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Proyecto Interno de Investigacién

Titulo:

Estudio del efecto del proceso de irradiacion de plumas de pollo, con electrones acelerados, sobre la extraccion
de queratina hidrolizada.

Resumen del proyecto (méaximo 200 palabras)

En el Ecuador, la industria avicola ha presentado un gran crecimiento en los tltimos afios. Sin embargo, esto
fomenta la liberacion de altos volimenes de desechos al ambiente, principalmente plumas. Las plumas estdn
constituidas en un 90% por queratina, por lo cual poseen un alto potencial como fuente de esta proteina. La
extraccion de queratina con sulfuro de sodio, a partir de plumas de pollo, es el método que mejores resultados
ha generado, de acuerdo con estudios anteriores. Sin embargo, este método permite alcanzar valores hasta un
53 % de recuperacion y no se asegura la inocuidad del producto. En este proyecto se pretende determinar las
condiciones de extraccion (temperatura y concentracion de Na,S) més adecuadas para una materia prima sin
irradiacion y la posterior realizacion de pruebas con materia prima irradiada en el acelerador de electrones a
dosis entre 10 y 25 kGy, para comprobar si es posible mejorar el rendimiento del proceso de extraccién.
Ademas se llevard a cabo un andlisis microbiolégico del extracto con el fin de comprobar su inocuidad.
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Objetivos, hipétesis y resultados esperados de esta propuesta de investigacién

- Objetivos

1. Objetivo General
Estudiar el efecto del proceso de irradiacion de plumas de pollo, con electrones acelerados, sobre la
extraccion de queratina hidrolizada.

2. Objetivos Especificos

L.

Obtener una muestra representativa de plumas de pollo de una explotacién avicola.

2. Defmir un procedimiento de limpieza de las plumas, en funcién de las impurezas que
contengan.

3. Definir los valores de las variables de disefio que se van a probar en los procesos de extraccién
de queratina ¢ irradiacion de las plumas, mediante pruebas preliminares.

4. Determinar las mejores condiciones para la extraccion de queratina hidrolizada a partir de
plumas no irradiadas mediante el método de sulfuro de sodio.

5. Determinar la dosis de radiacion de las plumas que permita obtener el mayor rendimiento en la
extraccion de queratina hidrolizada, a las mejores condiciones de extraccion,

6.  Caracterizar fisica, quimica y microbiologicamente el extracto de queratina hidrolizada
obtenido bajo las mejores condiciones determinadas experimentalmente.

- Hipétesis

El rendimiento del proceso de extraccién de queratina hidrolizada a partir de plumas de pollo
irradiadas con electrones acelerados a una dosis adecuada es significativamente mayor que el
rendimiento del mismo proceso a partir de plumas no irradiadas.

- Resultados esperados

1.

3.

Muestra representativa de plumas de pollo de una explotacién avicola.

Procedimiento para la limpieza de las plumas de pollo.

Valores de las variables de disefio que se van a probar en los procesos de extraccién de queratina
e irradiacién de las plumas.




4. Condiciones de temperatura y concentracién de Na,S durante la extraccién de queratina
hidrolizada mediante el método del sulfuro de sodio que permiten tener un mejor rendimiento.

5. Dosis de radiacién de las plumas en el acelerador de electrones que incrementan el rendimiento
del proceso de extraccion.

6. Caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas del extracto de queratina obtenido bajo las
mejores condiciones determinadas experimentalmente.

- Productos esperados
1. Proyecto de titulacion presentado por un estudiante de pregrado de la FIQA.
2. Articulo cientifico publicado en una revista indexada.
3. Conferencia o poster presentado en un congreso nacional o internacional.

-  Potenciales Usuarios

Empresas avicolas, municipios y gestores ambientales del pais.

Relevancia de esta propuesta de investigacion con los objetivos cientificos del
departamento y su Linea de Investigacion

La queratina es una proteina que se presenta en forma de microfibrillas y estd compuesta por aminoécidos ricos
en azufre. La alfa-queratina, rica en cisteina, contiene entre un 15 y 18% de azufre, mientras que la beta-
queratina, que contiene cistina, presenta entre un 2 y 4 % de azufre. El alto contenido de azufre hace que la
queratina sea una de las proteinas mas resistentes a la hidrolisis enzimatica y a los agentes disolventes comunes
{Goddard y Michaelis, 1934, p. 661),

La queratina es una proteina estructural presente en todos los vertebrados que forma parte del pelo, la piel, el
cuero, la lana, las garras, las pezuiias, los cuernos, las escamas, entre otros. Constituye el 90 % del peso total
de las plumas de pollo, que son uno de los desechos més voluminosos y contaminantes producidos por las
empresas avicolas (Gupta, Binti, Gek y Mohd, 2012, p. 736). Para el afio 2006, en el pais existian 1 547 plantas
avicolas, con una capacidad instalada que bordeaba los 28 millones de pollos (TLC REYCO, 2006, p. 6). Las
pequefias y medianas avicolas no han desarrollado un plan para dar valor agregado a las plumas y, por tanto,
tinicamente las desechan. Una avicola con produccion diaria de 5 000 pollos desecha alrededor de 800 kg de
plumas cada dia. Este es un problema sanitario, puesto que las escombreras se llenan rdpidamente con estos
desechos que no se degradan rapidamente.

