (NaOH).
Como el azufre, es menos electronegativo que el oxigeno y sus electrones externos estan
mas esparcidos: los atomos de azufre forman enlaces de hidrogeno mas débiles que con

el oxigeno. (Favela, 2012)

3.3.3.2 Oxidante
El perdxido de hidrogeno (H2032), es otra de las sustancias involucradas en el proceso de

extraccion de queratina, la que a temperatura ambiente es un liquido incoloro con sabor
amargo. Pequefias cantidades de peréxido de hidrogeno gaseoso se encuentran
naturalmente en el aire. El peroxido de hidrégeno es inestable y se descompone
lentamente en oxigeno y agua con liberacion de calor. Su velocidad de descomposicion
puede aumentar mucho en presencia de ciertos catalizadores. Aunque no es inflamable,
es un agente oxidante potente que puede causar combustion espontanea cuando entra
en contacto con materia organica o algunos metales, como el cobre, la plata o el bronce.
(Escobados, Cisneros, 2007)

Como el H202, es un liquido altamente polar, fuertemente enlazado con el hidrégeno, tal
como el agua, es un liquido ligeramente mas viscoso que éste. Totalmente miscible en
agua, e inmiscible con la mayoria de disolventes organicos.

El peroxido de hidrogeno es empleado en procesos de oxidacion, ya que provee
facilmente atomos de oxigeno. Con moléculas que tienen enlaces sulfuros, los convierte
a azufre a pH acido, mientras que a pH alcalino (superiores a 8) forma sulfato, es decir
que, es un fuerte oxidante en medio acido y, en menor medida en medio basico.

El poder oxidante del peréxido de hidrégeno, es mayor conforme aumente su

concentracion, y de esta manera la tendencia del pH final de la solucion es a disminuir.
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3.3.4 Usos de la queratina

3.34.1 En cosmetologia
La queratina es parte de muchos tratamientos cosméticos capilares, protege el interior

del cabello, influye en el color y en el brillo, que le afectan los factores mecanicos,
guimicos o ambientales. Estos modifican la estructura del cabello convirtiéndolo en fragil
quebradizo y poroso, la queratina puede evitar el deterioro del cabello por la continua

exposicion a estos factores. (Wilkins, Moore, & Rodriguez, 1990).

3.34.2 En la industria textil
La queratina, se usa como material de refuerzo en la fabricacion de polimeros

industriales, tales como: los polietilenos y los polipropilenos, en la produccion de pasta
de papel o carton y la fabricacion de biomateriales o materiales biomédicos, entre otros.

3.3.4.3 En la industria alimenticia.
La queratina, que contiene 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
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 usadas en dietas balanceadas sin limitaciones nutricionales.

3.3.4.4 En la industria agricola
La queratina, presente en las plumas es un recurso adecuado para la elaboracion del

Compost (proceso de degradacion microbiolégico aerobio de materiales organicos
realizado en condiciones controladas, en el que debido a la actividad microbiana se
obtiene un abono organico) 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 sustancias de facil biodegradacion,
contribuyendo al desarrollo de los microorganismos que enriqueceran el suelo con

nitrégeno y fosforo. (Carlosama, 2010).
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3.3.5 Pruebas fisicas de la queratina alfa-soluble

3.3.5.1 Densidad
La densidad es una propiedad bésica de cualquier liquido, y se define como su masa

por unidad de volumen. Las unidades mas comunes de la densidad son g/ml y
kg/m3. En el caso concreto del agua, su densidad es 1g/ml o bien 1000 kg/m3.
(Huerta, 2013). Viene dada por la siguiente ecuacion:

Myg —Mp

\

p

Pa =

Ecuacién.1.Férmula para calcular la densidad

3.3.5.2 Punto de fusion.
La fusién es el proceso por el cual un sélido pasa a liquido por la accién del calor; el punto

de fusion de una sustancia soélida a una presion dada se define como la temperatura a la
cual ocurre la transicidon de las fases. Sin embargo, este proceso puede ir acompafado
por descomposicion del producto. El punto de fusidn suele ser la primera propiedad fisica

que se determina para caracterizar una sustancia solida. (Pérez, 2016)

3.3.5.3 Punto de ebullicion
El punto de ebullicion es la temperatura a la cual se genera un cambio de estado de

liquido a vapor (Perez, 2016)

3.3.6 Pruebas quimicas de la queratina alfa-soluble

3.3.6.1 pH
El pH es una medida de acidez o alcalinidad que indica la cantidad de iones de hidrégeno

presentes en una solucion o sustancia. (Perez, 2016).

3.3.7 Pruebas organolépticas a la muestra.
Un analisis organoléptico es una valoracion cualitativa que se realiza sobre una muestra,

basada exclusivamente en la valoracion de los sentidos (vista, gusto, olfato, etc.)
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3.3.7.1 Color y olor
El color y olor debe ser caracteristico de la materia prima de la cual fue extraida.

