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El plumaje de pollo y la lana de oveja son actualmente considerados residuos agroindustriales de
dificil deshecho. Es por ello que la bisqueda de aplicaciones para estos materiales es interesante desde
el punto de vista de la Economia Circular. El conocimiento de las propiedades y caracterisficas de sus
queratinas, el principal consfituyente de estos materiales, puede ayudar en el disefio de sus aplicaciones
finales. Esfe frabajo expone los resultados del andlisis de la masa molecular de las queratinas de la lana
de oveja lacha (Ovis aries) y el pollo de consumo (Gallus domesticus) obtenidas mediante extraccién
reducfiva con fioglicolato sédico en medio alcalino. El andlisis llevado a cabo mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida indica que la queratina de la lana posee una masa molecular con fracciones de 56,
47,14, 10y 8KDa, mayor en promedio que la querafina del plumaie de pollo, tnicamente con fracciones
de menor masa molecular comprendidas entre 8-6 KDa.

Keratins from chicken feathers and sheep wool: Comparison of their molecular weight by
gel electrophoresis

SUMMARY

Chicken feathers and sheep wool are at present considered two maijor agroindustrial residues
which are hard to be disposed. Therefore finding applications for these residues is inferesting from the
viewpoint of Circular Economy. The knowledge of the properties and characterisfics of keratins, which
are the main constituent of these materials, can help designing final applications for them. This report
presents the results of the comparative analysis of the molecular weights of kerafins from Lachas heep
(Ovis aries) and consumer chicken (Gallus domesticus) obtained by reductive extraction with sodium
tioglycolate inalkalyne media. The analysis was carried out frough polyacrylamide gel electrophoresis
and showed that wool keratin has molecular weightfractions of 56, 47, 14, 10 y 8 KDa, higher on

average than those of the feathers, only with lower molecular weight fractions, in the range of 86 KDa.
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INTRODUCCION

En Espafa en torno a 36.000 toneladas de lana son
desechadas anualmente debido a su baja calidad para
textiles (Marsal et al. 2009). El destino de las plumas
de pollo es similar, con en torno a 100.000 toneladas
producidas solo en Espafia y méas de 5 millones a ni-
vel mundial (Poole et al., 2009). Por ello, la extracciéon
de la queratina de estos subproductos con el objeto
de desarrollar aplicaciones a partir de ellas es una

via interesante de revalorizacion, ya que la queratina
tiene potencial de ser transformada en materia prima
para biopeliculas (Yamaguchi et al. 1996) y bioplasti-
cos (Moore et al. 2005), fertilizantes (Jie et al. 2008 y
Vega-Zavaleta et al. 2014), apdsitos biocompatibles y
bioabsorbibles o excipientes para farmacos (Rouse y
Dyke, 2010, y Saravanan et al. 2013). Conocer la masa
molecular que las cadenas de queratinas son esencial a
la hora de enfocar su uso en distintas aplicaciones por
lo que en este trabajo se pretende dilucidar las diferen-
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cias de masas moleculares de las queratinas extraidas
de dos deshechos agroindustriales paradigmaticos: el
plumaje de pollo (Gallus domesticus), empleado como
fuente de carne, y la lana de oveja lacha cara negra
(Ovis aries), empleada en la produccion de quesos de
pastor de tipo Idiazabal.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras de plumas de pollo de consumo (Ga-
Ilus domesticus) fueron suministradas por Avicola Mé-
lida S.L, de Mélida, Navarra, Espana. Las muestras de
lana de oveja lacha caranegra (eusk.: Latxa mutturbeltz),
figura 1a, fueron suministradas por la queseria bazta-
nesa Etxetxipia (Pron.: “echechipia”; eusk.: Etxetxipia
Gaztategia). La lana fue esquilada en Mayo de 2016 y
provenia de especimenes adultos. La queseria estd
situada en el municipio de Elizondo, en el Valle de
Baztan, en el norte de Navarra, Espafia. Los animales
fueron tomados al azar de manera que los factores
incontrolados que afectan los contenidos y la calidad
de estos materiales, como es el caso de los metabolitos
sanguineos, fueron aleatorizados (Amarilho-Silveira
et al. 2017).

EXTRACCION DE QUERATINA

Las muestras fueron lavadas y desengrasadas su-
mergiendo 100 g de material seco en 15 L de agua
conteniendo 20 g de jabén (Buga, Bunzl Spain S.A) con
5-15% de tensioactivos aniénicos y <5% tensioactivos
no-iénicos. Tras ~20 h a remojo fueron aclaradas con
un caudal constante de agua, hasta retirar el jabén
residual. Posteriormente las fibras fueron escurridas y
secadas en horno a 50 °C durante ~24 h. Las muestras
fueron molidas en un molino (Retsch) con una malla
de ~1 mm. Para la extraccion de la queratina ~0,6 g de
material fueron suspendidos en 15 mL de acido tiogli-
cOlico (Panreac, Espafia) 0,5 N neutralizado con NaOH
hasta pH = 11. Las mezclas fueron agitadas magnética-
mente en bafio de aceite a 50 °C durante 2 h. Después
las dispersiones fueron filtradas con papel de filtro y
ayuda de vacio en matraz kitasatos. La queratina se pre-
cipit6 a partir del filtrado adicionando HCL 3N hasta
pH ~ 4. Posteriormente las queratinas fue insertada en
membranas celulésicas semipermeables (Viscofan, Es-
pana) y dializada en un tanque de 25 L durante 4 dias,
renovando el agua osmotizadaconstantemente. Final-
mente fueron dializadas frente a agua desionizada de
~16 MQ (Wasserlab, Pamplona, Espana). Las querati-
nas lavadas fueron secadas en condiciones ambientales
en campana con flujo de aire constante. La queratina
de lana resulto muy blanca mientras que la de pluma
presentaba tonalidades amarillentas.

