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ABSTRACT
The present research was conducted to extract keratin protein from goat hair. The goat hair is a waste that 

exists in abundance, but keratin products are difficult to degradation due to the nonreactivity and the resistance of 
keratin. We have applied a variety of methods for the extraction of keratin protein from this type of animal source. 
The main processes involved are dissolving the goat hair using different reducing agents. Reducing agents used 
are: 1) sodium hydroxide; 2) thioglicolic acid and 3) solution of sodium pyrosulfate and urea. A comparison of the 
three reducing agents was made and it was found that the sodium hydroxide shows the highest efficiency in 
dissolving the enzyme-treated goat hair. The extracted samples, i.e. keratin obtained, are evaluated by means of 
biuret test, respectively photometric, and by FTIR analysis. The biuret test helps us determine the concentration of 
the resulting protein from different methods. The results from FTIR analysis confirmed the presence of carboxyl 
acids and amino groups and proved the destruction of the disulfide bridges between the protein macromolecules.
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Роговото вещество в животинските орга-
низми е изградено почти изцяло от белтъка 
кератин. Кератиновите отпадъци съществуват 
в изобилие, т.е. това са отпадъците от птице-
ферми, кланици, кожухарската и текстилната 
промишленост, изчислени на 5 млн. тона 
годишно в световен мащаб. Вълната, например 
съдържа до 95% чист кератин, който може да 
бъде екстрахиран и използван. Но за съжаление 
малка част от тези отпадъци биват оползотво-
рени, а останалата част представляват опасност 
за околната среда.

Увод Думата "кератин" се появява за първи път в 
литературата около 1850 година, за да се опише 
материала, от който са съставени твърдите 
тъкани [1,2]. През 1905 г. с патента на John 
Hoffmeier от САЩ е описан процеса на 
екстрахирането на кератини от животински 
рога чрез използването на вар. Екстрахираните 
кератини са използвани за приготвянето на 
кератинови гелове, които могат да бъдат 
подсилени чрез добавяне на формалдехид. 
През годините 1905-1935 са разработени много 
методи за извличане на кератини, използващи 
окислителни и редукционни технологии. 
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Биологичните свойства на екстрактите са 
довели до повишен интерес към разработване-
то на кератини за медицински приложения. 
През 1920 г. се променя фокусът на изследва-
нията за кератина от кератинови продукти към 
изследвания на структурата и функцията на ке-
ратиновите протеини. По време на Втората 
Световна война [1] е приет един от най-голе-
мите проекти за научни изследвания върху 
структурата и химията на космените влакна. В 
годините между 1940 и 1970 японски учени 
правят най-многобройните изследвания в 
областта на кератините. Това е ренесансовият 
период на кератиновите изследвания спрямо 
фундаменталните за материалите и биомате-
риалите. През 1970 г. са разработени методи за 
получаване на екстрахираните кератини под 
формата на: прахове, филми, гелове, покрития, 
влакна и пени. Всички тези методи се базират 
на окислителни и редукционни способи. През 
1980-те колагена се превръща в често използва-
на биомолекула в много медицински прило-
жения. 

Редица трудности съществуват по пътя на 
получаването на кератинови хидролизати, дъл-
жащи се на нереактивоспособността и устой-
чивостта на кератина. Много и различни мето-
ди са прилагани за получаването му, но много 
от тези методи изискват силни реагенти или 
самите процеси протичат при драстични 
условия. Въпреки това през последния век се 
наблюдава напредък в екстрахирането, пречи-
стването и охарактеризирането на кератинови 
протеини и приложението им като биомате-
риали.

Кератиновите биоматериали притежават 
много различни предимства в сравнение с 

Хидролизата на пептидните връзки протича 
сравнително бавно в присъствие на киселини. 
Действието на основите е по-силно изразено. 
Под действието на основи най-уязвимото 
място се явява дисулфидната връзка, което води 
до образуване на сулфенови киселини и сулф-
хидрилни производни. В продължилите дълги 
години изследвания върху хидролизата на кера-
тини, едни от изследванията залагат на продъл-
жителна киселинна хидролиза с концентрира-
на сярна киселина, други методи са провежда-
ни с помощта на редуктори - тиогликолова ки-
селина, натриев цианид, натриев сулфид, трети 
използват хидроксиди - NaOH, KOH, Ca(OH) . 2

Има изследвания също и с използването на 
ензими за денатуриране на кератина. Всички 
тези методи са познати от много години, но 
изпълнението на голяма част е изключително 
трудно. По време на хидролизата освен, че се 
разрушават двата типа връзки (дисулфидни и 
пептидни), получената структура на кератино-
вите хидролизати е различна в сравнение със 
структурата на кератиновия протеин [9-21].