3.3.7.2 Apariencia y textura
Debe ser un liquido fluido viscoso, poco denso.

3.4 Valores de referencia de Queratina Alfa soluble

Tabla. 1: Valores de referencia (Rodriguez, 2009)

Magnitudes Valores tedéricos

Densidad 1.15-1.20 g/mL

Punto de fusion 190 - 200 °C

Punto de ebullicion | 100 - 146 °C

pH 4.8 -6.8

Olor y color Caracteristico de la materia extraida
Apariencia y textura | Liquido fluido, viscoso

3.5 Analisis estadistico
3.5.1 Disefio factorial
Es una técnica estadistica de reduccidn de datos, usada para explicar las correlaciones

entre las variables observadas en términos de un namero menor de variables no

observadas llamadas factores. Las variables observadas se modelan como

combinaciones lineales de factores, mas expresiones de error. (Chuecon, Carles, 2008)
21’1

Ecuacion 2. Férmula para determinar el nimero de factores.
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3.6 Materiales, Reactivos, Equipos y Métodos

3.6.1 Materiales

Tabla. 2: Materiales para el proceso de extraccion.

NOMBRE MARCA | CLASE

Balones fondo redondo 250mL | pirex A
Beaker 100, 250mL pirex A
Espatula || e
Probeta 10, 100mL pirex A
Gotero | |-
Magneto | = | e
Varillade vidrio | meeem | s
Kitazato pirex A
Embudo Bichner coors A
Picnébmetro. 10mL pirex A
Papel filtro pliego

Pizeta e ] e
Capilares e | 2

3.6.2 Reactivos

Tabla. 3: Reactivos para el proceso de extraccion

NOMBRE MARCA No. CAS
Sulfuro Sédico T3Q 1313-84-4
Peroxido de Hidrogeno 9% | Fisher chemical 7732-18-5
Acido Sulftrico 20% Fisher chemical 7664-93-9
Hidroxido de Sodio 0.5 M | Emsure 011-002-00-6
Hexano EM 110-54-3
Diclorometano Fisher chemical 67-66-3
Buffer 4,7,10 Thermo Fisher scientific | 258590000
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3.6.3 Equipos
Tabla. 4: Equipos para el proceso de extraccion

NOMBRE MARCA MODELO
Molino semi industrial | Wiley Mill 1886p-2
Aparato Soxhlet Refrigerante: Savant 145

Manta calefactora: electromantle

Bomba de vacio Welch modelo 8907A
pH-metro Orions star 123

Fusiémetro barnstead electrothermal IA9000
Agitador-Plancha Isotemp Fisher Scientific. 233556
Balanza Sartorius Practum213-1S

3.6.4 Métodos
Existen varios métodos para extraer queratina, dentro de los cuales se pueden

mencionar:

e Sulfuro de sodio

e Shindai

e Etoxido de sodio

e Borohidruro de sodio

e Métodos con microorganismos

De todos ellos, los métodos que mas se ajustan a las condiciones de trabajo son:
Sulfuro sédico y Shindai.

3.6.5 Meétodo del sulfuro sédico
Este método se cred para la extraccion de queratina en plumas de gallina. El estudio se

realizé en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Central

del Ecuador.

3.6.5.1 Procedimiento
A un frasco de polietileno seco (de boca ancha, con tapa de rosca y de un litro de

capacidad) se adiciona 5 g de plumas y 50mL de solucion acuosa de 3g de sulfuro de
sodio. El frasco con la mezcla anterior se tapa y se sujeta sobre una plataforma movil,
donde la mezcla se agita por un 24h a temperatura ambiente. La suspension obtenida se
filtra (con papel cualitativo), el filtrado se recoge en otro frasco de vidrio (de boca ancha
con tapa y de 500mL de capacidad), luego se adiciona 2.5mL de perdxido de hidrogeno

de 30V. El recipiente se tapa y se agita en la plataforma movil por 50 minutos, a
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temperatura ambiente. Luego la mezcla anterior se acidifica hasta pH 4.8, adicionando
acido sulfarico al 20% dejar en reposo 24h. La suspension formada se decanta por 24
horas y se filtra con papel cualitativo. El sélido se lava con 50mL de agua destilada, la
mezcla del filtrado y el agua del lavado se neutraliza con hidroxido de sodio diluido (hasta
pH 7) y se deja en reposo por 48 horas. Luego se filtra la suspension, el solido se lava
con 50mL de agua destilada, el filtrado se agita por 2 horas y se decanta por 1 dia. Hecho
esto, se filtra la suspension (en papel cualitativo) y el filtrado se afora a 200mL. Esta es
la solucién acuosa de queratina obtenida. (Florido, 2010)

3.6.6 Método de Shindai
Este método se emplea para extraer queratina alfa y beta en pezufias bovinas. Se

desarrollé en la Universidad ANNA, Chennai, ciudad al sur de la india.

3.6.6.1 Procedimiento
La primera etapa de extraccion es el desengrasado es decir, la eliminacion de las grasas

de la materia prima mediante el aparato Soxhlet; usado para llevar a cabo el
desgrasado/deslipidizacion de la muestra de pezufia pulverizada durante dos dias.
Mezcla de hexano y diclorometano (1:1, v/v) se utiliza para reflujo. 10g de materia prima
desgrasada se mezcla con 7M urea, 6g de SDS (dodecilsulfato sodico) y 15 ml de 2-
mercaptoetanol en un matraz de 1000 ml de fondo redondo y se mantuvo en un agitador
orbital a 60 C durante 12 h para extraer la queratina a pH 7 (Yamauchi et al 1996).
Después, la solucion resultante se centrifuga durante 15 min a 6000 rpm y el
sobrenadante se dializa frente a agua desgasificada durante 5-6 dias. Una cantidad de
queratina extraida se mantuvo en un congelador a -80 C durante 5 h y se liofilizé para
convertirlo en polvo. En lo sucesivo, la queratina dializada, es decir el que antes de la
liofilizacién, se menciona como la queratina liquido (alfa queratina) y el liofilizado se

mencionarad como la queratina en polvo (beta queratina).
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4 Metodologia

El estudio realizado es de tipo experimental-cuantitativo. Primeramente, se recolecto la
materia prima (pezufias bovinas), y luego se llevé a cabo los procesos para el
acondicionamiento de esta materia (lavado, secado, cortado, triturado, desengrasado,
hidrolisis, oxidacion, filtracién). Posteriormente se efectuaron pruebas de verificaciones
fisicas, quimicas y organolépticas para la identificacion del producto obtenido.

