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Introduccion

El 4acido hialurénico (AH) es un glucosaminoglicano de peso molar 1,5 - 2,0 g/mol, el cual se
encuentra en los tejidos del cuerpo humano (Macias Ortega et al., 2015), es un componente con
diversas aplicaciones cosméticas, buscando mejorar la hidratacion y elasticidad del tejido cutaneo
en productos comerciales como: cremas, geles, emulsiones y sérum. La aplicacion de este tipo de
productos permite la formacion de una pelicula viscosa que impide la absorcion de sustancias

extranas del tejido cutaneo, al mismo tiempo que preserva su humedad.

El AH a diferencia de otros polisacéridos tiene una mejor cotizacion en la industria cosmética,
por esta razon, el mercado mundial de este componente redondea los USD 500 millones por afio,

con un valor aproximado de USD 100/Kg AH (Chavez Feijo6, 2021).

El sector cosmético, juega un papel fundamental en la economia colombiana, teniendo un
crecimiento significativo desde el afio 2000, posicionando a Colombia como el segundo pais con
mayor biodiversidad, La relevancia que han adquirido los compuestos activos desde el afio 2009,
hicieron posible el ingreso al Programa de Transformacion Productiva (PTP) del Ministerio de
Comercio, Industria y Turismo, que tuvo como objetivo transformarla en una industria globalmente
competitiva. La inversion en este sector ha sido representativa, presentando en los 3 ultimos afios
una inversion cercana a los USD $300 millones, buscando un fortalecimiento en temas de

produccion, innovacion, distribucion, etc. (Propais, 2014).

Por otra parte, se destaca que uno de los productos residuales mas importantes que genera la
industria de los ovoproductos es la cascara de huevo de gallina (CH), la cual va adherida a la
membrana intersticial de cascara de huevo (MCH). Adicionalmente, se ha identificado una
problemadtica con la disposicion de este residuo; ya que es un material que llega a los vertederos

afectando de manera negativa el medio ambiente.

11



Obtencion de AH de la membrana de cascara de huevo

De acuerdo con lo anterior, el objetivo principal de esta investigacion es determinar el contenido
de AH presente en la MCH, e indagar acerca de posibles aplicaciones, para asi obtener un beneficio
social, econémico y ambiental a partir de este potencial residuo, buscando reducir de cierta manera
la carga en el relleno sanitario y la contaminacion ambiental que esta conlleva, asi como el impacto

negativo que puede ejercer sobre la poblacion (Campos, 2015).
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1. Resumen

El AH es un polisacarido glucosaminoglicano, el cual es un componente de uso potencial en la
industria cosmética, extraido principalmente de tejidos animales a través de complejos y robustos
procesos. En esta investigacion, el AH fue obtenido y caracterizado mediante procesos
fisicoquimicos, a partir de la MCH generada como residuo. El AH fue separado por medio de una
digestion enzimatica con papaina a una temperatura constante 60°C, y las variables de estudio
fueron el tiempo, 8, 16 y 24 horas, y la relacion de papaina 10, 20 y 30 mg/g MCH respectivamente.
Se realizd una determinacion cuantitativa de AH por cromatografia liquida HPLC donde se
determind que el factor tiempo no es estadisticamente significativo en la separacion de AH,
mientras que la relacion de papaina tiene una alta correlacion en el rendimiento de AH. Mientras
tanto, el rendimiento mas alto de AH, 14,58 + 0,18 mg/L, se obtuvo de las muestras incubadas a
24 horas, con una concentracion de papaina 20 mg: g MCH y que decrece en una mayor
concentracion de enzima. Por ultimo, se realizdo un disefio de mezclas en la formulacion de un
sérum facial de AH, con el fin de encontrar la formulacion adecuada para obtener el mayor
porcentaje de capacidad antioxidante, el cual, por método DPPH, se obtuvo un resultado del
78,00%, el cual se presenta en la formulacion con 4,00 % de AH, 70,00 % de agua destilada, 21,00

% de glicerina y 5,00% de acido ascorbico.
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1.1.  Descripcion del problema

Anualmente a nivel mundial se generan 7 millones de toneladas de residuos de CH (Posso Vergara,
2020). En Colombia durante el afno 2021 se produjeron 17.028 millones de huevos (FENAVI,
2022), con un consumo per capita de 334 unidades. El departamento de Narifio cuenta con una
poblacion de 1.511.556 habitantes mayores de 4 afios (DANE, 2023), teniendo en cuenta el

consumo per capita del huevo, se traduce un consumo en este aflo de 504.8 millones de huevos.

En los hogares y la industria alimentaria, la CH y la MCH se desechan como residuos, lo que
corresponde aproximadamente el 10% del peso total del huevo (Alparce et al., 2018a), traduciendo
cerca de 3.029 toneladas de CH y MCH, constituyendo una carga en el relleno sanitario y
aumentando la generaciéon de metano, alterando la flora y fauna al no estar en los lugares de

deposito apropiados y desaprovechando este residuo potencial.

La CH de gallina tiene una composicion 95,00 % de minerales, entre un 3,00 % a 3,50 % de
componentes organicos, proteoglicanos y proteinas entre las que se pueden encontrar:
ovotransfenina, ovocalixina y lisozima. En su parte interna cuenta con un film de queratina rica en
colageno, la cual se conoce como membrana, la cual en su mayoria se encuentra conformada por
proteinas que aportan propiedades como la retencion de agua y mejora estructural cutanea, que a
su misma vez son bastante apetecidas en la industria cosmética en la formulacion de productos

cutaneos

Mencionado lo anterior, es necesario buscar alternativas al tratamiento de residuos de la
industria alimenticia, muchos de estos subproductos son fuentes potenciales de productos con alto
valor funcional, para lo cual, se propone encontrar procesos adecuados de reutilizacion y
revalorizacion (Campos, 2015a). Adicionalmente, se puede destacar que los residuos de CH son de

gran importancia debido a su alto contenido de proteinas y minerales (Chavez Feijoo, 2021a).
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El AH y el colageno son proteinas naturales que estan presentes internamente en el cuerpo
humano y sus tejidos. Cerca del 80,00 % del tejido cutaneo estd compuesta de coldgeno y una gran
parte de AH que posee el cuerpo humano se encuentra concentrado en la piel. No obstante, la
cantidad de estas proteinas presentes en el cuerpo humano se reduce con la edad, lo que conlleva a
los signos de envejecimiento cutdneo, ya sea en forma de arrugas o lineas de expresion, siendo
necesario compensar su cantidad mediante la aplicacion fisica de cosméticos, con compuestos de

origen natural (Manturova et al., 2018).

Existen muchas empresas que se dirigen a un mercado donde se reconocen el origen natural de
los productos (Khanmohammadi et al., 2014). Por lo tanto, esta investigacion aprovechara los
residuos de CH de la industria panificadora en el departamento de Narifio para la obtencion de AH,
donde se cuenta con cerca de 1.600 panaderias, generando un residuo de produccion promedio de
16,2 kg de CH semanales por establecimiento, lo que traduce cerca de 80,9 toneladas anuales de
CH generadas como residuo, las cuales son enviadas directamente al relleno sanitario sin algun

tratamiento previo.

1.1.1. Formulacion del problema

(Los factores concentracion de papaina y tiempo de hidrdlisis, influyen de manera directa sobre ¢l

porcentaje de rendimiento del AH?
1.2, Justificacion

El huevo se ha convertido en uno de los alimentos mas consumidos a nivel mundial y
especificamente en Colombia, el consumo per capita en los Gltimos afios ha estado en aumento
alcanzando las 334 unidades en el 2021 (FENAVI, 2022). Actualmente, la CH es un desecho

organico abundante que generalmente va directo a los rellenos sanitarios.

Con la iniciativa de reducir la contaminacion y la carga residual en la region sur de Colombia,
se plantea aprovechar las 3.029 toneladas de CH generada como residuo en la industria
panificadora del departamento de Narifio, lo cual representa un alto flujo residual, aprovechando

las propiedades presentes en la MCH para darle un valor agregado a este residuo organico.
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En la CH de gallina se encuentran muchos componentes, entre ellos la MCH, la cual es rica en
AH, perteneciente a la familia de los glicosoaminoglicanos. E1 AH es un polisacarido lineal con
disacaridos, acido D-glucurdénico y N-acetil-d-glucosamina, ubicado en la matriz extracelular.
Presenta una polaridad alta ya que es un reservorio importante de agua en la dermis; lo que aporta
elasticidad al tejido intracelular y participa en la hidrogénesis, es decir, que ambos componentes
aportan integralidad a la estructura de la piel (Bedoya Salazar & Valencia Gonzalez, 2020),
teniendo en las ultimas décadas mayores aplicaciones en el area médica, con buenos resultados y

pocos efectos adversos.

Con lo mencionado anteriormente, el objetivo es aprovechar este residuo potencial, definiendo
como principal mercado la industria cosmética, la cual es de gran importancia para la economia
colombiana teniendo en cuenta que la mejora de la apariencia fisica para cumplir conciertos
estereotipos, crea una necesidad de consumo que justifica las cifras de ventas inalcanzables en otros
sectores, ya que este mercado ha estado en constante crecimiento desde el afio 2000 y en el afio
2020, se exportaron mas de 143 millones de ddlares estadounidenses en productos de maquillaje,
productos de belleza y cuidado para la piel, donde sumado a el interés de compra de productos de
origen natural por sus beneficios como ser menos propensos a causar irritaciones o reacciones
alérgicas, menor contenido de quimicos agresivos con el tejido cutaneo y debido a la conciencia
ambiental que ha aumentado con el pasar de los afios, considerando en cuenta las tendencias del

mercado actual (Khanmohammadi et al., 2014).

Colombia, al ser el segundo pais con mayor biodiversidad en todo el mundo se convierte en
una principal fuente tanto de productos industriales como artesanales y es aqui donde se busca
implementar los beneficios y propiedades de algunas materias primas de facil acceso como lo es
la CH y sus propiedades para la creacion de productos cosméticos, ya que para en el 2032 se
pronostica que Colombia sera reconocida como un lider mundial en produccion y exportacion de

productos cosméticos (Cabrera Baez et al., 2017) buscando fortalecer éste sector en temas de
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produccién, innovacion y distribucion para ser considerado como una pieza clave en la industria

quimica gracias a su aporte tanto a la produccion como a la generacion de empleo a nivel nacional.

1.3.  Objetivos

1.3.1. Obijetivo general

Evaluar el rendimiento y uso del &cido hialuronico obtenido a partir de la membrana de la céscara

de huevo de gallina, tipo blanco y rosado generado como residuo en la panaderia Opti Pan.

