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. Resumen

En el presente trabajo de investigacion se realizd la extraccion del acido hialurénico a
partir de las membranas testaceas presentes en las cascaras mediante hidrolisis enzimatica con
pepsina, este procedimiento se determind con base en varios articulos y una patente, lo cual fue
de suma relevancia para empezar a desarrollar este estudio. Las céscaras de huevo de gallina
fueron recolectadas por varias semanas gracias a la colaboracion de la Panaderia Grecia, que
proporcionod este material; esto con el fin de controlar las posibles variables que podrian afectar
en los resultados con respecto a las cascaras de huevo, ademas de los cuidados preliminares de la

materia prima.

El objetivo de este Trabajo Final de Graduacién fue disefiar una metodologia de
extraccion del &cido hialurdnico a partir de las membranas testaceas presentes en las cascaras de
huevo utilizando pepsina como agente hidrolizante y haciendo una evaluacion cualitativa y
cuantitativa del compuesto extraido. La metodologia realizada posee un enfoque de tipo mixto ya
que se examinaron datos cuantitativos y cualitativos para dar una interpretacion final de todos los

resultados recopilados. Ademas, tiene un disefio exploratorio de tipo secuencial comparativo.

Como principales resultados se obtuvo que la sefial de la banda mas significativa para la
espectroscopia infrarroja (IR) entre el estandar del acido hialurénico y las muestras a analizar fue
la de alrededor de 1600 cm™, donde aparecen las sefiales los grupos funcionales C=0, C=C y
C=N, presentes en la molécula de este compuesto. También, el método utilizado para el estudio
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) fue eficiente con las condiciones

propuestas.

Finalmente, como conclusiones trascendentales se logrd obtener los objetivos especificos
planteados y con esto, cumplir con la finalidad de esta investigacién, ya que se consigui6 el
procedimiento, evaluar cualitativa y cuantitativamente el extracto, siendo asi que la cantidad
aproximada de &cido hialuronico en las muestras fue alrededor de 19.73mg, 20.20 mg y 34.52 mg
de las muestras 1, 2 y 3, respectivamente, de un total de 6 gramos de membrana testacea seca

para cada muestra.
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1.1 Planteamiento del problema

La piel siempre se encuentra en constante exposiciones por ejemplo a la luz solar y,
por lo tanto, tiende a sufrir graves dafios a causa de esta, y ademas que no siempre existen
los cuidados debidos por parte de las personas para tratar o prevenir la deshidratacion
grave. Entre las repercusiones por mencionar algunas, se encuentran: el cancer de piel,
aparicion de melanomas, carcinomas, arrugas prematuras, manchas, foto envejecimiento,
entre otras. Es debido a esta problematica que se encuentra activa todos los dias, una
posible alternativa para intentar reducir estos efectos de la deshidratacion cutanea es la
aplicacion de sustancias que humecten la piel, como lo es el acido hialurénico por sus

propiedades’.

A la piel no siempre se le da la importancia que merece, porque existen muchas
funciones que se le pueden atribuir a ella, ya que puede servir como barrera protectora,
puede controlar o regular la temperatura y mantener la homeostasis en el cuerpo de manera
interna. Lamentablemente el estado de la piel de las personas muchas veces se ve afectado
de manera negativa por condiciones externas como los rayos ultravioletas (UV), procesos
de inflamacidn, entre otros. Asi mismo, también se ven implicados factores internos, como
lo son el envejecimiento y el estrés, estos hacen que se obtenga como resultado que su

funcién normal se vea alterada?.

Asimismo, el acido hialurénico que se encuentra en la piel de manera natural figura
casi la mayor parte de este componente del total que existe en el cuerpo (aproximadamente
50%) y conforme la edad va avanzando en las personas, disminuyen los niveles de dicho
polisacarido de manera importante dando asi un aspecto mas delgado y seco, particular de
la piel envejecida. Debido a la gran capacidad higroscopica que posee como caracteristica
el acido hialurénico, hace que se utilice en muchos tipos de cosméticos, siendo asi

relevante en la dermofarmacia de la actualidad en la calidad de la salud de la piel®.