El proceso de extraccion de alfa queratina a partir de pezufias bovina se realizo en el
laboratorio de energia renovable de la facultad de ciencias y tecnologia (UNAN-Leon).
Se modificaron los métodos Shindai y Sulfuro Sdédico para obtener el nuevo
procedimiento de extraccion de queratina alfa soluble, ya que ambos métodos son
empleados para extraer queratina alfa soluble y beta queratina. La queratina alfa es
soluble en medio acuoso y la beta queratina es completamente insoluble.

Se realiz6 un disefio factorial con tres variables (gramos de muestra, concentracion de
extractante (NazS), volumen de Oxidante (H202)) en base a la ecuacién N°2, (2" = 23 =
8) con un total de 8 experimentos para indicar qué factores influian en este proceso
propuesto de extraccion de queratina alfa soluble.

A continuacion en la figura 13 se muestra los métodos de extraccion de queratina de

referencia que se modificaron y el nuevo método propuesto de extraccion.
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Métodos de extraccion
de queratina

Método 1: Shindaii

v

Método 2: sulfuro sédico Na,S ‘

(1)‘ Muestra: Pezufia bovina (1)‘ Muestra: Plumas de gallina
¢ Lavado y secado
Lavado y secado ]
(2)| Lavar con agua destilada, secar @) se 'da‘.’a” gon ag”‘a des"'atday
en un horno a 100°C por 2h. SeloeianiSecanalicmperatra,
Ambiente.
Desengrasado Hidrolisis
Aparato  soxleth, mezcla de (3)] En un frasco polietileno agregar
(3)| hexano y diclorometano 1:1 5g de materia y una solucion
A reflujo por dos dias acuosa de Na.S, 3g en 50mL.
¢ Agitar por 24h a temp. ambiente
Hidrolisis Filtracion
10g de muestra desengrasada se (4) La suspensién se filtra con papel
(4)| mezclo con 7M de urea 6g de cualitativo
SDSy 15 ml de
2-mercaptoetanol. Se mantuvo
en 6n 12h. () Oxidaciéon
A la solucién se agrega 2.5mL de
_ H,0,, agitar nuevamente por 50
Centrifugacion min. Luego se acidifica con
(s)| L& solucién  resultante se H,S0, al 20% hasta pH 4.8.
centrifuga durante 15 min a 6000
rpm
- ¢ © Filtracién y decantacion
pializacion ) Se filtra la suspensién y se agita
(6) E! sobrenadante se dializa frente por 2h y se decanta por 24h. Se
a agua desgasificada durante 5-6 filtra nuevamente y se afora a
dias. 200mL

Solucién de
a-queratina

a-queratina

Solucién de P e
Liofilizacion

Soluciot
B-queratina

A partir de la etapa (2) de ambos
métodos, se desarrolla el nuevo
procedimiento de extraccion.

Muestra pezufas bovinas

2

Limpieza y lavado.
con un cepillo y agua lavar muy
bien la muestra.

¥

‘ Secado. ‘

8h diarias por 3 dias a T°
ambiente.

Cortado y triturado
Cortar en trozos de 2.5cm?
aproximadamente y triturar en un
molino semi industrial.

Secado en horno
6h a 100°C

Desengrasado

Técnica soxleth, 30g de muestra,
se dejan a reflujo con una mezcla
de hexano y diclorometano 1:1

por 4h.
¥

Hidrolisis alcalina

Agregar 100mL de Na,S al 8%, a
10g de muestra y agitar por 24h
a T° ambiente.

Oxidacién y acidificacién
Agregar 6.5 mL de H,O,, a la
solucion hidrolizada, agitar por
20 o 30 min. Luego acidificar con
H,SO;, al 20% hasta pH 4.8 y
dejar reposar 24h.

Filtracion al vacio

Filtrar al vacio la mezcla
heterogénea y recolectar la
muestra liquida.

¥

El liquido obtenido (Queratina a-
soluble) se guarda en frasco de
vidrio.

12

Figura 13. Flujograma de los métodos modificados y nuevo método de extraccion.
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4.1 Proceso del estudio

4.1.1 Recoleccion de la materia prima

La materia prima (pezufias bovinas) se recolectd en el rastro municipal ubicado en la
cuidad de ledn, Nicaragua como se muestra en la figura 14a y 14b.

= 8-
tal Leyendas. Q 5‘:”??; & e:ux_eg I 7 :
= b

(b)

Figura.14ay 14b. Ubicacion del rastro municipal, Leon. (google map)

4.2 Procedimiento propuesto parala extraccion de queratina alfa soluble
4.2.1 Tratamiento de la materia prima

42.1.1 Limpieza y lavado:
Con una brocha o cepillo se limpia todo residuo o piel adherida a la pezufa, luego

se coloca en un recipiente de plastico conteniendo suficiente agua, se friega con

brocha/cepillo y agita manualmente hasta retirar por completo la suciedad.