1.3.2. Obijetivos especificos

e Caracterizar fisicoquimicamente la membrana de cascara de huevo de gallina blanco y

rosado.

e [Establecer condiciones de proceso para la obtencion y cuantificacion de acido hialurénico

presente en la membrana de cascara de huevo de gallina blanco y rosado.

e Caracterizar fisicoquimicamente el acido hialurdnico obtenido a partir de la membrana de

cascara de huevo de gallina blanco y rosado.

e Evaluar el uso del acido hialuronico presente en la membrana de cadscara de huevo de

gallina, tipo blanco y rosado en la obtencion de un sérum para uso cosmético.
1.4.  Marco referencial o fundamentos tedrico

1.4.1. Antecedentes

1.4.1.1.  Extraccién secuencial de acido hialurénico y coldgeno de la membrana de
cascara de huevo de gallina. Se realizé una obtencion de AH mediante una mezcla con solucion
salina digestion enzimatica con papaina, donde se obtuvo un mayor rendimiento, 5,48 mg/g, con
muestras incubadas a 60°C. Tras la extraccion de AH se extrajo colageno a partir de las muestras
residuales con soluciones de 4cido acético variando niveles de pH. Se realiz6 una obtencion de AH
mediante una mezcla con solucion salina digestion enzimatica con papaina, donde se obtuvo un
mayor rendimiento, 5,48 mg/g, con muestras incubadas a 60°C. Tras la extraccion de AH se extrajo
colageno a partir de las muestras residuales con soluciones de acido acético variando niveles de

pH.
17
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El mayor rendimiento de colageno fue de 38 mg/g, y se obtuvo a 20°C, pero disminuy6 al
incrementar aumentar la temperatura de incubacion, probablemente debido a un proceso de

desnaturalizacion (Alparce et al., 2018).

1.4.1.2.  Cordones umbilicales residuales, nueva fuente de obtencion de acido
hialuronico y sus fracciones. Se propuso una metodologia para el aprovechamiento de los
cordones umbilicales residuales, que se generan como subproducto del proceso de elaboracion del
gel fotoprotector y obtener AH biologicamente activo, a través de solucion salina y AH purificado
mediante precipitacion del polisacarido con etanol, obteniendo un rendimiento de 0,12 % p/p (Lago

Mendoza, 2007).

1.4.1.3. Comparacion de hidrolisis enzimatica de polisacaridos en membrana de
cascaras de huevo. Se realizo la extraccion de AH de las MCH mediante hidrolisis enzimatica con
papaina, tripsina y pepsina obteniendo el mejor rendimiento de 4,5% en el proceso de hidrolisis

con tripsina a 37° C y pH 8 (Urgeova & Vulganova, 2016).

1.4.1.4.  Extracciony caracterizacion de acido sialico, sulfato de condroitin y sulfato de
dermatén presentes en tejidos de pollo de engorde mexicano (cresta, piel y cartilago del
esterndn). Se planted6 un proceso de digestion enzimdtica con papaina, buscando extraer
glucosaminoglicanos a partir de la cresta, piel y cartilago del esternon de pollos de engorde
mexicanos, obteniendo el mayor rendimiento de Acido sialico en los cartilagos del esternén con

un 5,52% en el proceso de hidrolisis enzimatica con papaina (Pulido Cordoba, 2009).

1.4.1.5.  Optimizaciéon del método de extraccion de acido hialurénico del humor vitreo
de Oreochromis niloticus. Se evaluaron dos métodos, quimico y enzimatico para la extraccion de
AH usando humor vitreo de residuos acuicolas como material biologico, obteniendo el mayor
rendimiento (0,008%) con hidrélisis enzimatica con papaina, a diferencia que en el método quimico

el rendimiento de extraccion fue de 0,0022% (Pérez Gumeta et al., 2018).

1.4.1.6.  Extraccion a escala de laboratorio del complejo de proteinas presentes en las
membranas intersticiales de residuos de cascara de huevo de gallina (Gallus Domesticus)
mediante el proceso de hidrdlisis alcalina. Se realiz6 la obtencion proteica presente en las MCH
de residuos de CH mediante una hidrolisis alcalina, para lo cual, por diferencia de densidades se

separd la MCH. Con este proceso se concluye que las MCH son una fuente significativa de

18



Obtencion de AH de la membrana de cascara de huevo

proteina, ya que contienen aproximadamente 71,19% p/p de proteina, mientras que en la fase
mineral se hallaron altas concentraciones de calcio, alcanzando valores de 94 mg Ca/g CH (Urbano

Vargas, 2015).

1.4.1.7.  Desarrollo de un yogurt bebible enriquecido con péptidos bioactivos de la
hidrdlisis enzimatica de proteinas de suero lacteo utilizando papaina. El objetivo de esta
investigacion fue determinar la vida de anaquel sensorial de un producto lacteo tipo yogurt bebible
rico en péptidos inhibidores de enzima (ECA) obtenidos a través de un proceso de hidroélisis
enzimatica de proteinas de suero lacteo utilizando papaina, logrando un porcentaje de inhibicion

del 70% de ECA a una temperatura de 75°C y un pH de 5,0 (Vera Valle, 2017).

1.4.1.8. Capacidad antioxidante de péptidos obtenidos de hidrolizados de tilapia con
bromelina y papaina. Usando restos de fileteado de tilapia con extractos de pifia y papaya se
realiz6 un proceso de hidrélisis enzimatica, con el objetivo de evidenciar que dichos restos,
contienen péptidos bioactivos con capacidad antioxidante, obteniendo un mayor rendimiento de

generacion de péptidos entre las 24 y 48 h a 37°C (Mendoza et al., 2016).

1.4.1.9.  Estrategia de optimizacion secuencial para la extraccion de acido hialurénico
de la cascara de huevo y su caracterizacion parcial. Se optimizé un proceso de obtencién de AH
de la CH mediante una experimentacion secuencial variando el pH y tiempo de extraccion, de los
cuales se obtuvo el rendimiento mas alto de AH de 5,3 mg AH/g CH a 9°C con pH de 3,5
(Khanmohammadi et al., 2014).

1.4.1.10. Extraccion de MCH con solucion de NaCl. Las MCH se llevan a suspender en
solucion de NaCl (0,5M), donde se somete a agitacion durante el tiempo indicado, para una

posterior decantacion y centrifugacion de la solucion obtenida (Callejas Quijada et al., 2023).

1.4.1.11. Extraccion AH con acido acético a partir de las cascaras de huevo de gallina.
Las CH se llevan a un proceso de triturado a un tamafo de particula de 0,5 mm. El acido acético
(4 M) es anadido junto con las particulas obtenidas del molino en unarelacion 1:1. E1 AH se obtiene

como precipitado con igual volumen de isopropanol (Khanmohammadi et al., 2014).

1.4.1.12. Desinfeccion de huevo comercializable mediante soluciones acuosas activadas
guimicamente con plasma. El proceso de lavado, desinfeccion, y almacenamiento adecuado de
las CH es una metodologia convencional para la mitigacion de microorganismos que afecten el
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resultado de un producto de interés. Segun Pivovarov et al., (2022)una manera eficaz de eliminar
los microorganismos mas convencionales en las CH o en la superficie del huevo de gallina es
utilizando soluciones contienen un componente activo, como el perdxido de hidrégeno, con
concentraciones que varian entre 100 y 700 mg/l. Sin embargo, segun Gole et al., (2014)el método
anteriormente descrito puede afectar los componentes y proteinas presentes en la CH y la MCH,
por lo tanto, se empleard el método de desinfeccion con hipoclorito de sodio descrito en la

investigacion de Wang & Slavik, (1998).

1.4.1.13. Desarrollo y validacion de un método HPLC para determinacion de la
sustancia activa de acido hialurénico en formulaciones farmacéuticas. El estudio se enfoc en
desarrollar y validar un método analitico para determinar el acido hialurénico en forma
farmacéutica. El método se valido en cuanto a idoneidad del sistema, linealidad, limites de
deteccion (LOD) y cantidad (LOQ), precision, exactitud, especificidad, selectividad y estabilidad
y los hallazgos obtenidos mostraron que el método analitico tiene una linealidad superior a 0,99 de
precision, exactitud, selectividad y estabilidad. El método demostro ser preciso, exacto y especifico

durante el estudio (Caglar et al., 2022).

1.4.1.14. Determinacion de hialuronato de sodio en formulaciones farmacéuticas
mediante HPLC-UV. Se desarrollé un método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
con deteccion UV para la determinacion de hialuronato de sodio en una formulacion farmacéutica.
La deteccion se llevd a cabo utilizando un detector UV-vis de longitud de onda variable
configurado a 205 nm. El método desarrollado se aplico a la determinacion de hialuronato de sodio

en una sustancia farmacéutica y en el producto (Ruckmani et al., 2013).

1.4.1.15. Cuantificacion de &cido hialurénico y metilsulfonilmetano en suplementos
dietéticos. Este estudio se centré en desarrollar y validar pruebas para analizar simultaineamente
dos de estos componentes, el acido hialurénico y el MSM, y asi determinar su cantidad en una
muestra combinada. El método fue lineal (1= 0,9998) en el rango de 4000 a 15000 ppm y los LOD
y LOQ fueron 332,90 y 1109,67 ppm, respectivamente (Harmita et al., 2020).

1.4.1.16. Evaluacion de la eficacia de suero topico de &cido hialurédnico en el foto
envejecimiento facial. El estudio investigo los efectos de un suero facial de acido hialurénico en

la foto envejecimiento facial, donde se incluyeron cuarenta mujeres de 30 a 65 afios con diversos
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tipos de piel y signos de foto envejecimiento. Se realizaron mediciones de corneometria y se
tomaron muestras faciales y fotografias en momentos especificos. Los resultados indicaron una
mejora significativa en la hidratacion, suavidad, volumen y apariencia general de la piel,
respaldando la eficacia del suero de AH en el tratamiento de la foto envejecimiento facial(Draelos

etal., 2021).

1.4.2. Marco teorico

1.4.2.1.  Glicosaminoglicanos. Los glucosaminoglucanos se caracterizan por ser factores
muy importantes en el tejido de la piel y se utilizan como agentes anticoagulantes, antitumorales y
antiinflamatorios. Entre sus aplicaciones mas importantes, se destaca que promueven el
crecimiento y la regeneracion celular. Entre los componentes del MCH, el AH es considerado uno
de los més apreciados y buscados en campos como: cosmética, clinica y médica (Alparce et al.,

2018).