MEDIDA DE MASAS MOLECULARES DE LAS QUERATINAS

La masa molecular de las queratinas de lana y plu-
ma fue analizada mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida/bisacrilamida (Acri/Bis), compuesto
de una fase de concentracion (Tris-HCl, 0,125 M, pH
= 6,6; 4% Acril/Bis) y una de separacién (Tris-HCI,
0,375 M, pH = 8,8; 18% Acril/Bis), donde Tris-HCl es
tris(hidroximetil)Jaminometano (Panreac) neutralizado
con HClhasta el pH indicado.Los geles contenian 0,2%
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en masa de dodecil sulfato sédico (SDS) como agente
desnaturalizante. La muestras fueron tratadas en un
tampoén de electroforesis consistente en Tris-HCI 20
mM, pH = §,8; 2% SDS, urea 3,6 M, 15% de glicerol
y 5% de B-mercaptoetanol (Panreac). Se han pesado
entre 2-4 mg de queratinas de lana y pluma y diluido
en el tampon hasta una concentracién de ~ 4 mg-mL™".
A las muestras se les ha afiadido azul de bromofenol
hasta concentracion del 0,05% masa. Las muestras han
sido incubadas a 97 °C durante 3 min para minimizar
la actividad de las posibles proteasas presentes, se han
sonicado en bafio 10 min y se han centrifugado durante
10 s. Se han tomado 7 pL. de muestra y patron (Protein-
Marker VI, 10 — 245KDa, Panreac) del fondo del vial y
se han corrido a 200-240 V en cuba electroforética (Mi-
niprotean, Biorad) con tampén de marcha Tris-glicina-
SDS,0,375 M, pH = 8,8, hasta llegar el bromofenol hasta
el fondo del gel.

ANALISIS DE ELECTROFEROGRAMAS

Los electroferogramas obtenidos mediante electro-
foresis han sido capturados con un escaner de sobre-
mesa y analizados con el programa en abierto Image].
Para obtener una recta de calibrado (masa molecular
vs. distancia recorrida) a partir del patrén de masas
moleculares se ha estudiado la distancia (en pixeles)
de cada una de las bandas correspondientes a las dis-
tintas proteinas del patrén, tomando como punto de
partida la interface entre el gel de concentracién y el
gel separador.

RESULTADOS Y DISCUSION

NATURALEZA DE LAS MUESTRAS

Para la extraccion de las queratinas se ha empleado
el método reductivo descrito por Goddard y Michaelis
(1934) mediante el cual tioglicolato de (HS-CH,-COQ)
rompe los enlaces bisulfuro de la queratina (figura 1b)
logrando solubilizar las macromoléculas. El medio
basico (pH = 11), ademas ayuda a desprotonar algunos
residuos cargados positivamente, como las lisinas, mi-
nimizando los enlaces intermoleculares salinos. Cabe
mencionar que las muestras de lana y pluma molidas
presentan densidades muy diferentes. En la figura 1c
se muestran botellas conteniendo ~11g de lana y pluma
sin moler y molida. Puede observarse que los mate-
riales de partida (i.e., sin moler) ocupan voliimenes
semejantes mientras que comparando los materiales
molidos, la pluma ocupa entorno al doble de volumen
que la lana. Ello puede deberse a la estructura “pseu-
do-fractal” (Lépez-Albors et al. 1999) de las plumas
(figura 1d) que evita un empaquetamiento efectivo de
las fibras molidas.

MASA MOLECULAR DE LAS QUERATINAS

La figura 2a muestra los geles con el patron y las
proteinas extraidas de pluma y lana. La figura 2b
muestra el electroferograma del patrén y la figura 2c
la recta de calibrado (distancia recorrida-masa molecu-
lar). La figura 3d muestra los electroferogramas de las
proteinas de pluma y lana en funcién de la masa mo-
lecular, representacion para la cual se ha empleado el
calibrado de la figura 2c. Estudiando las figuras 2a,d se
puede observar que el extracto de lana presenta bandas
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Figura 1. Caracteristicas de las fuentes de queratina. Ovejas lacha caranegra pastando en Elizondo, Navarra,
cuya lana ha sido empleada para la extraccién de queratina en este estudio (A); Esquema de la estructura general