4.2.1.2 Secado a temperatura ambiente
Dejar secar bajo sol durante 8 horas por 3 dias.

4213 Cortado y Triturado
Se cortan pequefios trozos de aproximadamente 2cm?® para obtener una muestra

homogénea al momento de pulverizarla en el molino.

4214 Secado en horno
Pulverizada la muestra, dejar secar durante 6 horas a 100 °C.
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4.2.1.5 Desengrasado
Para esta etapa de desengrasado se utiliza la técnica soxhlet. Se usan camaras de

extraccion, balones fondo redondo de 250 ml, mantas calefactoras, refrigerantes, y una
mezcla de Hexano-Diclorometano 1:1 (100mL). A cada los balones se agrega 100mL
de cada solvente, en las camaras se colocan cartuchos de papel filtro que contiene 30g

de muestra. Se deja a reflujo durante 4 h.

4.3 Procesos quimicos de la materia

4.3.1 Hidrolisis alcalina
En un beacker de 250mL Se afiade 8 g de sulfuro sddico y 100mL de agua destilada,

agitar hasta disolver completamente. Se pesa 10 g de muestra y se agrega a la solucion
de sulfuro. La cual tiene una duracion de un dia, manteniendo una agitacion constante

para que se dé correctamente la hidrolisis.

4.3.2 Oxidacion
v Agregar 6.5mL peroxido de hidrogeno, agita nuevamente de 20 a 30 minutos.
v' Afiadir H2S04 al 20% para ajustar el pH a 4.8, y evitar la precipitacion de la

proteina, por lo que se debe dejar en reposo durante 24 h.

4.3.3 Filtracion a vacio
Se realiza para eliminar el contenido de sales del liquido (conteniendo la queratina
soluble).
v Se utiliza una bomba de vacio modelo 8907 para la filtracion.
v" En un embudo buchner con papel filtro se afiade la materia (liquida), para luego
montarlo a un matraz kitasato, asi procederemos a la filtracion hasta obtener
totalmente el liquido. (el residuo restante se puede utilizar como abono en la

agricultura.
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4.4  Verificacidn del producto obtenido

4.4.1 Pruebas fisicas para el producto obtenido

44.1.1 Procedimiento para determinar densidad.
La densidad se determina por el método del picnémetro, solamente se necesita la

masa del mismo en tres situaciones diferentes. Todas las masas se pesan en una
balanza analitica, con la tapa (balanza previamente verificada).
v Pesar el picndmetro vacio y anotar su masa (mp).
v' Enrasar el picnémetro con agua (fluido de referencia) y anotar su masa (mp+w).
Enrasar el picndmetro significa llenarlo completamente, evitando la formacion
de burbujas en su interior. Al cerrarlo, el nivel de agua subira por el capilar y
ésta rebosara, quedando el capilar también lleno de agua. Una vez el agua
haya rebosado, habra que secar el picndmetro por fuera antes de pesarlo.
v' Enrasar el picnémetro con disolucion (liquido cuya densidad queremos hallar)
y anotar su masa (mp+d). Se seguira el mismo procedimiento y se tendran las
mismas precauciones que al enrasar el picnémetro con agua. (Huerta, 2013).

m

L —M
Py = e b

\Y

p

Ecuacién 3: Férmula para calcular densidad

4.4.1.2 Procedimiento para medir punto de fusion.
Colocar una pequefia cantidad del producto obtenido en estado solido en un tubo capilar,

colocar el capilar previamente preparado en el fusiometro, de tal manera que se pueda
observar el cambio de estado del producto y anotar la temperatura inicial y la final hasta
que cambie de estado solido a liquido.
Nota: En la etapa de evaporacion para convertir en solido el producto, se
recomienda no aumentar la temperatura a mas de 100 °C para evitar reacciones

violentas y pérdidas del producto obtenido.
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4.4.1.3 Procedimiento para medir punto de ebullicion.
En una plancha de calefactora se coloca un beacker de 50ml, con un volumen pequefio

de muestra y un termometro, se deja calentar hasta ebullicion (p.eb de la queratina
hidrolizada 100 a 146 C). (Santander, 2017).

4.4.2 Pruebas quimicas para el producto obtenido.

44.2.1 Verificacion del pH-metro.
v Realizar el procedimiento de encendido a como indica el fabricante.

v" Transferir 10 ml de las soluciones buffer a un Beaker de 50 ml.

v' Ajustar la temperatura de las soluciones buffer de pH 4.01 y 7.00 a 25°C.

v Proceder a verificar primeramente con buffer 7.00 sumergiendo el electrodo a la
solucién, después de la lectura, enjuagar y secar el electrodo para proceder a
verificar con el buffer pH 4.01.

v" Anotar la respuesta del equipo y su pendiente.

v' Hacer la verificacién (paso 1-5) una vez antes de realizar las lecturas de la
muestra. (Pérez, 2016)

4422 Procedimiento para medicion de pH.
v" Transferir 10 ml de la muestra en un beacker de 50 ml.

v' Sumergir el electrodo a la solucion de muestra, enjuagar y secar el electrodo.
v" Anotar las respuestas del equipo.

“Nota: Realizar la verificacion antes de medir pH a la muestra”. (Pérez, 2016)

4.4.3 Pruebas organolépticas a la muestra.
4431 Color y Olor.
Observar el cambio de color durante cada etapa y anotar el olor caracteristico que se

desprende en el proceso.