1.4.2.2. Céscara de huevo de gallina. La CH se caracteriza por ser una estructura
biomineral que protege el contenido interno, cumple la funcion de ser una reserva mineral para el
embrion aviar, cumpliendo la funcidn de intercambiar agua y gas entre ambiente externo y embrion,

misma capacidad que se debe gracias a la composicion proteica de la cuticula (Shahnila et al.,

2022).

1.4.2.3. Membrana de cascara de huevo. Las MCH se caracterizan por poseer una
estructura fibrosa compuesta por una red de biopolimeros, situada entre la CH y la albumina del
huevo (N. Mendoza et al., 2022). La MCH es un producto rico en colageno, AH, condroitina,
glucosamina, queratina y lisozima, su principal funcion es activar el desarrollo de los fibroblastos
en el tejido cutdneo, mismos que contribuyen a la produccion de colageno y adicionalmente, posee

un glucosaminoglicano, que corresponde al AH (Bayer, 2020).

1.4.2.4.  Papaina. La papaina es una poderosa enzima digestiva que a menudo se encuentra
y se extrae de la fruta de papaya (Carica papaya); también se le conoce como proteinasa de papaya.
La enzima de papaya juega un papel vital en el proceso digestivo al participar en el procesamiento
de fibras proteicas fuertes. La papaina desempefia un papel muy importante en la descomposicion
de toxinas y es un poderoso agente antiséptico, digestivo, antioxidante e inflamatorio (Food News

Latam, 2018).
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1.4.2.5. Enzimas. El CH se caracteriza por ser una estructura biomineral que protege el
contenido interno, cumple la funcion de reserva mineral del embrion de ave y realiza el intercambio
de agua y gases entre el medio externo y el embrion (Bhatia, 2018). La combinacion de grupos
funcionales quimicos en el sitio activo da paso a la creacion de interacciones covalentes y no
covalentes entre la proteina y el sustrato; mismas que favorecen la conversion de sustratos en

productos (Ramirez Ramirez, 2014).

1.4.2.6. Cosmetologia. Actualmente, el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos
y Alimentos (INVIMA) define los productos cosméticos como "una sustancia o formulacion de
aplicacion local para ser utilizada en las diferentes partes superficiales del cuerpo humano:
epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y 6rganos genitales, ufas, labios y organos
genitales”. Es importante recalcar que los productos cosméticos no poseen propiedades
farmacolodgicas, al contrario, sus principales funciones son limpiar, perfumar, proteger, decorar y
modificar el aspecto, pero de ninguna forma sanar enfermedades. Se considera como cosméticos,
los productos tales como: cremas, emulsiones, lociones, geles y aceites para la piel, mascaras de
belleza, maquillaje, jabones de tocador, perfumes y colonias, antitranspirantes, productos para la

salud bucal y de las ufias, bronceadores y productos antiarrugas (Marquez Polo, 2021).

1.4.2.7. Hidrdlisis Enzimatica. La hidrolisis enzimatica se caracteriza por ser un proceso
quimico en el que las moléculas se descomponen mediante la adicion de agua con la ayuda de
enzimas, mismas que son proteinas que actiian como catalizadores biologicos, acelerando el efecto
de las reacciones quimicas. En este proceso, las enzimas facilitan la ruptura de enlaces quimicos
especificos en las moléculas, permitiendo que el agua se introduzca en su estructura, provocando
una division de la molécula inicial en componentes més simples (EduMedia, 2024). El concepto
de hidrdlisis enzimatica en el area de quimica organica hace referencia a una ruptura de un enlace
por la incorporacion de iones de agua en los productos de interés(Campos, 2015 y Flores et al.,
2008). Este proceso se lleva a cabo por enzimas mejor conocidas como ‘“hidrolasas”, mismas que

producen una ruptura de enlaces por agua (BRF Ingredients, 2022).

1.4.2.8.  Acido hialurénico. Es un polisacarido presente de manera natural en el cuerpo
humano y que, gracias a su estructura molecular, presenta una alta capacidad de retencion de agua,

contribuyendo significativamente a la hidratacion y lubricacion de los tejidos. Este componente
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también desempefia un papel importante en la regulacion de la matriz extracelular y la cicatrizacion

de heridas (Necas et al., 2008 y SMejkalova et al., 2015).
1.5. Metodologia

El AH se extrajo de la MCH realizando una hidrélisis enzimatica, mediante un diagrama de bloques
de la Figura 1, 2, 3 y 4 se describe la metodologia experimental para la extraccion del

glucosaminoglicano (Alparce et al., 2018).

Figural

Metodologia objetivo 1: Caracterizacion fisicoquimica de la MCH
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Figura 2

Metodologia objetivo 2: Establecimiento de las condiciones para la obtencion y cuantificacion
del AH
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Figura 3

Metodologia objetivo 3: Caracterizacion fisicoquimica del AH
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Metodologia objetivo 4: Formulacién de un sérum facial
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1.5.1. Metodologia para cumplir primer objetivo especifico

1.5.1.1.  Reuvision bibliogréafica. Para la recopilacion de informacion cientifica relacionada
con el marco tedrico y la metodologia, se emplearon las plataformas de Scopus y SciELO, las

cuales fueron accesibles a través de la biblioteca virtual de la Universidad Mariana. Ademas, se
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llevo a cabo una busqueda exhaustiva de articulos cientificos provenientes de revistas indexadas,
asi como de tesis y trabajos de investigacion pertinentes, la recopilacion de informacion con 10

anos anteriores al afio actual 2024.

1.5.1.2.  Recoleccion de materia prima. Las CH de gallina tipo blanco y rosados se
obtuvieron de la panaderia Opti Pan, en San Juan de Pasto - Narifio, en un tamafio de muestra de
1.000 g CH, ya que es el promedio de generacion de residuo en un dia normal de produccion,
misma cantidad que es suficiente para proceder a realizar los posteriores analisis en este estudio,
las cuales se dispondran en bolsas ziplock conservando una temperatura de almacenamiento entre
0-15 °C y protegidos de la luz para evitar contaminacion microbiana en las CH (Aditya et al., 2021
y Chavez Feijoo, 2021).La recoleccion se realiz6 aproximadamente en los dias sabado y domingo,
donde se evidenci6 una mayor generacion de residuos, respecto a los demads dias, debido a una alta

demanda de productos de pasteleria en un fin de semana.

1.5.1.3.  Triturado. Para facilitar la manipulacion de la materia prima en los siguientes
procedimientos se introdujeron las muestras de CH en el molino (Victoria VH 750-C, 1.680 rpm)

para conseguir un tamafio de particula de 0,5 mm.

1.5.1.4.  Definicién de metodologia de separacion de MCH. Mediante un diagrama de
decision donde se compararon metodologias para la separacion de las MCH de gallina a partir del
residuo recolectado en la panaderia Opti Pan, cuenta con un puntaje de evaluacion para cada
criterio: Bajo = 1; Medio = 2; Alto = 3, el método de separacion que obtenga el menor puntaje seria
el mas viable para ser replicado, teniendo en cuenta economia, accesibilidad a equipos y
rendimiento obtenido. Opti Pan, una panaderia que produce un promedio de 16,2 kg de residuos
de CH de gallina semanal, requiere que estos residuos se almacenen a temperaturas entre 0-15 °C

y se protejan de la luz (Chavez Feijod, 2021).

1.5.1.5.  Higienizacion de la CH. Los residuos de CH se sometieron a un proceso de
higienizacion adecuado para mitigar la carga microbiana de Salmonella spp. se llevd a cabo un
lavado utilizando una solucién de hipoclorito a una concentracion de 0.16% [v/v] que equivalia a

aproximadamente 200 ppm (Wang & Slavik, 1998).
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1.5.1.6.  Separacién de MCH. Después de completar ¢l tratamiento de las CH, se realizod
una comparacion exhaustiva entre los distintos métodos de separacion de MCH de gallina en

investigaciones previas, teniendo en cuenta los siguientes factores:

e Objetivo del estudio: se requiere separar la MCH para un anélisis fisicoquimico de ella y
sus componentes, por lo que se tendra en cuenta los siguientes factores:

e Preservacion de la integridad de la MCH: evitando alteraciones en su composicion
estructural y bioquimica.

e Eficiencia: para el procesamiento de ciertas cantidades de MCH en el menor tiempo posible.

e Disponibilidad de recursos: Al tener en cuenta metodologias existentes, es importante
contar con los reactivos, equipos y condiciones especificas del proceso.

e Referencias y validacion: Es de suma importancia verificar si la metodologia a utilizar ha

sido previamente utilizada y validada en investigaciones con objetivos similares.

1.5.1.7.  Secado de la MCH. Luego de extraer la mayor cantidad de MCH posible, las
muestras se llevaron al secador de bandejas (FIQ LTDA) durante 21 horas a 30°C para eliminar la

mayor cantidad de agua que las MCH puedan contener (Stephanie, 2021; Urbano Vargas, 2015).

1.5.1.8.  Pulverizado. Las muestras secas de MCH se llevaron al molino de cuchillas (Knife
Mill PULVERISETE 11) a 10.000 rpm durante 2 minutos

1.5.1.9.  Tamizado. Con ayuda de un juego de tamices de la serie ASTM tamizador, se busco
obtener una distribucion mayor entre las mallas #16 y #20 que establece un tamafio de particula

entre 0,84 y 1,19 mm.

1.5.1.10. Caracterizacion fisicoquimica. Se realiza el analisis de las siguientes

caracteristicas fisicoquimicas.
1.5.1.10.1. Acidez titulable.
AOAC 942.15: Después de realizar el pulverizado a la muestra, se coloca 2 g de MCH en un matraz
con 100 mL de agua destilada, se llevara hasta el punto de ebullicién durante una hora y se renovara

el agua perdida por evaporacion, se colocara a enfriar a temperatura ambiente para cambiarlo a un

matraz aforado de 500 mL. Este se dejara en reposo mientras estd en agitacion, se tomd una porcion
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de 20 mL del filtrado y se titulara con una solucion de hidroxido de sodio 0,01 N, utilizando 0,3

mL de indicador de fenolftaleina, para observar el cambio de incoloro a rosa (Godoy et al., 2016)

1.5.1.10.2. Humedad.

AOAC 930.15: Se pesa 3 g de MCH en una balanza analitica y se colocan en una estufaa 100 = 5
°C. Durante 24 horas, transcurrido el tiempo se tapara el recipiente y se ubicard en un desecador
por 5 minutos. Se registrara el peso final y el porcentaje de humedad para determinar a partir de la

diferencia de pesos (Thiex, 2009).