конвенционалните биомолекули, включително 
и уникални химични свойства, дължащи се на 
високото съдържание на сяра в структурата им, 
забележителна биосъвместимост, склонност за 
самостоятелно конфигуриране и вътрешно 
клетъчно разпознаване. Тъй като тези свойства 
стават все по-добре изследвани, контролирани 
и прилагани, много биомедицински прило-
жения на кератиновите биоматериали са си 
проправили път в клиничните проучвания и ще 
търпят нови преработки и изследвания в създа-
ването на нови методи за синтез на композитни 
биоматериали [3-8].

Фигура 1 Структура на веригите на β-кератина
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ІІ. Методика за определяне съдържание-
то на влага в пробите

ІІІ. Методики за хидролиза на образци от 
косъмната покривка на кози кожи

2. Хидролиза с тиогликолова киселина

Състои се в екстрахиране на свободните 
намасляващи вещества, намиращи се в пробата 
с органични разтворители [22]. Извличането на 
несвързаните намасляващи вещества от кожата 
се извършва чрез екстракция с органични 
разтворители в апарата на Сокслет. 

І. Методика за определяне съдържанието 
на несвързани намасляващи вещества в 
кожени или космени образци

Кератинът се екстрахира от вълна чрез 
сулфитолиза с натриев метабисулфат [17]. 
Приблизително 5 g от почистените и кондицио-
нирани влакна се нарязват на късчета с размери 
няколко mm и се обработват със 100 ml разтвор, 
съдържащ карбамид (8M), натриев пиросулфат 
(Na S O ) (0,5M). Третирането продължава до 2 2 5

достигане на pH 6,5 с NaOH (5N), посредством 
разбъркване за 2 h при 65 ºС. Водният разтвор 
на кератина се филтрува с филтър с размер на 
порите 5 μm. Филтратът се излива и изсушава 
до получаване на регенериран чист кератин.

Материали и методи
При нашите изследвания за получаване на 

кератинови хидролизати, са използвани образ-
ци само от косъмната покривка на кози кожи, 
съответно в нативен вид и ензимно третирани. 
Ензимно третираната косъмна покривка е 
получена с използването на протеолитични 
ензими по време на етапа на обезкосмяване на 
кози кожи при определени условия. 

Пробата се суши в сушилня при температу-
ра 100-105 ºС до получаване на постоянно 
тегло, което се определя в резултат на няколко 
последователни притегления [22]. 

1. Хидролиза с натриев метабисулфат 
(пиросулфат)

Образците се хидролизират във воден 
разтвор на 0,5 М тиогликолова киселина 
(C H O S) при нагряване 30 ºС, в продължение 2 4 2

на 6 h на хладник и на водна баня [21]. 
3. Хидролиза с натриева основа
Кератинови хидролизати са получени с 

помощта на натриева основа [14]. Почистените 
и промитите птичи пера се изпират с разтвор на 

Инфрачервената спектроскопия е метод на 
молекулната абсорбционна спектроскопия, 
при който се измерва поглъщането на инфра-

В епруветка се налива 1 ml разтвор на 
оловен ацетат и към него постепенно се добавя 
разтвор на NaOH до разтваряне на образува-
ната утайка на оловен хидрооксид. След това се 
долива 0,5-1,0 ml от изследвания протеинов 
разтвор и се нагрява до поява на черно 
оцветяване [23].

 VІ. Методика за използване на инфрачер-
вена спектроскопия

V. Методики за определяне на сяросъдър-
жащи аминокиселини

ПАВ, изсушават и нарязват. След това се 
разтварят в 5%-ен разтвор на NaOH в продъл-
жение на 4 h, при 40 ºС. Полученият протеинов 
разтвор се подлага на диализа и се утаява с 
концентрирана HCl при pH 4,2. 