Una alternativa para el aprovechamiento de las plumas desechadas consiste en la extraccién de queratina
hidrolizada, mediante técnicas de disolucién con agentes especificos o a través de degradacién microbiana (De
Macedo, Segura, Pifiero y Coello, 2002, p. 219).

La queratina puede ser solubilizada mediante su reaccién con sulfuro de sodio, cianuro de potasio y/o acido
tioglicolico, en un medio alcalino. El efecto principal de esta reaccién es la ruptura de los grupos disulfuro, que
son esenciales para el mantenimiento de la estructura fibrosa de la queratina. En la queratina, los enlaces entre
las cadenas peptidicas son de dos tipos: puentes disulfuro y puentes formados por la atraccién electrostatica
entre los grupos NH;" y el grupo COO" de los aminodcidos di-carboxilicos. Algunos autores creen que es
necesario romper estos ltimos enlaces antes de que los puentes disulfuro puedan ser reducidos (Goddard y
Michaelis, 1934, p. 612).

Las sustancias obtenidas son polipéptidos solubles en dcidos o alcalis, y digeribles con pepsina y tripsina. Los
puentes disulfuro pueden volver a formarse por oxidacion mediante la adicion de perdxido de hidrégeno, en
condiciones alcalinas. Sin embargo, el patron cristalino de la queratina no se restituye, debido a que los enlaces
disulfuro no se forman de la misma manera entre las dos cadenas polipeptidicas paralelas que forman esta
proteina (Goddard y Michaelis, 1934, p. 612).

Los hidrolizados de queratina pueden proveer proteccion y cuidado al cabello porque son capaces de penetrar
la corteza de la fibra capilar y promover el recubrimiento del cabello (Vazquez et al, 2013, pp. 7-8).




En el campo de la remediacién ambiental y nanotecnologia, la queratina tiene aplicaciones prometedoras. Los
grupos amino y carboxilo de la queratina tienen afinidad por los metales y, por tanto esta proteina es capaz de
extraerlos. La queratina presenta una mayor afinidad por el cobre y el uranio (Martinez y Velasco, 2012, p.
206; Garcia, Ramirez y Manzano, 2003, p. 200).

Los hidrolizados de queratina también pueden ser usados como estimulantes del crecimiento de animales de
granja (Mokrejs, Svoboda, Hrncirik, Janacova y Vasek, 2010, p. 84). Tradicionalmente, los granjeros aplicaban
vapor presurizado para obtener un hidrolizado de queratina a partir de las plumas, el cual empleaban como
alimento para rumiantes. Sin embargo, este proceso no permite obtener un alimento de gran calidad, puesto
que la alteracién de la estructura proteica con vapor no genera un producto facilmente digerible. Ademads, el
uso de los hidrolizados de proteina animal o las harinas han sido restringidos en la Unién Europea, debido al
temor existente relacionado con el mal de las vacas locas, la propagacion de pestes y el riesgo de la presencia
de aflatoxina (Deocaris, De Vera, Ellana y Asaad, 2003, p. 86; Mokrejs et al., 2010, p. 266).

La radidlisis constituye una alternativa a la hidrdlisis de las proteinas con vapor. Las mayores ventajas son que
permite un control de pestes, una descontaminacién microbiana y una disminucién del riesgo de la presencia
de micotoxinas. Adicionalmente, la irradiacién de plumas a una dosis de 25 kGy permite obtener un alimento
mas facilmente digerible que el hidrolizado comun, producido por vapor (Deocaris et al., 2003, p. 86).

Esta investigacion seria la primera en estudiar la influencia de la irradiacidn de las plumas en un acelerador de
electrones (radiacion beta) sobre el proceso de extraccion de queratina. El analisis de estos resultados podria
permitir la aplicacién de este método en plantas de extraccién de queratina a partir de plumas de pollo, que son
desechos liberados diariamente en altas cantidades.

El proyecto propuesto se relaciona con la linea de investigacion del Departamento de Ciencias Nucleares:
“Aplicaciones de aceleradores de particulas”, dentro del area: “Tecnologia Nuclear”, ya que se plantea el uso
de la radiacién ionizante del Acelerador de Electrones como alternativa para mejorar el rendimiento de la
extraccion de queratina por el método del sulfuro de sodio.