1.5.1.10.3. Densidad.

AOAC 962.37: Para determinar el peso del agua y de la muestra a volumen constante, se utilizara

el picnometro a 27 °C mediante un bafo térmico (Pineda et al., 2023).

1.5.2. Metodologia para cumplir segundo objetivo especifico

1.5.2.1.  Suspension. Las MCH se dejaran en suspension en una solucion de 5mM de cisteina
(5,00 mg: 1 g MCH), 5 mM de EDTA (etilendiaminotetraacético) (4,50 mg: 1 g MCH), 100 mM
de buffer de acetato de sodio (4,30 mg: 1 g MCH) durante una hora a temperatura ambiente

(Alparce et al., 2018).

1.5.2.2.  Digestién enzimatica con papaina. Se realizo una breve descripcion de
metodologias existentes para la extraccion de AH en el marco teodrico, teniendo en cuenta
accesibilidad a equipos y reactivos, procesamiento de grandes cantidades para un escalamiento de
procesos y rendimientos de produccion. Teniendo en cuenta la anterior comparativa, se opta por la
extraccion por hidrélisis enziméatica con papaina, ya que indica un rendimiento de extraccion alto
respecto a la extraccion con pepsina. Cabe resaltar que, segiin investigaciones la extraccion con
tripsina presenta un mayor rendimiento al de la papaina. Sin embargo, se decide realizar la
extraccion usando la enzima de papaina, ya que presenta un menor costo operativo al de la tripsina,
llevando a un beneficio econdémico de la investigacion en un futuro. Asi mismo, estudios han
confirmado que la digestion enzimatica con papaina no extrae proteinas como el colageno,

presentando un punto positivo, ya que conserva las proteinas en las MCH.
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La papaina actiia hidrolizando los enlaces peptidicos de las proteinas, rompiéndolas en
fragmentos mas pequenos. Esto permite que el acido hialurénico, que estd unido a estas proteinas,

se disuelva y se libere en la solucion (Leong et al., 2023).

Posterior a la suspension, se lleva al agitador magnético con calentamiento (MS-H280-PRO) y
mientras se somete a agitacion, se aflade la papaina en una relacion de (20 mg: 1 g MCH) para
llevarlo a 60°C teniendo en cuenta los lineamientos del disefio experimental, los cuales indican 27

muestras.

1.5.2.3.  Centrifugacion. Después de la digestion enzimatica, la mezcla se llevara a la
centrifuga (Becton Dickinson Clay Adams Compact II) a 7.000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante es recolectado con ayuda de una micropipeta de 10 mL (Digipette MGB-009) para

ser depositado en recipientes para muestras.

1.5.2.4.  Almacenamiento. Los recipientes que contienen las muestras se conservaran en un

refrigerador entre 2 y 8°C para su posterior tratamiento y caracterizacion (Mensah et al., 2023).

1.5.2.5.  Disefio experimental. Con el propdsito de establecer las mejores condiciones para
el proceso de hidrolisis enzimadtica, en esta investigacion se implementard un disefio factorial 3"«

(2 factores con 3 niveles) de la siguiente manera:
»  Factor 1. Tiempo con 3 niveles (8, 16 y 24 horas)
»  Factor 2. Concentracion de enzima (papaina), 3 niveles (10, 20 y 30 mg: g MCH).

Las unidades experimentales estaran compuestas por 50 g de MCH y cada ensayo se realizara
por triplicado para un total de 27 corridas, como variable de respuesta se tiene el contenido de AH
(mg/L). Se recopilan datos de un total de los 9 puntos muestrales, todos llevados a cabo a una

temperatura constante de 60°C y utilizando una concentracion variable en la relacion papaina de

10,20 y 30 mg: 1 g MCH.

1.5.2.6.  Analisis de disefio experimental. El disefo se evaluara a través de un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95% (0=0,05) y se procederd a efectuar una
comparacion de medias mediante prueba de Tukey (0,05) utilizando el software estadistico gratuito
Statgraphics 19R Centurion y el software de programacion Python con el fin de comprobar si

existen diferencias significativas entre las medias de los factores evaluados sobre la respuesta.
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1.5.3. Metodologia para cumplir tercer objetivo especifico

1.53.1. pH. AOAC 981.12: En un beaker de 250 mL se coloca 10 mL de muestra de AH y
se mide el pH con un potencidmetro (Titroline 5000) de electrodos previamente calibrado
previamente con tres tipos de buffers 4, 7 y 10 para tener mayor precision, los valores son

reportados con dos decimales (Ruiz et al., 2023).

1.5.3.2.  Andlisis cromatografico HPLC. Empleando el equipo de cromatografia liquida
HPLC Thermo Scientific UltiMate 3000 RS tomando como referencia las investigaciones Caglar
et al., (2022) y Ruckmani et al., (2013) y a condiciones indicadas en la Tabla 1, y una solucion
patron de AH tipo comercial, del cual se obtendra un cromatograma y un valor del area bajo la
curva (ABC), para posteriormente correlacionar los resultados de ABC con la concentracion del
compuesto en muestras de 10 mL de extracto de AH obtenidas del disefio factorial, resultado el
cual determinara la presencia y contenido de AH en las muestras, producto de la hidrélisis

enzimatica.

Tabla 1

Especificaciones para la cuantificaciéon del AH en el cromatégrafo HPLC

HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000

Equipo: RS

Columna: Zorbax Eclipse Plus C18

Fase movil: Agua (20%) - Acetonitrilo (80%)
Flujo: 0,60 mL/min

Temperatura: 55°C

Volumen 4 1ouL

inyeccion

Detectores: UV-vis/ RI (255 nm)

1.5.4. Metodologia para cumplir cuarto objetivo especifico

1.5.4.1. Formulacion de sérum facial. Como se menciono anteriormente, el AH actua
como un humectante biologico y posee propiedades antioxidantes que contribuyen a la disminucion
en el proceso de envejecimiento del tejido cutaneo, estimulando la produccion de coldgeno y

reduciendo signos de la vejez como las lineas de expresion y arrugas (Draelos et al., 2021).
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Se deben tener en cuenta componentes que cumplan caracteristicas funcionales esenciales de un
producto cosmético de este tipo, esto quiere decir que, en la composicion del producto facial, deben
incluirse humectantes, conservantes naturales, una fragancia o aroma, un emulsionante y un

disolvente.

Por otra parte, se ha realizado un disefio de mezclas empleando el software estadistico
Statgraphics 19R Centurion el cual establecera un disefio adecuado para evidenciar el efecto de 3
componentes en 15 corridas para un total de 95% en composicion con las variables: AH, agua
destilada y glicerina, cabe resaltar que el 5% restante sera acido ascorbico cuya concentracion se
mantendra constante, evitando un efecto directo de esta variable, siguiendo las directrices de Serra
& Cafaro, (2007), donde menciona que el dcido ascorbico posee la capacidad de regenerar vitamina
E, y por ende contribuye a la accion antioxidante. Como variable de respuesta se tiene la capacidad

antioxidante expresada en porcentaje (%), como se puede evidenciar en la Tabla 2.

El orden de los experimentos del disefio es completamente aleatorio, lo que brinda proteccion

contra la influencia de variables ocultas, ya que el modelo seleccionado es cuadratico.

Tabla 2

Disefio base de las corridas para el Sérum

Componentes Bajo Alto Unidades
AH 1 4 %
Agua 0
destilada 70 76 &
Glicerina 18 21 %

1.5.4.2. Anélisis de resultados bajo la NTC 4833, 2012. Para reconocer un producto
cosmético con un nivel de riesgo microbiano reducido, es importante seguir los lineamientos de la
normativa ISO 29621, la cual describe caracteristicas fisicoquimicas que previenen la propagacion

de microorganismos en productos de cosmética.

Con ayuda del potenciometro, se mide la alcalinidad de la muestra, donde el pH debe estar entre

3y 10, en la formulacion del producto se debe tener un contenido de agua < 0,75, con un envasado
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final a temperatura > 65,0 °C y, por ultimo, se recomienda usar productos de base solvente,

productos oxidantes o clorhidrato de aluminio y sales relacionadas del 15 al 25% en el producto.

Se introduce 1,0 mL de cada ensayo por triplicado en tubos de ensayo, en seguida se adiciona
1,0 mL de tampdn acético y 0,5 mL de radical de DPPH (1, 1diphenyl-2-picryl hydrazyl) en etanol
para una posterior agitacion en un agitador vortex Four E’S Scientific M10101002, cubiertos con

paraflin y dejando reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.

1.5.4.3.  Determinacién de capacidad antioxidante. Se introduce 1,0 mL de cada ensayo
por triplicado en tubos de ensayo, en seguida se adiciona 1,0 mL de tampon acético y 0,5 mL de
radical de DPPH (1, 1diphenyl-2-picryl hydrazyl) en etanol para una posterior agitacion en un
agitador vortex Four E’S Scientific M10101002, cubiertos con paraflin y dejando reposar por 30

minutos a temperatura ambiente (Nerdy & Manurung, 2018).

Se procede a medir la absorbancia en el espectrofotdémetro Thermo Scientific-Genesys 10S UV-
VIS con una longitud de onda de 517 nm teniendo en cuenta las investigaciones de (Baliyan et al.,

2022; Otohinoyi et al., 2014).

Se determinard la capacidad antioxidante de las mezclas de sérum realizadas empleando el
método DPPH, ya que aborda una metodologia bastante eficiente y asequible para la medicioén de
las propiedades antioxidantes, las cuales incluyen el uso de los radicales libres (RS) utilizados para
evaluar el potencial de las sustancias, con la funcién brindar hidrégeno o ser eliminadores de RS

(Goyal & Shekhar Tailor, 2014).

La evaluacion de la actividad antioxidante (A.A) se realiza mediante el método DPPH, que
consiste en agregar este reactivo a la muestra tomada, la absorbancia se determina mediante un
espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm. Los resultados se expresan en unidades

estandar de micro moles de Trolox equivalente por cien gramos de sérum (uM TE/100 g Sérum).

En la investigacion de (Garcia et al., 2012) el porcentaje de capacidad antioxidante se determina
con la Ecuacion 1 la cual relaciona la absorbancia de la mezcla base como ABS blanco y la mezcla

con DPPH como ABS mezcla:
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Ecuacion 1 Célculo de capacidad antioxidante

A
% AA =“’A—tf*100
to

Fuente: (Vallejo Castillo et al., 2020)
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2. Presentacion y discusion de resultados

2.1.  Cumplimiento del primer objetivo

2.1.1. Definicion de metodologia de separacion de MCH

Como se puede evidenciar en la Tabla 3, se realizd una comparativa de criterios anteriormente
descritos, los cuales se obtuvieron resultados cuantificativos que ayudaron a tomar una decision

informada con respecto a la eleccion de la metodologia mas adecuada para el proposito de la

investigacion, proporcionando una base solida para la seleccion de un enfoque especifico

Tabla 3

Diagrama de decision de los métodos de separacion de MCH.