4.4.3.2 Apariencia y textura.
Anotar cualquier cambio que se observe en cada etapa (si es viscoso, denso, si tiene

precipitados, coloides)

29



5 Resultados y discusion

A partir de la combinacion de los métodos de Shindai y Sulfuro sodico se elaboré un
nuevo procedimiento, experimentando con nuevas cantidades de muestra, de
concentracion de extractante, y volumen de oxidante, esto debido a que se realizaron
ensayos de acuerdo a las cantidades establecidas en los métodos originales, y no se
obtuvo resultados satisfactorios. La tabla 5 muestra las cantidades y las relaciones entre
gramos de muestra, concentracion de extractante y volumen de oxidante establecidos

por el método Na:S y los primeros ensayos realizados haciendo cambios en las

cantidades.
Tabla.5: resultado de ensayos previos
Gramos | Concentracion | Volumen Acidular con Volumen de a Queratina
de de de acido sulftrico Obtenido
muestra Extractante Oxidante 20%
(mL)

5¢ 3% - - Ninguno (Se evaporo
en la etapa de
hidrolisis)

59 6% 2.5mL - Ninguno (Se precipito
en la etapa de
oxidacion, formacion de
espuma).

59 6% 5mL 40 gotas 3 mL, liquido denso,
apariencia viscosa,
color blanco turbio.

El procedimiento realizado para la obtencién de a Queratina, se detalla el siguiente

flujograma:
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Inicio

Secado en horno
6h a 100°C

Muestra pezufias bovinas

Limpiezay lavado.
con un cepillo y agua lavar
muy bien la muestra.

Desengrasado

Técnica soxleth, 30g de
muestra, se dejan a
reflujo con una mezcla de
hexano y diclorometano
1:1 por 4h.

Cortado y triturado

Cortar en trozos de 2.5cms
aproximadamente y triturar
en un molino semi industrial.

Secado.
8h diarias por 3 dias a T°
ambiente.

\ 4

Hidrolisis alcalina

Agregar 100mL de Na,S al
8%, a 10g de muestra y
agitar por 24h a T°
ambiente.

Oxidacién y acidificacion
Agregar 6.5 mL de H,0,, ala
solucién hidrolizada, agitar
por 20 o 30 min. Luego
acidificar con H,SO,, al 20%
hasta pH 4.8 y dejar reposar
24h.

El liquido obtenido
(Queratina a-soluble) se

Filtracién al vacio
Filtrar al vacio la mezcla
heterogénea y recolectar la

guarda en frasco de vidrio. L
muestra liquida.

Figura. 15: Flujograma del procedimiento propuesto.

Hidrdlisis alcalina de la materia prima
Al disolver sulfuro de sodio en agua, la reaccion produce una solucién de sulfidrato de

sodio (NaSH) en un medio fuertemente alcalino (hidréxido de sodio, NaOH).

NasS + H,0 —* Na® (HS) ©+Na® (OH) ©

Cuando la muestra es sometida a la accion de sulfuro sédico en solucion, el ion sulfidrilo
reacciona con la proteina cistina rompiendo los enlaces disulfuros y generando asi la
proteina degradada cisteina (tioles), la forma reducida de la cistina.

La reaccion que favorece la degradacion de la queratina es la siguiente y se muestra en

la figura 16:

R-S-S-R + 2NaHS — 2R-SH + Na:S2

§ $ §
c=0 c=0 C=0
|

| I
| + 2 Na® {Hs}e__} EleH - CHl—SH + EN3ES5 - 58 Na®
5 i r{m

Cistina

Cisteina Sulfano

Figura.16. Reaccion de reduccion de cistina a cisteina. (Wade, 2008, pag.170)

Por otro lado, la figura 17 muestra la reaccion del sulfhidrato de sodio (NaSH), que

también reacciona con la cisteina producida haciendo que sea neutralizada y se produzca
31



sulfuro de hidrégeno gaseoso. No todo el sulfuro de hidrogeno producido se desprende

al medio, provocando de este modo que se necesite mayor cantidad de sulfhidrato de
sodio.

R-SH + NaHS — R-S®Na* + H2S

5 §

C=0 cC=0

| | e o
CH — CHZ‘—' SH + Na® (HS) S = (|:H —CH,—S Na + H.8
|

NH NH
5 §
Figura. 17. Reaccion de Salida de H2S. (Wade, 2008, p4g.171)

Por su parte, los iones hidréxilos del medio basico, de igual forma reaccionan colaborando
a la neutralizacién de la cisteina. En la figura 18 se muestra la reaccion.
R-SH + NaOH — R-S®Na* + H20

g §

C=0 c=0

| ! & @
CH—CHSH +Neme = (H-dimsN oy,
N N

‘, !&

Figura.18. Reaccion de neutralizacién de la queratina. (Wade, 2008, pag.170)

Oxidacion

El grupo sulfidrilo (-SH) de la cisteina es muy reactivo. Esto permite que se pueda llevar
a cabo una reaccion de oxidacidon reversible que reestablezca nuevamente la unién
disulfuro de la cistina. La oxidacién de dos moléculas que contiene cisteina forma cistina,
que contienen el enlace disulfuro. El enlace puede producirse en una Unica cadena para
formar un anillo o entre dos cadenas separadas para formar un puente intermolecular.
Los puentes disulfuro ayudan a estabilizar muchos polipéptidos y proteinas. Los tioles
libres se oxidan con H202 al 30% para formar la unién entre los disulfuros y restaurando

asi la cistina. La reaccion que tiene lugar es la siguiente y se muestra en la figura 19:

2 R-SH + H202 — R-S-S-R +H20
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5 § $
cC=0 Cc=0 CcC=0
| I \

2 (|:H —CH,~SH +H0, (I:H —CH,—S —S —CH, — CH +H,0
NH NH I{lH
S S
Cisteina Cistina

Figura. 19: Reacciones de formacion de disulfuro

A continuacion, el grupo disulfuro de la cistina nuevamente formada, se oxida en medio
acido (4cido sulfurico) para la formacion de sulfinilsulfona. Para la extraccion de queratina
de uso cosmético, la oxidacion debe producirse solamente hasta el grupo sulfoxido de
los sulfuros de la cistina, que es la forma en que finalmente es extraida la queratina alfa.
El H202 al 30%, en medio acido, oxida un sulfuro a sulféxido en los rangos de temperatura
de 25°C hasta 100°C, es decir, que aunque la reaccién se dé a temperatura ambiente o
esté sometida a calentamiento, siempre se va a producir la formacion de sulféxido como
se muestra en la figura 20. El siguiente mecanismo presenta la reaccién con acido

sulfdrico hasta la formacién de sulfinilsulfona

§ $ s S
c=0 Cc=0 C=0 C=0
| | [0] | |
CH—CH,—S —S —CH,— CH e — CH—CH,— SO— S — CH,~ CH—
| | | |
NH ?H (H] NH NH
g ¢ §
Cistina . . . . .
Derivado del acido tiosulfinico.
5 S
C=0 C=0 S N

| | [0] c-0 c=0
CH—CH, — 80, —SO —CH,— CH — |

| 2 2 2 (EH (|:H—CH2 — S0, —S — CH,— CH
NH H |
NH [H] NH L

S ) §

Derivado del acido tiosulfonico.
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[H] || [€]

5 S
c=0 ¢=0
|
CH — CH, — 80, —80,—CH, — CH
[ o
NH NH

| 5

Sulfinilsulfona.

Figura. 20: mecanismos de reaccién de oxidacion de disulfuros.

[n]
259 I
R-S-R + H,0, ——» R-S-R

o
100°C

I
R-S-R + H0, — > R-S-R
o

Figura. 21. Reaccion de Oxidacion de sulfuro (Wade, 2008, pag.170)

Se realizdé un andlisis factorial para valorar los efectos que producia la variacién de la
cantidad de muestra, la concentracion de extractante y el volumen de oxidante. Y de esta
manera establecer qué factores influyen al momento de realizar el procedimiento de

extraccion. En la tabla 6 se muestra los factores a analizar.

Tabla. 6: Factores a analizar

X Y Z
Gramos de muestra | concentracion de NazS | Oxidacion (H202)
59() 6% (-) 5ml (-)
10g (+) 8% (+) 6.5ml (+)

En base a la ecuacién (2), (2" = 23 = 8) se determiné el nimero de experimentos en

funcién de los factores objetos de estudio, siendo n el nimero de factores y 8 el nUmero

de experimentos a como se refleja en la tabla 7.
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Tabla. 7: NUmero de experimentos y condiciones de los mismos.

No. Experimentos X Y Z
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
S - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Una vez establecidas las condiciones de los experimentos, se realiz6 las interacciones
correspondientes sugeridas en la tabla 8.

Tabla. 8: Interacciones XY, XZ, YZ, XYZ.

No. Exp XY XZ YZ XYZ
1 + + + -
2 - - + +
3 - + - +
4 + - - -
5 + - - +
6 - + - -
7 - - + -
8 + + + +

La combinacién de los experimentos en diferentes proporciones nos brinda informacién
acerca del efecto que estos tienen en la obtencion de la queratina al momento de la

extraccion utilizando el método propuesto.

En la tabla 9 se muestran los resultados en volimenes de queratina a-soluble obtenidos

al realizar las combinaciones resultantes del disefio experimental factorial. Se puede
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apreciar que en las combinaciones donde el volumen de extractante es menor, aunque
la cantidad de muestra sea alta y el volumen de oxidante sea alto, el volumen obtenido
de queratina alfa es relativamente bajo. Sin embargo, cuando el volumen de extractante
y el oxidante son altos, aunque la cantidad de muestra sea bajo el volumen obtenido de
gueratina alfa es significativamente mayor que en el caso anterior. Y al final cuando los
elementos estudiados se encuentran en mayor proporcion, las cantidades de queratina
obtenidas son mucho mayores, por lo que se puede ver que la cantidad de extractante y
oxidante juegan un papel importante en la obtencion de la proteina a partir de pezufia
bovina aplicando el método propuesto; es decir, que con 10g de muestra, la
concentracion de extractante no debe ser inferior al 8% y el volumen de oxidante no

menor de 6.5 mL a la concentracion establecida.