ІV. Методики за анализ на белтъчни 
вещества

Качествено и количествено определяне на 
белтък може да бъде осъществено по биуре-
товия метод [23].

1. Количествено определяне на белтък с 
помощта на спектрофотометър

Биуретовата реакция е индикатор на пеп-
тидната група -CO-NH-. В алкална среда 
йоните на медта образуват с тази група цветен 
комплекс.

Към всяка епруветка се долива по 4 ml 
биуретов реактив и се оставя 30 min при стайна 
температура. Разтворите се спектрофотомет-
рират в кювети с широчина 10 mm при дължина 
на вълната λ=540 nm (за контролна проба 
служи дестилирана вода, т.е. 1 ml дест. H O и 4 2

ml биуретов реактив). 
Използваният апарат е тип JENWAY 6300 

Spectrophotometer. 

 1. Нитропрусидна реакция
Изследваният протеинов разтвор в количе-

ство 0,5 ml от се смесва с 0,5 ml 10%-ен разтвор 
на NaOH и се нагрява 3 минути. След охлаж-
дане се добавят 2-3 капки натриев нитро-
прусид. Появява се червено-кафяво оцветя-
ване. 

Типични са за белтъците, съдържащи 
цистин и цистеин [23]. 

 2. Реакция на Фол
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І. Методи за хидролиза на кератинови 
продукти

червено лъчение с определена честота, обусло-
вено от преход между две вибрационни 
състояния на молекулата [24]. 

Първоначално вълната е почистена, измита 
с ПАВ за отстраняване на онечиствания и след 
това е проведена екстракция с тетрахлорметан 
с помощта на Сокслетов апарат за отстраняване 
на мазнините. Следва промиване с H O и 2

кондициониране при 20 ºС, 24 h. 

1.1. Хидролиза на ензимно обработена козя 
косъмна покривка с натриев пиросулфат и 
карбамид:

Не беше получен хидролизат при първото 
третиране, затова се наложи повторно 
провеждане на сулфитолизата. Третирането 
продължи до достигане на pH 6,5 с помощта на 
5N NaOH. Полученият кератинов разтвор беше 
филтруван и изсушен до получаване на 
регенериран чист кератин. Не се образува ципа 
(филм), а кристалчета, т.е. кератинът беше 
получен в прахообразна форма.

Експериментална част

Образци от нативна косъмна козя покривка 
бяха подложени на обезмасляване и количест-
вото на мазнините за 3-те образци е: 3.76 g; 3.62 
g и 4.24 g. 

1. Образци от ензимно третирана козя 
косъмна покривка

Обезмасляването на образци от ензимно 
третирана козя косъмна покривка е извършено 
с 3 образци. Съдържанието на мазнини 3-те 
образеца са съответно: 5.22 g; 4.88 g и 5.88 g, а 
съдържанието на влага е съответно: 4,44 g; 4,55 
g и 4,55 g.

Приблизително 5 g от почистените влакна 
се нарязват на късчета с размери няколко mm и 
се подлагат на сулфитолиза. Това означава, че 
тези влакна се обработват със 100 ml разтвор, 
съдържащ карбамид (8M), натриев пиросулфат 
(Na S O ) (0,5M). Хидролизата протича при 65 2 2 5

ºС, при непрекъснато разбъркване за 2 h [17]. 

2. Образци от нативна козя косъмна 
покривка

Анализът е извършен с помощта на апарат 
тип Bruker Tensor 27 Spectrometer със скорост 
на сканиране 10 kHz. Спектърът е записан с 

-1помощта на МСТ детектор (64 scans и 1 cm  
резолюция).

Косъмният образец в количество 5 g беше 
разтворен в 250 ml 5%-ен разтвор на NaOH. 
След 40 min беше наблюдавано вече накъсване 
на косъма. След още 70 min беше наблюдавано 
пълно хидролизиране или преминаване на ке-
ратина в разтвора. Реакцията продължи 4 h, при 
40 ºC.

2) другият подложен на хидролиза с 
помощта на тиогликолова киселина.

 2.1. Хидролиза на нативна козя косъмна 
покривка с натриев пиросулфат и карбамид:

Получи се черно оцветяване на разтвора, 
което говори, че вероятно кератиновият хидро-
лизат е деструктирал до аминокиселини. Изме-
реното pH е 13, показващ силно основен 
характер.