Separacion por Separacion Separacion por
ultrasonido quimica con diferencia de
Criterios de (Jainy Anal, HCI (Chavez,  densidades (Urbano,
evaluacion 2016) 2021) 2015)
Puntaje
Reactivos 1 3 1
Equipos especializados 3 2 2
Alteracion  de las 3 3 1
proteinas presentes
Generacion de 1 2 1
sustancias residuales
Procesamiento de gran 3 3 1
cantidad de MCH
Tratamientos 3 3 1
posteriores necesarios
Total 14 16 7

Nota: Se cuenta con unos criterios de evaluacion que son valor de puntaje: Bajo = 1; Medio =
2; Alto=3)
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Se realiz6 una escala de evaluacion con 3 niveles: requerimiento bajo, medio y alto, de orden
1,2 y 3, respectivamente. Al final de la evaluacion, el método de separacion que obtenga el menor
puntaje seria el mas viable para ser replicado, teniendo en cuenta economia, accesibilidad a equipos

y rendimiento obtenido.

Por otra parte, la separacion quimica con HCI obtuvo el puntaje més alto, presentando
inconvenientes como: alto consumo de reactivos, ya que dependera de la cantidad de residuo que
se desee procesar, adicionalmente, este proceso requiere de procesos posteriores para que los
reactivos utilizados sean retirados de las MCH, significando sobre costes en la investigacion, como

se menciona en la investigacion de Guo et al., (2011).

Por ultimo, la separacion por ultrasonido requiere de equipos e instrumentos adicionales,
también se necesita realizar pretratamiento a las CH, ya que se reduciré la fuerza de enlace entre
membrana y cascara, sin embargo, no resulta ser la mejor opcion cuando se desee procesar grandes

cantidades de CH, segtn lo descrito en la investigacion de (Zhu et al., 2022).

Finalmente, se optd por la metodologia de separacion por diferencia de densidades desarrollada
por Macneil, (2001) y replicado por la investigacion de Urbano Vargas, (2015) siendo una manera
practica, econdmica, no requiere tratamientos posteriores y permite procesar grandes cantidades de

residuo de CH.
2.1.2. Separacion MCH

Después del proceso de seleccion de metodologia, se realizd6 la separacion de la MCH a través por
diferencia de densidades con ayuda de un tanque de agitacion a 120 rpm, en el cual se depositaron
40 L de agua junto a las CH durante 3 minutos hasta que se evidencia que las MCH salen a flote y

con ayuda de una manguera plastica se realiza un proceso de decantacién, como se muestra en la Flgu rab

Separacion de MCH por diferencia de densidades
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Figura 5

Separacion de MCH por diferencia de densidades

Se obtuvo un rendimiento de separacion de MCH del 10,20 % respecto a la CH, rendimiento
que se encuentra dentro del rango de rendimientos descrito en la investigacion de Han et al., (2023)
y Shi et al., (2021) el cual indica un rendimiento del 5 al 15% de MCH en CH, a diferencia del
método descrito en Ponkham et al., (2011), donde se emplea una soluciéon de EDTA 0,5 M pero
presenta una desventaja a nivel de procesamiento de grandes cantidades de residuo y el uso de

reactivos adicionales, por un porcentaje de rendimiento similar al obtenido en esta investigacion.

Una vez separadas las MCH, se llev6 a cabo el proceso de deshidratacion en un secador de bandejas
por un tiempo de 21 horas y a una temperatura no mayor a 30°C. Urbano Vargas, (2015) menciona
que, temperaturas entre 40-30°C evita que las proteinas se expongan a un proceso de
descomposicion como se evidencia en las Figuras 6 y 7. Esta prevencion permite una eficacia en
la hidrolizacion enzimadtica y que las proteinas activas de lugar a la alteracion de la estructura

cuaternaria, terciaria y secundaria (La Nuez Garcia & Aguirre Gonzales, 2018).
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Figura 6
MCH en secador de bandejas a 30°C

Figura 7

MCH una vez culminado el secado

2.1.3. Caracterizacion fisicoquimica

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica de las MCH por triplicado, evaluando factores como:
pH, humedad, densidad, tamafio de particula y porcentaje de ceniza, con el objetivo de contar con

una mejor identificacion de la materia prima evaluada, como se puede evidenciar en la Tabla 4
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Tabla 4

Caracterizacion fisicoquimica de la MCH

Caracterizacion Fisicoquimica MCH
Desviacion  Coef. de

Factor Instrumento Promedio . N Unidades
estandar  variacion

pH Potenciémetro 7,97 0,59 0,07 UpH
Humedad Balanza de humedad 10,82 0,25 0,02 %
Densidad Balanza analitica 0,2 0,02 0,1 g/cm3
Tamano de -1 tamiz #16-#20 ASTM 0,84-1,19 mm
particula

Ceniza Mufla 79,3 1,64 0,02 %

La caracterizacion fisicoquimica del MCH (material carbonoso hidrotermal) revela resultados
que destacan la consistencia y precision de las mediciones. El pH, evaluado mediante un
potencidmetro, con un valor promedio de 7,97 + 0,59, indicando una moderada variabilidad, un
valor bastante similar respecto a la investigacion de (Wangrungroj et al., 2018) presenta un pH de
7,82 y un resultado distinto respecto al estudio de (Instituto de Estudios del Huevo, 2023), en el
cual se menciona que la MCH es alcalina con un pH de 9.,5. La humedad indica un promedio del
10,82%, resultado bastante similar al descrito en la patente de (Monferrer Ballester & Cubero
Esquinas, 2010), la cual indica un porcentaje de humedad presente en la MCH del 5-8%, lo que

indica una coherencia en los resultados obtenidos.

Finalmente, el porcentaje de ceniza, determinado a través de una mufla, muestra un promedio
significativo del 79,39% =+ 1,64, sin embargo, no se logrd encontrar un referente bibliografico
donde determinen este factor fisicoquimico y poder comparar el valor obtenido. No obstante, el
resultado obtenido demuestra una gran presencia de minerales inorganicos en la MCH, entre los
que se pueden encontrar calcio, fosforo, magnesio o potasio, segin lo descrito en la investigacion

de (Ono & Wakasugi, 1984).

37



Obtencion de AH de la membrana de cascara de huevo

2.2.  Cumplimiento del segundo objetivo

2.2.1. Digestion enzimatica

Se evaluaron criterios de homocedasticidad y normalidad con ayuda del software Minitab v19
version de prueba antes de hacer el andlisis estadistico, donde se genero6 una grafica de probabilidad
del contenido de AH en las muestras evaluadas como se puede observar en la Grafica 1. obteniendo
un valor p de 0,028 y siendo menor que el nivel de significancia cominmente utilizado de 0,05
(Tsagris & Pandis, 2021) se podria rechazar la hipdtesis nula de que los datos provienen de una

distribucidén normal.

Adicionalmente, se realizo el test de Levene para el contenido de AH respecto a la concentracion
de papaina, obteniendo un valor p de 0,078, y al ser mayor que 0,05, no se rechazaria la hipotesis

nula de que las varianzas son iguales, como se evidencia en la Grafica 2.

Grafica 1

Gréfica de probabilidad de los valores de AH
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Grafica 2

Prueba de igualdad de varianzas.
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Prueba de igualdad de varianzas: AH vs. PAPAINA
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0,05

Comparaciones multiples
Valor p 0,068
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Prueba de Levene
Valor p 0,078

L] 10 11

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes,

Se realiz6 una suspension con solucion de SmM de cisteina (5 mg: 1 g MCH), 5 mM de EDTA

(etilendiaminotetraacético) (4,5 mg: 1 g MCH), 100 mM de buffer de acetato de sodio (4,3 mg: 1

g MCH) durante una hora.

Se desarroll6 el andlisis estadistico utilizando el software de programacion Python, en el cual

tenemos en cuenta los datos de la Tabla 5. Respecto al disefio experimental se tuvieron en cuenta

los factores como datos enteros (int64) y las variables de respuestas como datos con decimales

(float64), en este caso se tomaron en cuentas las variables “Pcant AH mg L” para el andlisis de

ANOVA, y “Mean_area_ mAU” son areas bajo la curva para la identificacion de AH presente en

el extracto obtenido en la digestién enzimatica, como se puede evidenciar en la Tabla 6, donde el

tiempo de reaccidén en los diferentes experimentos, indicé una media de 20 + 8,66 horas, las
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mediciones del area bajo la curva, expresadas en unidades de absorbancia (mAU) arrojaron un

promedio de 5,84 + 0,88. Los valores de ABC oscilaron entre 4,82 y 6,95 unidades.

Por ultimo, la concentraciéon AH (mg/L), tiene un promedio de 12,36 mg/L, con una desviacion
estandar de alrededor de 1,88 mg/L. Los valores de concentracion registrados estuvieron

comprendidos entre 10,21 mg/L y 14,72 mg/L.

Tabla 5
Datos de DE en Python

4 Variables Conteo Tipo de
nulo dato

0 Experimento 9 non-null |int64

1 Temperatura (°C) 9 non-null |int64

2 F1_Concentracién_Papaina_mg |9 non-null |int64

3 F12 Tiempo_h 9 non-null |int64

4 Mean_area_mAU 9 non-null | float64

5 Pcant AH mg_ L 9 non-null | float64

Tabla 6

Datos del disefio experimental del AH

Temperatura F1_Concentracion P F2_Tiem Mean_area Pcant AH_

(°C) apaina_mg po h _mAU mg_L
Conteo 9 9 9 9 9
Media 60 20 16 5,84 12,36
Desviacion 0 8,66 6,92 0,88 1,88
estandar
min 60 10 8 4,82 10,21
25% 60 10 8 4,85 10,29
50% 60 20 16 5,7 12,09
75% 60 30 24 6,84 14,48
max 60 30 24 6,95 14,72

El andlisis de varianza se realizd con una confianza del 95%, revela que la variable A (Papaina)

tiene la mayor significancia, con un valor-P de 0,00, lo que indica una influencia significativa en

40



Obtencion de AH de la membrana de cascara de huevo

la variable AH. El coeficiente de determinacion (R-cuadrada) es del 96,71%, lo que sugiere que el

modelo explica casi la totalidad de la variabilidad de los datos en AH con alta confianza

Tabla 7

ANOVA por TUKEY
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P

Cuadrados Medio

A: 17,98 1 17,98 113,5 0
Papaina
B: 0,09 1 0,09 0,63 0,43
Tiempo
AA 66,37 1 66,37 419,03 0
AB 0,17 1 0,17 1,12 0,3
BB 0,08 1 0,08 0,54 0,47
bloques 3,69 2 1,84 11,66 0
Error 3,01 19 0,15
total
Total 91,42 26
(corr.)