de la queratina segtin Gacén-Guillén (1964) (B);Botes conteniendo 11 g

de lana, lana triturada, pluma y pluma

triturada, de izquierdaa derecha, respectivamente (C); Detalle de la estructura "pseudo-fractal” de una pluma.
(Characteristic of thekeratinsources. Lacha sheep pasturing in Elizondo, Spain, whose wool has been used forkeratin extraction in thepresent
report (A); Scheme of the general keratin structure according to Gacén-Guillén (1964) (B); Vials containing 11 g of wool, milled wool, feathers
and milled feathers, from left to right, respectively (C); Detail of the "pseudo-fractal”" structure of a feather (D))

claras de las denominadas queratinas-a. 0 queratinas
de filamentos intermedios, de alta masa molecular, con
fracciones de 47 y 56 KDa. El extracto de la pluma, sin
embargo, no presenta bandas intensas en esta region
de alta masa molecular. La practica ausencia de bandas
en esta regién para queratinas de pluma también ha
sido reportada por Moore et al. (2006). Estos resultados
estdn de acuerdo con numerosas investigaciones que
ponen de manifiesto la pérdida de importancia de las
queratinas-a en las plumas avicolas a lo largo de la evo-
lucién y domesticacion (Greenwold et al. 2014).

Anélisis de la masa molecular de queratinas de oveja
lacha llevados a cabo mediante dispersion estatica de luz
de dispersiones acuosas, han dado masas moleculares
promedio en peso muy superiores (Fernandez-d’Arlas,
etal. 2016). Este trabajo también puso de manifiesto que
las queratinas son termodinamicamente inestables en
agua, tendiendo a coalescer, por lo que aquellos resul-
tados pueden interpretarse por la presencia de agrega-
dos. También es cierto que en las interfaces de los geles
(figura 2a) pueden apreciarse acumulacién proteica, por
lo que no es descartable la presencia en estas muestras
de fracciones de muy alta masa molecular (> 100 KDa).

También, la queratina de la lana presenta una banda
muy intensa centrada en 13,9 KDa, mientras que la que-
ratina de pluma presenta en esa region un halo disperso,

probablemente debido a la presencia de fracciones po-
lidispersas de masa moleculares no bien definida. En el
caso de la lana estas bandas pueden relacionarse con las
proteinas asocidas a queratinas (KAPs, keratin associated
proteins) (Fujikawa et al. 2013). La queratina de pluma si
presenta picos bandas claras centradas en 7,9 y 6,1 KDa.
En esta dltima regién (~6 KDa) la queratina de lana no
presenta ninguna banda lo cual puede atribuirse la ex-
clusividad de algunas queratinas del tipo 3 a los reptiles
y aves (Greenwoldet al. 2014). A su vez, las bandas de
47 y 57 KDa presentes de manera relevante en las que-
ratinas de la lana lacha pueden estar relacionadas con
las queratinas a de interfilamentosas de tipo I (acidicas)
y tipo II (basicas), respectivamente, caracteristicas de
muchos mamiferos (Fuchs y Marchuk, 1983), y también
presentes en pelos humanos (Reichl y Goymann, 2011),
lanas y cornamentas de otras ovejas como la merino
(Zoccola et al. 2009).

CONCLUSION

La distribucién de masas moleculares de las protei-
nas de lana se caracteriza por la presencia de querati-
nas con fracciones de alta masa molecular (47-57 KDa)
atribuibles a la alta proporcion de queratinas-a. de tipo
I y II caracteristica de los mamiferos. Las proteinas de
pluma presenta tinicamente fracciones de baja masa
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Figura 2. Analisis electroforético de las proteinass de lana y pluma. Electroferogramas del gatrén, y proteinas de

plumay lana, de izquierda a derecha, respectivamente, junto con detalle de la zona entre 3

70 KDa (A); Perfil de

numero de pixeles oscuros (unidades arbitrarias) frente a la distancia recorrida (en pixeles) para el patrén de pro-
teinas (B); Recta de calibrado, log(Masa) vs.distancia (px), (R2 = 0,977) (C); Perfiles de nimero de pixeles oscuros
(unidades relativas) frente a la masa molecular, aplicando el calibrado de "C", (D) (Electrophoretic analysis of the wool
and feather proteins. Electropherograms of the protein marker, feather and wool proteins, from left to right, respectively (A); Profile of number
of pixels (arbitrary units) against the run distance (in pixels) for the protein marker (B); Calibrating curveof log(Weight) vs. distance (px), (R2
=0,977) (C); Profiles of the dark pixel number (relative units) against the molecular weight, by applying the calibration curve of "C", (D)).

molecular (6-8 KDa) siendo atribuidas las fracciones
de menor masa molecular (~6 KDa) a las denominadas
queratinas-f exclusivas de las aves y reptiles, tal y como
se reporta en bibliografia (Greenwoldet al. 2014).

El conocimiento de las masas moleculares de las dis-
tintas fuentes principales de queratina permitira profun-
dizar en el conocimiento de la relacién estructura-pro-
piedades de los materiales desarrollados a partir de es-
tas y asi desarrollar materiales funcionales a medida en
los campos de los plasticos o biomedicina, por ejemplo.
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