Como etapa normal de las personas y como destino inexorable, no se puede detener
el envejecimiento en la piel que trae consigo la pérdida de vascularizacion en el proceso de

reproduccion de las células, bien conocidas como fibroblastos, asi mismo de fibras
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colagenas y mas que todo de acido hialurénico, que conduce a la deshidratacion y pérdida
de volumen. EI efecto esperado hidrante se pierde debido a que mientras la edad progresa
en el tiempo, los fibroblastos disminuyen en cuanto a la capacidad de producir &cido
hialurdnico, generando asi que este sea de menor peso molecular con respecto al original;
también otro inconveniente es el incremento de los radicales libres en el intersticio, que

apresura la destruccion a nivel molecular del acido hialurénico®.

Por otra parte, los residuos o desechos agricolas constituyen una problematica de los
procesadores de alimentos, donde esta cantidad de restos y el costo por eliminarlos
contribuye con el inconveniente general; un ejemplo de esto es la eliminacion de los restos
de las cascaras de huevo de gallina. Lo que muchas personas no saben, y es ahi donde se
puede llenar el vacio de conocimiento en la poblacion, es que las cascaras de huevo, en su
membrana interna, contienen varios componentes que son valiosos para muchas ramas de la
industria, debido a que se pueden extraer algunos tipos de coladgenos, &cido hialurénico o

aminoacidos y se pueden depurar para usos en cosméticos, por ejemplo®.

Proporcionada toda la problemética planteada en los aspectos anteriormente
mencionados, nace la necesidad de efectuar este Trabajo Final de Graduacion, en la cual en
este proyecto investigacion se pretende demostrar la obtencion del &cido hialurénico
mediante la extraccion a partir de las membranas testaceas presentes en las céascaras de
huevo mediante la técnica de hidrolisis. Es por esto por lo que surge la siguiente pregunta
de investigacion: ¢Qué tan significativa puede ser la extraccion del &cido hialurénico a
partir de las membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo mediante hidrolisis
enzimatica con pepsina en la Universidad Internacional de las Américas en los afios 2021-
20227
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1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General

Disefiar una metodologia de extraccion del &acido hialuronico a partir de las
membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo utilizando pepsina como agente

hidrolizante y realizando una evaluacion cualitativa y cuantitativa del compuesto extraido.

1.2.2 Objetivos Especificos

Realizar extraccion del acido hialurdnico a partir de las membranas testaceas

presentes en las cascaras de huevo utilizando un método bioquimico.

Evaluar cualitativamente el acido hialurénico extraido a partir de las membranas
testaceas presentes en las cascaras de huevo utilizando métodos fisicoquimicos e

instrumentales.

Cuantificar el &cido hialurénico extraido a partir de las membranas testaceas

presentes en las cascaras de huevo.

1.3 Justificacion

En el afio 1995 el &cido hialurénico sustituyé al coldgeno en administracion
inyectable, mientras que, en el 2006 en los Estados Unidos de América el 83% de los casi
once millones de procedimientos cosméticos ejecutados fueron minimamente invasivos. El
85% del total de los rellenos manipulados son de acido hialurénico. Debido a esto se ve
manifestada la alta solicitud en el mercado para este tipo de procedimientos, donde tienen
garantia en cuanto al perfil de seguridad, efectividad, y tienen menos invasion que aquellos

métodos quirdrgicos®.

El &cido hialurdnico purificado suele ser usado en diversos tratamientos como por
ejemplo en la osteoartritis, también podria aplicar en la ginecologia, cicatrizacion de

heridas, dermatologia y rinologia, donde se administra con éxito para disminuir los efectos
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secundarios o efectos adversos. Las membranas de cascara de huevo se pueden utilizar
como un nuevo recurso natural, en el que de forma natural se hallan glicosaminoglicanos y
proteinas esenciales para mantener los tejidos sanos. Asi mismo, las funciones primordiales
que hablan biolégicamente del acido hialuronico contienen el apoyo a la viscoelasticidad

del tejido conectivo y en su hidratacion’.

En la actualidad, hay una alta demanda de aquellos consumidores de productos
cosmeéticos que dentro de ellos tengan ingredientes naturales. La membrana de las cascaras
de huevo es una sustancia que ha logrado manifestar que incrementa la actividad celular y
ademas la produccion de colageno; esta membrana retrasa el envejecimiento de la piel y
ayuda a disminuir el dafio provocados por la luz UV y los procesos de inflamacién. Es
debido a esto que los ingredientes de origen natural han dado un desarrollo en productos

cosméticos para la hidratacion y recuperacion de la piel para equilibrar el envejecimiento?.