Por lo anteriormente mencionado, la concentracion de papaina no se ve afectada al variar en los
rangos 10-30 mg. Esto puede ocurrir, ya que una concentracion moderada de papaina es crucial
para descomponer proteinas que pueden estar unidas al AH, liberando y aumentando su pureza, a
una concentracion media se asegura una actividad enzimatica efectiva para descomponer las

proteinas asociadas con el AH, sin degradar excesivamente al componente de interés (Chee et al.,

2023)

Por esta razon, se recomienda usar una concentracion de papaina < 20 mg: g MCH, para
preservar la estructura del AH al evitar una degradacion directa, por esta razon se evidencia en los
resultados, que se alcanza un punto maximo de rendimiento, y que por mas adiciéon de enzima,
tiende a disminuir el rendimiento final, como se indica en la Figura 8, la cual corresponda a una
matriz de correlacion de los parametros del disefio experimental, en la cual se puede observar la
influencia o relacion directa de una variable con otra, en una escala de 0 (siendo la correlacion o

influencia mas baja) a 1 (correlacion o influencia maxima).
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Matriz de correlacion de parametros del DE
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En general, una elevacion alta se muestra con colores intensos como rojo o azul oscuro,

indicando una fuerte relacion positiva (cerca de +1) o negativa (cerca de -1) entre las variables. Por

otro lado, una valoracion baja o nula se representa con colores mas claros como naranja o blanco,

sugiriendo una relacion cercana a 0, lo que implica que las variables estan débilmente relacionadas

0 no tienen alguna relacion. Esta eleccion de colores facilita la identificacion rapida de patrones:

los colores intensos sefialan relaciones mas fuertes, mientras que los colores mas claros indican

relaciones débiles o ausencia de tension (Lorenzo Seva & Ferrando, 2021).

Adicional a lo anterior, se puede comparar la variable de respuesta “AH (Pcant AH mg L)”

respecto a la variable “Tiempo (F2_Tiempo h)” en el cual presenta una correlacion baja en sus

datos de 0,03, llegando a cero. De la misma manera, lo podriamos comparar con la concentracion
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de papaina (F1_Concentracion Papaina mg) en la cual presenta una correlacion con sus datos de

0,46.

La calificacion entre Pcant AH mg L y F2 Tiempo h es baja, con un coeficiente de r = 0.03
cercano a cero, lo que indica una relacion lineal muy débil entre la cantidad de AH y el tiempo
transcurrido. Segun (Lorenzo Seva & Ferrando, 2021), “La evaluacion entre variables es baja en
términos estadisticos, cuando los datos exhiben poca relacion lineal entre si, el coeficiente de
evaluacion, como el coeficiente de Pearson, sera cercano a cero, indicando una relacion débil entre
las variables. Esta baja valoracién implica que una variable no puede predecir de manera confiable

los valores de la otra utilizando una relacion lineal simple”.

Por otro lado, el valor entre Pcant AH mg L y F1 Concentracion Papaina mg es de
compensacion media, con un r= 0,46 positivo. Este valor indica que aumenta la concentracion de
papaina, la concentracion de AH tiende a incrementarse, lo cual se refleja con un contorno rojo en
la barra de mapeo. Sin embargo, un r = 0,46 se considera una compensacion media, ya que una
compensacion alta se definiria con un r= 0,9 o 1. Un r= 0 o 0,5 sugiere una compensacion
moderada, lo que significa que, aunque hay significancia entre las variables, se necesitarian datos

mas ajustados para una compensacion fuerte.

Con respecto a lo mencionado, se realiz6 una prueba de multiples rangos para AH por Papaina
en la que se utilizé el método de Tukey HSD con un 95%. Los grupos de concentraciones mostraron
un comportamiento homogéneo, dando lugar a un contenido de AH de 12,36 mg/g MCH =+ 1,88

con una concentracion de 20 mg de papaina a 60°C.

En relacion con una concentracion de 20 mg de papaina, se observara una diferencia
significativa en los grupos de 20-30 mg de papaina. Los resultados 6ptimos de AH se obtuvieron a
60°C con una concentracion de 20 mg; el resultado obtenido presenta similitud con la investigacion
de Alparce et al., (2018), donde al variar el tiempo de operacidn, se obtuvo la mayor cantidad de
AH de 5,52 mg/g MCH a 60 °C en una concentracion de papaina igual al de este estudio de 20

mg/g MCH. Sin embargo, su resultado resulta ser menor al de esta investigacion. Urgeovd y
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Vulganova, (2016) alcanzaron su punto optimo de AH en condiciones de trabajo de operacion con
papaina a 3152 USP U/g MCH, temperatura de 60°C y pH 7,5, lo que proporcion6 una cantidad de
4cido hialurénico de 39,02 mg/g MS. Sin embargo, segun los resultados del trabajo de (Urgeova
& Vulganova, 2016b), por mas que se incremente la cantidad de papaina, no se obtendra una mayor

cantidad de AH, como se menciona en la Tabla 8.

Tabla 8

Efecto de las cantidades de enzima en el contenido de acido hialurénico

Enzimay su actividad Acido Hialuronico [mg/g DM]
Pepsina 80 FIP-U/g 38,79
40 FIP-U/g 29,7
17 Ulg 38,45
Tripsina 33 U/g 40,13
50 U/g 44,83
1576 USP U/g 34,76
Papaina 3152 USP U/g 39,02
9457 USP Ulg 38,45
15762 USP U/g 34,42

Fuente: (Urgeova & Vulganova, 2016b)

En relacion con la idea anterior, la combinacion de papaina y bromelaina como enzimas genera
una mayor cantidad de acido hialuronato en condiciones de 60°C y pH 8, obteniendo un
rendimiento del 6,692 % + 0,729 con una relacion de enzimas 1:2, segun lo mencionado en los

resultados de (Leong et al., 2023b).
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Grafica 3

Ajuste de medias de AH por Papaina
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Por otra parte, por medio de un ajuste de parametros se logro obtener la Ecuacion 2. del modelo
matematico, la cual se utilizo para encontrar el punto 6ptimo de AH en la grafica de superficie de
respuesta que se indica en la Grafica 43. El punto 6ptimo del AH a una concentracion de papaina

20 mg que se da a una media LS de 14,58 + 0,18 mg/g MCH.

Ecuacién 2 Modelo matematico de ajuste para AH

AH = 0,0174074 + 1,40606 * Papaina — 0,0805556 * Tiempo — 0,0332611
* Papaina® + 0,00152083 = Papaina = Tiempo + 0,00185764 * Tiempo?
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Grafica 4

Superficie de respuesta para cantidad de AH

-
-
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En la grafica de superficie de respuesta que se evidencia en la Grafica 44. se puede empezar a
interactuar con diversos valores en los factores que dan respuesta a la variable de AH, en este caso,
se da un punto méximo medio LS de AH a 14,58 + 0,18 mg/g MCH, donde la concentracion de
papaina en una variable importante para la obtencion Optima de AH como anteriormente se
menciono. Sin embargo, el tiempo llega a ser una variable sin significancia. En los resultados no
tiene una variacion del contenido de AH respecto al tiempo de 3,5 y 8 horas propuestos en la

investigacion de (Urgeova & Vulganova, 2016b).

Sin embargo, menciona que las condiciones dptimas para la hidrdlisis incluyen una cantidad de
pepsina de 80 unidades FIP/ g MCH con un pH de 3 y 40 °C; un pH de 8 y 37 °C con una cantidad
de enzima de 50 U/g MCH utilizando tripsina; y un pH de 7,5 a una temperatura de 60 °C con una
cantidad de enzima de 3152 unidades USP/g MCH utilizando papaina para obtener de 30-40
contenido de AH mg/g MCH (Urgeova & Vulganova, 2016b).
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2.3.  Cumplimiento del tercer objetivo

Respecto al desarrollo del tercer objetivo, se realizd una caracterizacion fisicoquimica del extracto
de AH, donde se determinaron parametros tales como: pH, contenido de agua y un andlisis
comparativo del espectro obtenido de cromatografia liquida HPLC a condiciones anteriormente

descritas.

2.3.1. Caracterizacion fisicoquimica del AH extraido de la MCH

Posteriormente la evaluacion fisicoquimica del extracto de AH que se obtuvo en la digestion

enzimatica se realizo una caracterizacion fisicoquimica descrita en la Tabla 9.

Tabla 9

Tabla de caracterizacion fisicoquimica del extracto de AH

Factor Instrumento Promedio Desviacion  Coeficiente  Unidades
estandar de
variacion
pH Potenciometro 6,5 0,56 0,08 U pH
Actividad Balanza de 0,73 0,03 0,04 %
acuosa humedad
Densidad Balanza 0,84 0,08 0,1 g/cm3
analitica

Se obtuvo un valor promedio de pH de 6,5 & 0,56. Es esencial controlar el pH entre 4,5 a 9,5 para
que ¢l AH reticulado puede formar una estructura tridimensional que se expande y afecta la
liberacion de ingredientes activos como moléculas antibacterianas, sustancias antiinflamatorias,
proteinas y anticuerpos evitando la hinchazéon como lo menciona (Sciabica et al., 2021). Los
resultados obtenidos por (Saranraj & Naidu, 2013) son iguales a los obtenidos, donde el autor
obtiene una caracterizacion de su pH 6,5 + 1,0 soluble a un 1% con color blanco y polvo fino.
Segun (Rodriguez et al., 2022) luego de realizar experimentos afirma que el pH 6ptimo para el AH
es de 6,7, valor el cual respalda los resultados obtenidos, ya que se encuentran dentro del rango de

pH expresado en las referencias bibliograficas
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2.3.2. Analisis cromatografico HPLC

Se llevaron las muestras de extracto de AH al cromatografo liquido HPLC Thermo Scientific
Ultimate 3000 RS a condiciones indicadas anteriormente en la Tabla 2 donde se obtuvieron los
cromatogramas de la solucion patron de AH y de las 27 muestras del disefio factorial, con sus
respectivas ABC, de las cuales se determina el contenido de AH presente en cada muestra, como

se observa en la Tabla 10.