Tabla. 9: Resultados de voliimenes obtenidos

N° X Y Z a-gueratina
= rep.1 e rep.2 VBl
total (mL)
1 59 6% 5mi 10 9.8 19.8
2 10g | 6% 5ml 18.6 18.3 36.9
3 59 8% 5mi 12 12.3 24.3
4 10g| 8% 5mi 40 40.3 80.3
5 59 | 6% | 6.5ml 9.3 9.1 18.4
6 10g| 6% 6.5ml 38.5 38.4 76.9
7 59 8% 6.5ml 48.4 48.7 97.1
8 10g| 8% 6.5ml 56.2 56.1 112.3
varianza | 331.33533 total 466

Los resultados del analisis de varianza nos permiten separar la variacion total en la que
contribuye cada factor en el experimento, para observar si las variables (cantidad de
muestra, concentracion de extractante, y volumen de oxidante) tienen un efecto
significativo en el resultado del volumen total obtenido de queratina alfa soluble, ha como

se observa en la tabla 10.
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ANOVA

HO  Los efectos no son significativos

H1 Al menos un efecto es significativo

Donde:

SC Ajust:
MC Ajust:

MS: cuadrado medio

Tabla. 10: Analisis de varianza

Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor FC | Valor p
Modelo 7 4969.80 709.97 | 24694.66 | 0.000
Lineal 3 4272.36 1424.12 | 49534.64 | 0.000
X 1 1346.89 | 1346.89 |46848.35| 0.000
Y 1 1640.25 | 1640.25 | 57052.17 | 0.000
yA 1 1285.22 | 1285.22 | 44703.39 | 0.000
Interacciones 3 275.14 91.71 3189.97 | 0.000
de 2 términos
X*Y 1 1.21 1.21 42.09 0.000
X*Z 1 0.02 0.02 0.78 0.402
Y*Z 1 273.90 273.90 | 9527.04 | 0.000
Interacciones 1 422.30 422.30 | 14688.78 | 0.000
de 3 términos
X*Y*Z 422.30 422.30 | 14688.78 | 0.000
Error 8 0.23 0.03
Total 15 | 4970.03

En esta tabla 10 podemos observar que los valores calculados de la distribucion de Fisher
son muy altos, a excepcion de la interaccion XZ (gramos de muestra-volumen de
oxidante). Esto quiere decir que casi todos los efectos son altamente significativos. Por

tal razon se acepta la hipétesis alternativa, “Al menos un efecto es significativo”.
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El grafico de Pareto que se muestra en la figura 22 refleja el efecto que existe entre las
variables, es decir, las tres variables son significativas para este proceso de extraccion,
porque son las que contribuyen en mayor medida en el resultado final (volumen obtenido
de queratina alfa). Es decir, que variar cualquiera de las variables provocaré alteraciones
en el volumen del producto obtenido. En cuanto a las interacciones, éstas también
provocan efectos, pero no comparado con los que generan cada una de las variables de

forma singular.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es RESULTADOS; a = 0.05)

Término

Factor Nombre
A X
B Y
C z

AC |

0 50 100 150 200 250
Efecto estandarizado

Figura.22: Grafico de Pareto o efecto estandar.
Donde:
A: gramos de muestra
B: concentracion de extractante

C: volumen de oxidante

Para corroborar lo antes mencionado, en la figura 23 el grafico de efectos estandarizados

se muestra los puntos de los efectos significativos y no significativos.
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Grafica normal de efectos estandarizados
(la respuesta es RESULTADOS; o = 0.05)

99

Tipo de efecto
# No significativo
95 v m Significativo
90 n Factor Nombre
X X
X
80 5 v Y
@ 70 z z z
I 60 ok =
c
@ 50 - |
o
‘C-) 40 »
o 30 XY
20 =
XYZ
10 n
5
1
-100 -50 0 50 100 150 200 250

Efecto estandarizado

Figura. 23: grafico de efectos estandarizados

A continuacion, en la tabla 11 se muestran los resultados de las pruebas realizadas al
producto obtenido. Como se puede observar los valores de pH se encuentran claramente
dentro del rango de valores de referencia para alfa queratina, no asi los valores
correspondientes a los puntos de fusion, ebullicién, y densidad; que para la mayoria de
los experimentos (experimentos del 1 al 6), se encuentran ligeramente por debajo del
limite inferior reportado por la bibliografia; y que solo para el caso de los experimentos 7
y 8 estan congruentes. Esto puede deberse a la concentracion del extractante sulfuro de
sodio, que es el encargado de la ruptura de los enlaces disulfuros para la generacion de
los intermediarios tioles. Sila concentracion de la solucion de NazS no esta en los niveles
adecuados (= 8%), la reaccién con la cistina no es completa. Por altimo, los volumenes
de queratina extraidos entre las dos replicas son muy similares con respecto a la cantidad

de materia prima empleada.
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Tabla. 11: Resultados de pruebas fisicas y quimicas.

a-queratina pH P. fusion P. eb. Densidad
(mL) (°C) (°C) (g/cm®)
rep.1 rep.2 rep.1 rep.2 rep.1 rep.2 rep.1 rep.2 rep.1 rep.2
10.0 9.80 5.0 5.2 181.50 | 181.70 | 108.9 | 108.8 1.09 1.09
18.6 18.3 6.2 6.7 186.10 | 186.21 | 109.0 | 109.0 1.10 1.08
12.0 12.3 6.7 6.8 185.10 | 185.25 | 108.1 | 108.2 1.10 1.10
40.0 40.3 4.9 4.9 188.10 | 188.52 | 107.0 | 107.0 1.14 1.14
9.30 9.10 5.1 5.3 185.20 | 185.33 | 106.9 | 106.8 1.08 1.07
38.5 38.4 5.6 5.6 189.10 | 189.12 | 109.5 | 109.5 1.12 1.12
48.4 48.7 6.5 6.4 190.10 | 190.15 | 109.0 | 109.6 1.14 1.15
56.2 56.1 5.8 5.8 190.30 | 190.23 | 110.0 | 110.2 1.16 1.16

En cuanto a las pruebas organolépticas realizadas al extracto, éstas se encuentran en

correspondencia a las caracteristicas propias de la muestra. Los resultados se reflejan

en la tabla 12.