Ademaés, en las ultimas décadas se ha conseguido observar una particular moda por
parte de las personas que utilizan cosméticos por aquellos productos que, dentro de su
formula, posean ingredientes naturales y también en otras areas en las que se puedan usar
como Medicina o Farmacia®. Esta tendencia natural asimismo esta altamente relacionada
con el uso de cosméticos, donde en su elaboracién no haya testeos en animales, y esta se
encuentra apoyada por el veganismo. Aungue pareciera contrario que el uso de huevo de
gallina concuerde con la corriente de veganismo, posiblemente la extraccion de &cido
hialuronico que propone esta tesis, sea mas compatible con tendencias que estan en contra

del maltrato y de testeo en animales.

La membrana que se encuentra en la cascara de huevo esta situada entre la cascara 'y
la clara de huevo; ademas, es una bicapa insoluble. Posee una estructura fibrosa y exhibe
efectos antimicrobianos y antibacterianos; ademas, es rica en sustancias como glucosamina,
condroitin sulfato, acido hialurénico, colageno y sulfato de glicoproteina. Actualmente, las
membranas de cascara de huevo se usan especialmente en cosmética, medicina y en la
industria farmacéutica. Las nuevas tecnologias admiten la separacion efectiva de las
membranas de la cascara; esto hace que se puedan aislar y obtener los compuestos activos

de la membrana’.
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Existen, dentro de las ventajas de utilizar en esta investigacion las membranas de
cascaras de huevo, especificamente las testaceas, que estas son un biomaterial natural y un
tejido conectivo que estan entre la clara y la cascara de huevo; asimismo, son
biocompatibles con células humanas y faciles de adquirir a bajo coste. La caracteristica red
porosa de la estructura les suministra, a las membranas de la cascara de huevo, una gran
superficie para la deposicion de biomoléculas y una porosidad apropiada para gas e
intercambio de agua, que son factores fundamentales para vendajes para heridas®.

La membrana que est& presente en las cascaras de huevo de gallina se ha propuesto
para distintas formulaciones como humectantes, para la curacién de heridas usando una
linea celular de queratinocitos humanos, para el tratamiento de las arrugas, asi como
también en la actividad antimicrobiana. Y se ha determinado que las cascaras de huevo se
pueden utilizar para materiales de productos cosméticos funcionales, porque ayudan a

eliminar las arrugas que han sido causadas por la radiacion UV-BZ2.

Como bien se ha dicho, la cantidad de colageno con fibras elésticas y la reparacion
del tejido conectivo con el paso de la edad se reduce, mas que todo en la hidratacion de la
piel. El &cido hialuronico, por ser hidrofilo, realiza un papel bioldgico en el establecimiento
de volumen y lubricacion de la estructura intracelular; la concentracion de este en la piel
decrece con el envejecimiento, dando asi una disminucién de la elasticidad y la capacidad
de retener agua en la piel; entonces provoca que se disminuya el volumen de la dermis y
hace que exista una fuerte predisposicion a la formacion de arrugas y laxitud de la piel en la

piel, particularmente en la piel del rostro®.

Es importante mencionar que actualmente en Costa Rica no existen estudios o
investigaciones, en si, que relacionen la extraccion del &cido hialurénico con las
membranas testiceas de las cascaras de huevo; ante esta situacion, solamente existen acerca
de usos e importancia de este componente. Es por esto por lo que se ve reflejada la
necesidad del porqué investigar sobre este tema, efectuando un nuevo conocimiento y
aporte a la sociedad, a la Universidad Internacional de las Américas, al ser este de suma
relevancia, relacionado con la salud y que muchas personas no tienen el conocimiento;

ademas, la ventaja de que el material donde se puede extraer es de muy bajo costo™!.
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1.4 Antecedentes
1.4.1 Antecedentes Historicos

Heaney et al.'? (1976), con el titulo “The isolation and characterisation of
hyaluronic acid in eggshell”, analizaron la parte organica de la cascara de huevo de la
gallina, donde encontraron que contenia una serie de proteinas y polisacaridos,
eventualmente presentes como glicoproteinas y glicosaminoglicanos. Esta investigacion se
realizd mediante una preparacion purificada de un glicosaminoglicano, por estudio de la
velocidad de sedimentacion y hasta el equilibrio en un gradiente de densidad. Se concluye
que los productos de degradacion manifestaron que los glicosaminoglicanos eran
hialuronidasas y la identificacion de los productos de degradacién revel6 que el

glicosaminoglicano era &cido hialuroénico.