След приключване на експерименталната 
процедура не беше наблюдавано разкъсване на 
макромолекулните вериги и преминаването им 
в разтвора. Същият образец беше подложен на 
повторно третиране с ново количество 100 ml 
разтвор на карбамид и натриев пиросулфат. 
Отново не бе наблюдавано преминаване на 
кератиновите вериги в разтвора.

Полученото количество разтвор беше раз-
делено на две части: 

2.2. Хидролиза на нативна козя косъмна 
покривка с тиогликолова киселина:

Проведено беше и трето третиране при 
същите условия, но без никакъв резултат. 

1) Единият разтвор беше филтруван,

 2.3. Хидролиза на нативна козя косъмна 
покривка с натриева основа:

Образците бяха подложени на хидролиза по 
същата методика, както и ензимна третираните 
такива. Методът на сулфитолиза бе проведен 
при същите условия [17].

Образците се хидролизират във воден 
разтвор на 0,5 М тиогликолова киселина 
(C H O S). Реакцията на хидролиза е проведена 2 4 2

при следните условия: нагряване 30ºС, в про-
дължение на 6 h, на хладник и на водна баня 
[21]. Наблюдавана е недостатъчна хидролиза 
при нашите образци.

Съгласно методика [14] образците от натив-
на козя косъмна покривка в количество 5 g 
предварително се обработват в 0,1 N воден 
разтвор на HCl при стайна температура в про-
дължение на 2 h. Следва хидролиза на образеца 
с реагент 5%-ен разтвор на NaOH в продъл-
жение на 4 h, при 40 ºC.
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Обобщено казано, при нашите изследвания 
са използвани следните източници на кератин: 
образци от косъмна покривка от различни кози 
кожи. Едни от образците са ензимно третирани 
предварително, а останалите са в нативно 
състояние. 

Нови образци от косъмна козя покривка 
(бяла на цвят) бяха подложени на обезмаслява-
не. Тези образци в количество 3,49 g бяха 
разтворени в 5 %-ен разтвор на NaOH (100 ml). 
След 15 min разбъркане разтворът промени 
цвета си в наситено жълто. Реакцията продъл-
жи 4 h, при 40 ºC, съгласно описаната методика.

Приложени са няколко методики за хидро-
лиза на кератин. Една от методиките е посред-
ством сулфитолиза с натриев метабисулфат 
(пиросулфат) и карбамид. Третирането продъл-
жи до достигане на pH 6,5 с помощта на NaOH, 
посредством разбъркване, в продължение на 2 
h при 65 ºС. Водният разтвор на кератина се 
филтрува и изсушава до получаване на регене-
риран чист кератин. Друг използван метод е със 
следните реактиви: воден разтвор на тиоглико-
лова киселина при нагряване 30 ºС в продъл-
жение на 3 часа. 

Трети използван метод в нашите изслед-
вания е хидролиза с помощта на 5%-ен разтвор 
на NaOH в продължение на 4 часа, при 40 ºС.

Подбраните експериментални условия се 
оказаха подходящи за една част от изследва-
ните образци, но при останалите хидролиза не 
протече. Най-добри резултати бяха получени за 
ензимно третираните образци от косъмната 
покривка на козя кожа. Предварителното 
ензимно третиране с протеолитични ензими е 
допринесло вероятно за разкъсване на част от 
връзките: физични, водородни и може би част 
от дисулфидните връзки. 

ІІ. Методи за качествен анализ на белтъч-
ни вещества

1. Биуретов метод

При получените от нас кератинови хидро-
лизати (от косъмната покривка на кози кожи) се 
наблюдават максимуми, отговарящи за Амид І 
и Амид ІІІ. Амид І се свързва с вторичната 
структура на полипептидните вериги и се 
отнася до вибрационното състояние на С=О. 
При спектрите на част от нашите кератинови 
хидролизати се наблюдават абсорбционните 
ивици за Амид ІІІ (свързан с вибрационните 
състояния на C-N и N-H), а при другите 
хидролизати липсват. Например при хидроли-
затът от ензимно третирания косъм на козя 
кожа няма наличие на Амид ІІІ (Фигура 1). 