Descripcion del proyecto, metodologia, cronograma de trabajo y justificacion del
equipo requerido

- Descripceidn del proyecto

El proyecto busca comprobar si la irradiacion de plumas incrementa el rendimiento de la extraccion de
queratina hidrolizada a partir de ellas, mediante el método del sulfuro de sodio, el cual es comiinmente utilizado
para este fin. En la actualidad, las plumas constituyen un producto de desecho en la mayoria de planteles
avicolas, de modo que es una materia prima de bajo o ningin costo, mientras que el producto a obtenerse, la
queratina hidrolizada, posee un valor agregado y varias aplicaciones industriales.

En primer lugar, se obtendrd una muestra de plumas representativa de una explotacion avicola, tal como se
generan luego del faenamiento; es decir, en las mismas circunstancias en las que se receptarian en una industria
productora de queratina hidrolizada. A continuacién, se establecera un procedimiento para remover todo
material extrafio a las plumas que pueda interferir en los procesos posteriores, como por ejemplo residuos de
sangre, grasa, sangre o tierra.

Se llevaran a cabo ensayos previos que permitan definir los valores de las variables que se van a probar en los
procesos de extraccion y de irradiacién: concentracion de sulfuro de sodio, temperatura y dosis de radiacion.
El objetivo es poder plantear disefios experimentales con un niimero adecuado de tratamientos y repeticiones.

Posteriormente, se llevardn a cabo experimentos para definir las condiciones de operacién durante la extraccion
de queratina hidrolizada por el método del sulfuro de sodio que generen los mayores rendimientos. Se utilizaran
plumas secas y molidas, con el objetivo de facilitar la extraccién.




Lugo, se procederé a identificar la dosis de radiacién que incremente, en mayor proporcion, el rendimiento de
queratina hidrolizada, bajo las condiciones de operacién seleccionadas en el paso previo. Este proceso se
llevara a cabo en el acelerador de electrones del Departamento de Ciencias Nucleares.

Por tltimo, se caracterizaré fisica, quimica y microbiolégicamente el producto obtenido, con el fin de estimar
los beneficios del proceso de irradiacion y determinar los usos industriales que podria tener la queratina
hidrolizada.

- Metodologia y disefio de la investigacion

En primer lugar, se realizara un muestreo para obtener una muestra representativa de las plumas generadas por
la actividad de un plantel avicola ubicada en el norte de Quito. Se considerardn el nimero de galpones, la
cantidad de pollos, las edades y razas que se manejen en dicho lugar, de modo que se tomen submuestras
aleatorias de cada grupo, para luego combinarlas y formar una muestra compuesta.

Para establecer el proceso de remocién de los contaminantes presentes, se compararan un lavado con agua
caliente y jabén y un proceso combinado de inmersion en éter etilico y lavado con agua y jabon. Si se encuentra
que no existe una diferencia considerable entre los dos tratamientos, se elegird el primero, puesto que
representaria una disminucién del costo del proceso y reduciria el grado de contaminacién del efluente liberado
(Gupta et al., 2012, p. 734). Los criterios de remoci6n a evaluar seran la presencia visual de sangre, grasa y
malos olores (Salazar, 2013, p. 41).

A continuacién, se secaran las plumas a 50° C durante 48 h y después se reducird el tamafio de las mismas en
un molino de cuchillas (Salazar, 2013, pp. 42-43).

La disolucién de las plumas se llevara a cabo mediante el método del sulfuro de sodio que, de acuerdo con
Gupta et al., es el que ha presentado mejores resultados. Se realizarén pruebas preliminares para determinar el
volumen de sulfuro de sodio a usar para disolver 5 g de plumas. Luego, mediante un disefio factorial se
determinaran las mejores condiciones de concentracion y temperatura para la extraccion. Los rangos de trabajo
corresponder4n a concentraciones entre 0,25 y 0,70 M de la solucion de sulfuro de sodio y temperaturas entre
18 y 30° C (Gupta et al., 2012, p. 736).

Cuando se hayan definido las mejores condiciones de extraccion, se procedera a evaluar el efecto de la
radiacion sobre el rendimiento de queratina hidrolizada, mediante un disefio completamente al azar. Las dosis
de radiacién a emplear estaran en el rango entre 10 y 25 kGy (Deocaris et al, 2003, p. 86).
Complementariamente, se realizard un andlisis FTIR o EPR, segiin la disponibilidad de los equipos, para
estudiar las modificaciones estructurales producidas sobre las plumas (Gupta et al., 2012, p. 734; Strzelczak,
Sterniczuk, Sadlo, Kowalska y Michalik, 2013, p. 509).