Tabla 10

Resultados de cromatografia liquida de muestra de AH

Muestra Area Concentracion
(mAU) (mg/L)
Estandar de acido hialuronico 47,22 100
! 26,01 5509
2 5,3 11,22
3 4,88 10,32
4 7.14 15,12
> 6,96 14,74
6 7,05 14,93
! 6,16 13,05
8 6,16 13,04
9 6,33 134
10 4,86 103
11 479 10,15
12 4,84 10,24
13 6,87 14,54
14 6.9 14,62
15 6,62 14,01
16 5,54 11,74
17 5,36 11,36
18 5,72 12,11
19 4,78 10,13
20 4,49 95
21 4,86 10,28
22 6,85 14,51
23 6,66 141
24 6,95 14,71
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25 5,39 11,41
26 5,61 11,88
27 5,83 12,35

Teniendo en cuenta la formulacion del problema planteado al inicio de la investigacion, se puede
concluir que el factor concentracion de papaina influye directamente sobre la variable de respuesta
Rendimiento AH. Mientras que con ayuda del andlisis estadistico realizado y descrito
anteriormente, se hallo que la variacion del tiempo no es significativa para el rendimiento de AH,
a diferencia de la concentracion de papaina, el cual presenta una correlacion fuerte en la variable

de respuesta, por lo tanto, es estadisticamente significativa sobre el rendimiento de AH.
2.4.  Cumplimiento del cuarto objetivo

2.4.1. Formulacién de sérum

Respecto al desarrollo del cuarto objetivo, se ejecutd el disefio de mezclas planteado en la
metodologia, para la elaboracion de un sérum facial con AH con ayuda el software estadistico
Statgraphics 19R Centuriéon, donde se realizaron quince corridas de mezclas variando

composiciones de AH, agua destilada y glicerina, con composicioén de acido ascorbico fija.

Se realiz6 la determinacion de capacidad antioxidante de las 15 mezclas de sérum facial con la
capacidad antioxidante como variable de respuesta, como se indica en la Tabla 11 usando el
método DPPH, descrito anteriormente, ya que es un enfoque popular, rapido, facil y asequible para
la medicion de las propiedades antioxidantes que incluye el uso de los radicales libres utilizados
para evaluar el potencial de las sustancias para servir como proveedores de hidrogeno o

eliminadores de radicales libres (FRS).

Tabla 11

Datos del disefio de mezclas

MEZCLA  AH%) GLICERINA (%) AGUA @) “ASCORBICO — CAP. ANTIOX. (AA

(%) %)
1 1 18 76 5 62
2 4 18 73 5 75
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3 4 21 70 5 78
4 1 21 73 5 68
5 1,75 18,75 74,5 S) 68
6 3,25 18,75 73 5 71
7 3,25 20,25 71,5 S) 73
8 1,75 20,25 73 S) 66
9 2,5 18 74,5 5 68
10 1 19,5 74,5 S) 64
11 4 19,5 71,5 5 76
12 2,5 19,5 73 S) 70
13 2,5 21 71,5 5 68
14 2,5 19,5 73 5 70
15 1 18 76 5 65

Se obtuvo un promedio de AA % de 69,78 + 4,53, y la mezcla con mayor resultado en la variable
de respuesta (% de capacidad antioxidante) segun la Ecuacion 1 es la mezcla del ensayo nimero
tres, con 78,00 % AA, la cual presenta un porcentaje mayor respecto a la investigacion de (Miiller
Sepulveda, 2008) donde se evalu6 la AA del AH y condroitin-6-sulfato y liquidos sinoviales en la
oxidacién de tioles microsomicos donde obtuvieron un 45,8 % AA. Cabe resaltar que no se

encontrd referentes bibliograficos con estudios de la AA del AH en aplicaciones cosméticas.

Se decidi6 determinar la capacidad antioxidante en las diferentes mezclas, debido a que se
pretende realizar una aplicacion del AH en productos cosméticos, los cuales son valorados por
tener propiedades antioxidantes, ayudando a neutralizar los radicales libres, las cuales son
moléculas altamente reactivas que podrian afectar las células del tejido cutdneo mediante un
proceso de estrés oxidativo (Hoang et al., 2021) y previenen el dafio causado por la exposicion a la
radiacion ultravioleta (UV) del sol, los cuales pueden aumentar la produccion de radicales libres
en el tejido cutaneo, provocando quemaduras, daio celular y aumento de riesgo del cancer de piel

(Jesus et al., 2023)

2.4.2. Analisis estadistico de disefio de mezclas

El anélisis estadistico revela que el modelo de regresion es significativo, con un coeficiente de

determinacion R? de 92,51% y un R? ajustado de 88,34%. Estos resultados indican que el modelo
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explica aproximadamente el 92,51% de la variabilidad en la variable de interés, lo cual sugiere que

las variables independientes tienen un impacto significativo en la variable dependiente.

Al examinar los componentes del anélisis de varianza (ANOVA), se evidencia que, aunque el
modelo en su conjunto es significativo (valor p <0,05), no todos los términos individuales alcanzan
la significancia estadistica convencional. Por ejemplo, los términos lineales y cuadraticos no son
estadisticamente significativos (valor p > 0,05), lo que sugiere que podrian ser excluidos del

modelo final.

El R? ajustado del 88,34% toma en consideracion el niimero de predictores en el modelo,
ofreciendo una evaluacion mas realista de la calidad del ajuste. A pesar de la inclusion de maultiples

variables, el modelo sigue siendo so6lido y capaz de generalizar bien a datos no observados.

Teniendo los resultados de AA %, se procede a realizar el ANOVA del disefio de mezclas,

obteniendo los resultados indicados en la Tabla 12.

Tabla 12

ANOVA para disefio de mezclas.

SC SC MC Valor Valor

Fuente GL Sec. Ajust. Ajust. F p
Regresion 5 266,17 266,17 53,23 2222 0
Lineal 2 2579 909 454 19 0.2
Cuadratico 3 826 826 275 115 0,38

AH*GLICERINA 1 002 348 348 145 0,25

AH*AGUA 1 806 799 799 334 01

GLICERINA*AGUA 1 0,17 0,17 017 0,07 0,79
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Error residual 9 2156 2156 2,39
Falta de ajuste 7 1706 1706 243 1,08 0,55
Error puro 2 4,5 45 2,25

Total 14 287,73

Adicionalmente, se gener6 la grafica de contorno de mezcla para AA para evidenciar el
punto 6ptimo de las concentraciones de los componentes respecto a la AA, indicando una mayor
AA en la zona color azul celeste, a una composicion aproximada de 72% agua, 18% glicerina y

1% AH, como se evidencia en la Grafica 5.

Grafica b
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Grafica de contorno de mezcla para CAP ANTIOX

(cantidad de los componentes)

AH
7 CAP ANTIOX
[ ] < 064
‘ B os: - o0ss
W osz - o7z
072 - 075
076 - 080
080 - 084
084 — 088
o 088 - 092
B o5z - o035
B oss - 100
[ ] = 100

24 1 75
GLICERINA AGUA

52



Obtencion de AH de la membrana de cascara de huevo

Por tltimo, se genero6 una grafica de rastreo de respuesta segiin la AA, donde se puede evidenciar
que la variable con mayor correlacion con la variable de respuesta es el AH, indicando también

que es directamente proporcional a la AA %, como se evidencia en la Grafica 4.

Grafica 6

Gréfica de rastreo de respuesta.

Grafica de rastreo de respuesta de Cox

Lrne Comp:RefBlend
——— AH 00283
GLICERIMNA 0,2053
-—== AGUA 07584
0,750
e
o
=
< 0725
S
o
= 0700 —
m . - e @
w e
..E, - -~ _..-' -
= ~ - I
0,675
/f
__,/ = “
0,650 *r

-004 -003 -002 -001 0,00 0.0 002 003 0,04

desviacion desde la combinacion de referencia en la proporcion

2.4.3. Analisis de resultados (NTC 4833, 2012)

Se realizo un andlisis de parametros fisicoquimicos descritos en la NTC 4833, 2012 la cual describe
los parametros para que un producto cosmético sea de bajo riesgo microbioldgico, para lo cual se
realizaron mediciones de pH con el método anteriormente descrito, se tuvo en cuenta el contenido
de agua de la mezcla del sérum, una temperatura de llenado > 60°C en el proceso de envasado final
y la adicioén de productos ya sea de base solvente o algiin producto antioxidante, donde teniendo
en cuenta los anteriores parametros se eligi afiadir 4cido ascorbico por su capacidad antioxidante,
y se propuso una formulacion de un producto cosmético de bajo riesgo microbioldgico tipo sérum

facial, obteniendo una composicioén y parametros fisicoquimicos descritos en la Tabla 13.
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Composicion sérum cosmético basado en NTC 4833, 2012

Factor

Composicion (%)

Funcién

AH

Contribuye a la hidratacion del tejido cutaneo, asi
como un aumento en la elasticidad cuténeay la
luminosidad después del tratamiento con el suero
facial que contiene AH (Juncan et al., 2021).

Glicerina

15

Es un ingrediente suave, no irritante e hidrata
profundamente el tejido cutaneo, lo cual facilita su
aplicacion en diversos tipos de piel.
Adicionalmente es compatible con variedad de
ingredientes cosméticos, lo que facilita su
incorporacion en diversas formulaciones (Becker
etal., 2019).

Acido
ascorbico

15

Proporciona propiedades antioxidantes, estimula
la produccion de colageno y contribuye a la
iluminacién de la piel, reduciendo la apariencia de
decoloraciones en el tejido cutaneo (Ravetti et al.,
2019).

Agua
destilada

65

Es esencial en la formulacion de un producto
cosmeético gracias a su capacidad de hidratacién
cutanea, solubilizar otros ingredientes y mejorar
significativamente la textura del producto final

(Aguiar et al., 2022).

En esta investigacion, se propone la formulacion de un producto cosmético de bajo riesgo

microbiologico teniendo en cuenta los parametros fisicoquimicos descritos en la NTC 4833, 2012,

donde se tendria como principal componente activo el AH, en una mezcla de glicerina, agua

destilada y acido ascorbico que funciona como agente antioxidante, caracteristica también descrita

en la norma técnica, a una temperatura de llenado > 75° C y con un resultado de pH entre 3 y 10.
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3. Conclusiones

El andlisis detallado de un proceso experimental para extraer AH de MCH mediante hidrolisis
enzimatica con papaina. Se observa una consistencia y precision en las mediciones fisicoquimicas
de las MCH, con un pH promedio de 7,97 = 0,59 y una moderada variabilidad. La humedad exhibe
una mayor dispersion, mientras que la densidad muestra una minima variabilidad. Sin embargo, el

contenido de ceniza es notablemente elevado.