Най-силно и наситено оцветяване беше 
наблюдавано при образеца от ензимно 
третираната косъмна покривка от козя кожа 
(хидролиза с натриев пиросулфат и карбамид). 
Това беше потвърдено и от спектрофотомет-
ричното изследване. Наличие на по-слабо 
разкъсване на полипептидните вериги беше 
наблюдавано при нативната козя косъмна 
покривка по метода на хидролиза с NaOH, а 
най-слабо при метода на хидролиза с тиоглико-
ловата киселина.

 
ІІІ. Методи за определяне на сяросъдър-

жащи аминокиселини
По отношение на кератиновия хидролизат, 

получен от ензимно третираната козя косъмна 
покривка, реакцията на Фол и нитропрусид-
ната реакция показаха, че има разкъсване на 
дисулфидните връзки и наличие на свободни -
SH групи, докато резултатите при образците от 
нативната косъмна покривка показаха точно 
обратното, т.е. има все още наличие на дисул-
фидни връзки. Този метод още веднъж доказа, 
че предварителното ензимно третиране е 
изиграло съществена роля в разкъсването на 
дисулфидните мостове.

ІV. Метод за изследване с инфрачервена 
спектроскопия
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Фигура 1 ИЧ-спектър на кератинов хидролизат, получен от ензимно обработена косъмна покривка от 
кози кожи

(метод на хидролиза с натриев пиросулфат и карбамид)

70

45

Фигура 2 ИЧ-спектър на кератинов хидролизат, получен от нативна косъмна покривка от кози кожи 
(метод на хидролиза с тиоколова киселина)



139TEXTILE AND GARMENT MAGAZINE

БРОЙ 4/2018

80

(метод на хидролиза с натриева основа)
Фигура 3 ИЧ-спектър на кератинов хидролизат, получен от нативна косъмна покривка от кози кожи 

Заключение
В заключение може се обобщят получените 

резултати. За решаването на екологичният про-
блем, свързан с животинските кератиносъдър-
жащи отпадъци, е намирането на оптимален 
метод за хидролиза на кератиновите суровини. 
Много от методите изискват голямо количество 
реагенти, продължително третиране, или пък 
за по-кратко време хидролизата протича с учас-
тието на силни реагенти, което не е екологи-
чески обосновано. При нашето изследване са 
използвани три метода на хидролиза: 1) с 

-1Абсорбционна ивица при 1000-1025 cm  
показва наличие на цистеинови остатъци или 
сяросъдържащи аминокиселини, а при 630-625 

-1cm  показва присъствието на C-S връзки. При 
образците от косъмната покривка на кози кожи 
се наблюдава разкъсване на дисулфидните 
връзки при ензимно третирания образец 
(Фигура 1), за разлика от хидролизатът на на-
тивния косъм с тиоглиголова киселина (Фигура 
2), където интензивността на ивицата е значи-
телна. Известно е, че под действие на основи 
първоначално настъпва хидролиза на дисул-
фидната връзка. Наблюденията от ИЧ-спектро-
скопските анализи напълно корелират с качест-
вените и количествените методи, описани по-
горе.

[1] Rouse J., Van Dyke M., Material J. 2010, 3, 
999-1014, A Review of Keratin-Based 
Materials for Biomedical Applications

NaOH, 2) тиогликолова киселина и 3) в разтвор 
на натриев пиросулфат и карбамид. Използва-
ните суровини са: нативен и ензимно третиран 
косъм от кози кожи. Разтварящата способност 
на трите реагента е сравнена и е показано, че 
NaOH има най-добро хидролизиращо действие 
върху дисулфидните връзки и съответно върху 
пептидните връзки. Предварителното ензимно 
третиране на образеца води до улесняване на 
хидролизните процеси. Присъствието на кера-
тинов протеин бе потвърдено количествено и 
качествено посредством биуретова реакция и 
фотометрично. Инфрачервените спектри също 
потвърдиха амино- и карбоксилни групи в 
образците и до каква степен става изчерпване 
на дисулфидните и пептидните връзки в зави-
симост от интензивността на адсорбционните 
ивици при съответни дължини на вълните.

Необходимо е последващо оптимизиране на 
условията на хидролизния процес. Получава-
нето на един подходящ кератинов хидролизат 
би довело до разработване на рецептурни 
състави за получаване на биокомпозитни 
материали.
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