Una vez disueltas las plumas, se realizara una filtracion al vacio y se afiadiran 2,5 mL de una solucion de HyO.
Este proceso de oxidacién durara 50 min y se llevard a cabo a temperatura ambiente. El pH se reducird hasta
4,8 con una solucién al 20 % v/v de H»SOs, se decantard y se filtrard con el objetivo de separar los sélidos
precipitados. Luego, se neutralizara el filtrado con una solucién 2,5 M de NaOH. Se decantara y se filtrara
nuevamente el producto obtenido (Salazar, 2013, p. 42, 43).

La caracterizacion del extracto de queratina incluiré la evaluacién del color, olor, composicién y contenido
microbiano. La evaluacién requerira del uso de técnicas espectrofotométricas (Sanchez, 1998, p. 29); el olor
sera estimado mediante un analisis sensorial. La cuantificacién de la proteina en el extracto obtenido se Ilevara
a cabo por el método de Biuret (Gupta, et al., 2012, p. 736). Ademas, sera necesario detectar la presencia de
sales de sodio, principalmente sulfato de sodio, puesto que el método propuesto usa 4cido sulfirico y sosa
caustica para regular el pH. Se realizar4 un analisis FTIR para conocer los componentes del extracto (Skoog,
Holler, Nieman, p. 227), y se realizard un analisis de AA para cuantificar el sodio presente en el extracto y
expresarlo como sus sales (Skoog, Holler, Nieman, 2001, p. 427). Los ensayos microbianos a realizar
corresponden a la determinacion de salmonella (De Macedo, Segura, Pifiero y Coello, 2002, p. 216).
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Cronograma de trabajo anual

No.

Meses
Actividad

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 | 11-12

Adquisicién de materiales y equipos

Obtencién de una muestra de plumas
representativa de una explotacién avicola

Definicién del procedimiento de limpieza
de las plumas

Realizacion de ensayos preliminares para
definir los valores de las variables de
disefio.

Determinacion de las mejores condiciones
de extraccién de queratina hidrolizada
mediante el método del sulfuro de sodio.

Determinacion de la influencia de la
irradiacion de las plumas sobre el
rendimiento en la extraccién de queratina
hidrolizada.

Caracterizacion fisica, quimica y
microbioldgica del extracto de queratina
hidrolizada obtenido.

Redaccion de informes finales.

Justificacién de los equipos requeridos

Es indispensable un pHmetro portatil para la regulacién de pH durante el proceso de extraccion de queratina
Ademas se requiere de agitadores magnéticos con plancha de calentamiento para el proceso de extraccion de
la queratina.

Fecha de inicio

15 de Enero de 2015

Tiempo de dedicacion docentes, infraestructura, equipamientos y fondos adicionales

Tiempos de dedicacion semestral del director del proyecto, de los docentes participantes y otros
colaboradores.

Director: 100 h por semestre

Colaborador: 50 h por semestre

Infraestructura y equipos disponibles para la ejecucion del proyecto
Acelerador lineal de electrones (DCN-EPN)

Espectrofotometro Hitachi 1900 (DCN-EPN)

Balanza analitica Denver (DCN-EPN)

Espectrofotémetro infrarrojo de transformada de Furier (CIAP-EPN)
Espectroscopio de absorcion atébmica (DEMEX-EPN)

Laboratorio de anélisis microbiolégico (DECAB-EPN)

Molino de cuchillas (DIQ-EPN)




8 |Presupuesto estimado para la ejecucion del presente proyecto

Lista de items (por favor especifique) Cantidad solicitada
(US $)
1. Equipos:
pHmetro portatil Accumet 1 176,00
Agitador magnético con plancha de calentamiento de 17x17
cm (2) 118720
Subtotal 2 363,20
2. Reactivos y materiales de laboratorio:
Sulfuro de sodio (2 kg) 500,00
Celda de cuarzo de 4 mL (2) 448,00
Pipeta automatica de 100 pL. 271,04
Pipeta automatica de 1000 pL 271,04
Puntas desechables para pipeta de 1-100 pL (1000) 60,48
Puntas desechables para pipeta de 101-1000 pL (1000) 60,48
Barra agitadora magnética de 5cm de largo (5) 33.6
Subtotal 1 644,64
TOTAL 4 007,84
(hasta US$ 5 000,00)
9 Firma del aplicante Lugar y Fecha
i Z
e
Nombre: Ing. Marco Vinicio Sinche Serra, M.Sc. Quito, 13 de enero de 2015

CC: 171956782-6
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Esta propuesta ha sido aprobada por el Consejo del Departamento de Ciencias Nucleares, en sesion ordinaria del 13
de enero de 2015 mediante Resolucién No. 03-15 y las instalaciones, incluyendo personal, edificios, equipo y
recursos financieros estan a disposicién del aplicante de acuerdo con las especificaciones que se encuentran en esta
aplicacion.
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