En cuanto a la digestion enzimatica y el andlisis estadistico, se realizaron multiples
experimentos a una temperatura constante de 60°C y con concentraciones variables de papaina. La
concentracion de papaina mostr6 la mayor significancia en la produccion de AH, mientras que el
tiempo de reaccion no parecid ser una variable significativa. La concentracion promedio de AH

obtenida fue de aproximadamente 12,37 + 1,88 mg/L en el disefio experimental.

El analisis cromatografico corrobor6 la presencia de AH en los extractos obtenidos, mientras
que la caracterizacion fisicoquimica del extracto de AH mostr6 un pH promedio de 6,5 £+ 0,56,
indicando coherencia con el rango Optimo para el AH. Ademas, se obtuvo una Media LS de 14,58
+ 0,18 de AH respecto a una concentracion de 20 mg de papaina dando lugar a una diferencia

significativa y siendo heterogéneo respecto a los grupos analizados el DE.

Ademas, se utilizé un disefio de mezclas para la elaboracion de un sérum facial con AH, donde
se encontr6 que la mezcla con mayor capacidad antioxidante fue el numero tres, con una

composicion especifica.

Se destaca la metodologia convencional para la higienizacion de las CH, aunque no se realiz6
un andlisis microbioldgico en este estudio. Se compararon los métodos de separacion de MCH y

se destaco el rendimiento obtenido en este estudio.
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El proceso experimental demostré la viabilidad de extraer AH de MCH mediante hidrolisis
enzimatica, con resultados consistentes en la caracterizacion fisicoquimica y el andlisis
cromatografico. Los factores como la concentracion de papaina mostraron una influencia
significativa en la produccion de AH, mientras que el tiempo de reacciéon no tuvo un efecto

pronunciado.
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4. Recomendaciones

Se sugiere realizar pruebas detalladas microbioldgicas después de hacer la respectiva higienizacion

de las CH para determinar si existe presencia de microorganismos patdgenos.

Es importante promover la investigacion sobre compuestos activos provenientes de residuos
organicos como el AH, ya que contribuye al avance en el campo de la produccion industrial de

productos de interés en los diferentes campos investigativos.

Profundizar en la investigacion sobre metodologias de purificacion de AH para una futura
comercializacion de este componente, en areas de alta demanda, como la industria cosmética o

farmacéutica.

Tener en cuenta rangos de tiempos en minutos para evidenciar si el factor tiempo sigue siendo
insignificante respecto a la variable de respuesta, y respecto al otro factor, concentracion de

papaina.

A pesar de los resultados de referentes bibliograficos que expresan que la mejor temperatura de
hidrélisis enzimatica con papaina para la obtencion de AH es 60°C, se podria establecer la
temperatura como una variable de estudio, y no dejarla fija para evidenciar el efecto sobre la

variable de respuesta.
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Anexos

Anexo 1 Cronograma del proyecto

ACTIVIDADES AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE | FEBRERO MARZO ABRIL MAYO

Revision bibliogréfica

Redaccion de documento

Revision metodolégica

Elaboracion de diagrama ASME

Recoleccion y acondicionamiento de residuo

Separacion y secado

Caracterizacion fisicoquimica

Definicién de método de obtencién de AH

Hidrolisis enzimatica

Cuantificacién de AH

Almacenamiento de AH

Definicion de metodologia para caracterizacion F.Q

Caracterizacion fisicoquimica

Andlisis de resultados (NTC 4833)

Formulacion del sérum

Determinacién de capacidad antioxidante del sérum

Publicacion de articulo cientifico

Sustentacion de proyecto
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Anexo 2 Presupuesto del proyecto

PRESUPUESTO 8 MESES

Item Descripcion Cantidad Costo (COP)
Tres Incluye el recurso humano de tres
Recurso investigadores investigadores 3840 horas $ 18.558.720
MRS Asesor Incluye el recurso humano del asesor 1280Horas $ 22.298.667
Residuos Recoleccion de re3|guos en cinco 30 kg $ 25.000
panaderias
EDTAO05M mL $ 2.884
Cisteina 509 $ 68.000
Materiales y .
suministros ) Buffer acetato de sodio Kg $ 410.165
Reactivos
Agua m3 $ 4.160
Agua destilada mL $ 2.795
Papaina 509 $ 62.000
Incluye los costos de equipos utilizados
Planta de procesos | en la planta de procesos, que abarca: $ 520.000
Prestacién de molino, agitador y secador de bandejas .
" - — Tres meses de operacion
SErvicios . Incluye los costos de equipos utilizados
Laboratorio de . P
P en el laboratorio de quimica, que $ 620.000
quimica . .
abarca: centrifuga y reactor
Vidticos Incluye los costos de transporte de ida y Transporte en taxi $ 448,000
vuelta hasta la planta de procesos
Incluye elementos de proteccion
E.P.P personal como: guantes, tapabocas, $ 50.000
toallas desechables, alcohol industrial.
Publicacion Publicacion en revista SCIELO 583.000
$ 43.653.391

Anexo 3 Cadigo de programacién Python

#Bibliotecas
import pandas as pd
import seaborn as sns

import matplotlib.pyplot as plt
from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D

import numpy as np

from statsmodels.formula.api import ols

from statsmodels.stats.anova import anova_lm
import statsmodels.api as sm

from scipy.optimize import minimize

import ipywidgets as widgets
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sales= pd.read_excel('datos.xlsx', sheet name= 'Analysis')
sales.info()
sales.describe()

# Cargar datos
sales = pd.read_excel('datos.xlsx', sheet _name='Analysis')

# Ajustar modelo de regresion polinomial
model = ols('Pcant_AH mg L ~ F1 _Concentracién_Papaina_mg + F2_Tiempo_h + \
F1 Concentracidn_Papaina mg:F2 Tiempo h + \
np.power(F1l_Concentracién_Papaina_mg, 2) + np.power(F2_Tiempo_h, 2)',
data=sales).fit()

# Obtener tabla ANOVA

anova_table = sm.stats.anova_lm(model, typ=2)
print(“Tabla ANOVA:")

print(anova_table)

sns.catplot(x="F1_Concentracién_Papaina_mg', y="Pcant_AH mg L',
hue="F2 Tiempo h', data=sales, kind='point')

plt.title('Relacidén entre Concentracién de Papaina, Tiempo y Cantidad AH')
plt.xlabel('Concentracidén de Papaina (mg)"')

plt.ylabel('Cantidad AH (mg/L)")
plt.show()

sns.barplot(x="F2_Tiempo _h', y="Pcant_AH mg L',
hue='F1_Concentracidén_Papaina_mg', data=sales)

plt.title('Efecto de la Concentracidén de Papaina y Tiempo sobre la Cantidad AH')
plt.xlabel('Tiempo (h)")

plt.ylabel('Cantidad AH (mg/L)")

plt.legend(title="Concentracion de Papaina (mg)")

plt.show()

# Generar superficie de respuesta

X = np.linspace(sales['F1_Concentracién_Papaina_mg'].min(),
sales['F1_Concentracion_Papaina_mg'].max(), 100)

y = np.linspace(sales['F2_Tiempo_h'].min(), sales['F2_Tiempo_h'].max(), 100)
x_surf, y surf = np.meshgrid(x, y)

exog = pd.core.frame.DataFrame({'F1_Concentracion_Papaina_mg': x_surf.ravel(),
"F2_Tiempo_h': y_surf.ravel()})

exog['F1_Concentracidn_Papaina_mg:F2_Tiempo_h"]

exog[ 'F1_Concentracién_Papaina_mg'] * exog['F2_Tiempo_h"']
exog['F1_Concentracidn_Papaina_mg”2'] = exog['F1l_Concentracidén_Papaina_mg'] ** 2
exog[ 'F2_Tiempo h”2'] = exog['F2 Tiempo h'] ** 2
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z_surf = model.predict(exog)

# Encontrar punto 6ptimo (maximo)

max_index = np.argmax(z_surf)

optimal point = (x_surf.ravel()[max_index], y_surf.ravel()[max_index],
z_surf.values[max_index])

# Plot de la superficie de respuesta con el punto 6ptimo y las lineas de
intersecciodn

plt.figure(figsize=(10, 5))
ax = fig.add_subplot(111, projection='3d")
surf = ax.plot surface(x_surf, vy surf, z surf.values.reshape(x_surf.shape),
cmap="viridis', alpha=0.95)

# Trazar lineas de interseccidén para el punto 6ptimo
ax.plot([optimal_point[@]], [optimal_point[1]], [optimal_point[2]], color='red',
marker="0"', markersize=5)

ax.plot([optimal_point[@], optimal_point[@]], [optimal_point[1],
optimal_point[1]], [sales['Pcant AH mg L'].min(), optimal_point[2]],
color="red', linestyle='--")

ax.plot([optimal_point[@]], [optimal_point[1]], [sales['Pcant_AH mg L'].min()],
color="red', marker='o0', markersize=5)

ax.plot([optimal_point[e], optimal_point[@]], [sales['F2_Tiempo_h'].min(),
optimal_point[1]], [optimal_point[2], optimal_point[2]], color="red",
linestyle="--")

ax.plot([optimal_point[@]], [optimal_point[1]], [optimal_point[2]], color='red’,
marker="'0"', markersize=5)

ax.plot([sales['F1_Concentracion_Papaina_mg"].min(), optimal_point[0]],
[optimal_point[1], optimal point[1]], [optimal_point[2], optimal_point[2]],
color="red', linestyle='--")

ax.plot([optimal_point[@]], [optimal_point[1]], [optimal_point[2]], color='red’,
marker="0"', markersize=5)

ax.set_xlim(sales['F1l_Concentracion_Papaina_mg'].min(),
sales['F1_Concentracion_Papaina_mg'].max())
ax.set_ylim(sales['F2_Tiempo_h'].min(), sales['F2_Tiempo_h'].max())
ax.set_zlim(sales['Pcant_AH mg L'].min(), sales['Pcant_AH mg L'].max())

.set_xlabel('Concentracidon de Papaina (mg)")

.set_ylabel('Tiempo (h)")

.set_zlabel('Cantidad AH (mg/L)")

.set_title('Superficie de Respuesta con Modelo de Regresion Polinomial')
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fig.colorbar(surf, shrink=0.5, aspect=5)

plt.show()

Anexo 4 Cromatogramas HPLC
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