Tabla 12: Resultados de pruebas organolépticas

Pruebas organolépticas

Olor caracteristicos a la muestra (olor tenue a
sulfuro)
Color café claro

Apariencia y textura

Liguido denso, sin formacién de coloides

ni precipitado.
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6 Conclusion

A partir de los métodos Shindai y Sulfuro sédico se elabord un nuevo procedimiento por
la combinacion de ambos acorde a nuestras condiciones de trabajo, para la extraccion
de queratina alfa soluble contenida en pezufias bovinas.

Asi mismo, la relacion entre las variables de extraccion de la proteina (gramos de
muestra, concentracion del extractante, volumen de oxidante), se sometié a un estudio
de disefio factorial en el que se encontré que los tres factores tienen significancia en el
proceso de extraccion, siendo la concentracién de extractante el del mayor efecto. Sin
embargo, los resultados no son del todo concluyentes porque los resultados son referente

a Unicamente dos repeticiones.

Finalmente, los valores de las pruebas realizadas al extracto obtenido no son
significativamente diferentes a los valores referidos por la bibliografia para estos mismos
parametros de queratina alfa soluble; por lo que, concluimos que el producto obtenido es

gueratina a-soluble.
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Recomendaciones

Realizar un mayor numero de repeticiones con el procedimiento propuesto para
afirmar con mayor certeza la presencia de la proteina.

Evaluar otras variables que puedan influir en el procedimiento de extraccion.
Realizar prueba de viscosidad al producto obtenido.

Comprobar la presencia de la proteina por analisis instrumental para
complementar este estudio.

Implementar el procedimiento propuesto con otras fuentes de queratina para
comparar resultados.

Comparar el procedimiento propuesto, con los métodos ya establecidos para

corroborar resultados.
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9 Anexos

91 Reactivos
> Hexano

-Formula: C6H14

Peso molecular: 86.17 g/mol
-Densidad (g/ml): 0.66 (a 20 °C)

-Punto de ebullicion: 69 °C

-Punto de fusion: -95.6 °C

-Es un compuesto altamente inflamable

-Como vapor irrita a la nariz y garganta; como liquido, irrita a la piel y ojos.

> Diclorometano

-Peso molecular: 84,933 g/mol

-Densidad: 1330 kg/ms3; 1,33 g/cm3

-Punto de ebullicion: 40 °C (313 K)

-Punto de fusién: 177,9 K (-95 °C)

-liquido incoloro, posee un leve aroma dulce

-ampliamente utilizado como disolvente

> Sulfuro de sodio (NazS)

Peso molecular: 240,2 g/mol

-Densidad a 20°C: 1,85 g/cm3

Punto de ebullicion: 920°C

-Punto de fusion: 50 °C

Por descomposicion o contacto con acido puede liberar sulfuro de hidrogeno altamente

toxico. Es irritante y corrosivo.
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> Peroxido de hidrégeno. H20:2
-Peso molecular: 34,0147 g/mol
-Densidad: 1,4 g/cm3

-Punto de ebullicion: 107 °C

-Punto de fusion: -26 °C

Liquido, incoloro y oxidante fuerte corrosivo.

> Acido sulfarico (95-97%).

.Peso molecular: 98, 08 g/mol

-Densidad: 1,84 g/cm3

-Punto de ebullicion: 610 K (337 C)

Punto de fusion: 283 K (10 C)

-Liquido aceitoso incoloro, inodoro, pero concentrado es sofocante e higroscopico.

9.2  Preparacion de soluciones

e Mezcla de hexano y diclorometano
Mezcla desengrasante relacién 1:1, en un bal6n fondo redondo de 250mL se
agreg6 100mL de hexano y 100mL de diclorometano.

e Sulfuro sédico (Naz2S) 6%
En un beaker de 250 mL que contiene 100mL de agua destilada se aflade 8g de

sulfuro de sodio y se agita vigorosamente hasta disolver completamente.

e Sulfuro sédico (Naz2S) 8%
En un beaker de 250 mL que contiene 100mL de agua destilada se afiade 8g de

sulfuro de sodio y se agita vigorosamente hasta disolver completamente.

e Pero6xido de hidrogeno (H202) 30%
Se utiliza 6.5 mL de peroxido de hidrogeno.
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e Acido sulfarico (H2S0a) 20%
En un balon de 50 mL, se agrega cierta porcion de agua destilada y se mide 10
mL de acido sulfdrico en una pipeta volumétrica usando un dispensador, se agrega

agua al balén antes de afiadir el &cido, aforar con agua destilada.

9.3 Imagenes del procedimiento de extraccion.
9.3.1 Etapas de extraccion

Pasol. Lavado y recorte de la materia prima

Paso 2.triturado
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Paso 3. desengrasado

50



Paso 4. Hidrélisis alcalina Paso 5. oxidacion

Sulfuro sédico Peroxido, acido sulfarico.

-

Paso 6. Filtracion
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9.3.2 Equipos

Refrigerante

Bomba de recirculacion Plancha calefactora

Fusiémetro
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