Guerra et al.'® (1998), en su trabajo “El acido hialurénico y sus aplicaciones en
dermatologia”, indicaron lo importante que se ha vuelto el &cido hialurénico ya que la
literatura médica tiene un mayor auge en cuanto a este tema. Mencionan que el acido
hialurénico fue nombrado asi por Meyer y Palmer en 1934 en el tejido que se aislo del
cuerpo vitro del ojo bovino y del &cido urénico. Llegaron a su principal consumacién de
que el acido hialurénico tiene un papel importante en la curacion de heridas, en la

cicatrizacién y en el tratamiento del envejecimiento cutaneo.

Long et al.}* (2004), en su documento llamado “Preparation of hyaluronic acid from
eggshell membrane”, detallaron las composiciones y métodos para preparar formulaciones
que incluyen &cido hialurénico procedente de la membrana de la cascara de huevo. Este
hallazgo se dirigio a un metodo de tratamiento de un mamifero, que se favorecera de la
administracion de acido hialurénico, que incluye administrar una composicion que contiene
acido hialurénico derivado de la membrana de la cascara de huevo, donde se obtuvo que las
composiciones pueden tener acido hialuronico puro o &cido hialurénico en combinacion

con otros componentes naturales, resultantes de la membrana de la cascara de huevo.
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1.4.2 Antecedentes Internacionales

Oba et al.*® (2013), en “Collagen hydrolysate intake improves the loss of epidermal
barrier function and skin elasticity induced by UVB irradiation in hairless mice”,
desarrollaron esta investigacion mediante la administracion de coladgeno hidrolizado por via
oral a ratones en una dosis o dosis repetidas, exponiendo a estos a los rayos UV-B. Como
resultados, en una irradiacion provocé una disfuncion de la barrera epidérmica, incremento
en la pérdida de agua transepidérmica, hiperplasia epidérmica y una disminucién en el
contenido de agua del estrato corneo. La irradiacion repetida disminuyd la elasticidad de la
piel y el contenido de acido hialurénico dérmico en ratones. Y se concluyd que la
administracion de hidrolizado de colageno altera la funcion de barrera epidérmica y

elasticidad cutanea dérmica.

Urbano * (2015), en su estudio titulado “Extraccion a escala de laboratorio del
complejo de proteinas presentes en las membranas intersticiales de residuos de cascaras de
huevo de gallina (Gallus Domesticus) mediante el proceso de hidrolisis alcalina”, extrajo el
complejo proteico en las membranas intersticiales de residuos de cascara de huevo de
gallina, donde se realizaron analisis de caracterizacion en las fases proteica y mineral. Ahi
se determind que las membranas intersticiales son una fuente significativa de proteina, en

comparacion con la fase mineral, que alcanza altas concentraciones de calcio.

Yoo et al. 2 (2015), en su publicacion “Effects of eggshell membrane hydrolysates
on UVB-radiation-induced wrinkle formation in SKH-1 hairless mice”, examinaron el
resultado de los hidrolizados de membrana de cascara de huevo en la proteccion contra las
arrugas, los rayos UV y la humedad para su utilizacién en cosméticos. Esto lo hicieron
mediante un estudio donde se fraccionaron los hidrolizados, donde cada muestra se tratd a
diferentes concentraciones y se usaron ratones sin pelo, que habian sido expuestos a rayos
UV-B para inducir arrugas durante siete semanas. Se logré determinar que la Fraccion | fue
mas eficaz y que estos hidrolizados ayudan a atenuar las arrugas que fueron provocadas por
radiacion UV-B.

Chan et al. ® (2016), en su investigacion “Utilizaciéon de la yema y clara liofilizada y

cascara pulverizada del huevo de gallina para la fabricacion de una linea cosmética con



23

fines de cuidado de la piel”, realizaron un analisis de tres formulaciones cosméticas usando
las partes que conforman el huevo de gallina como ingredientes activos para evaluar las
propiedades beneficiosas. Se concluye que la linea cosmética a base de huevo cumple con

el estudio de aceptabilidad de uso, evidenciando las funciones cosméticas.

Monferrer et al.l” (2016), en “Método de obtencion de un producto cicatrizante y
producto cicatrizante obtenido” elaboraron un procedimiento para la obtencion de un
producto cicatrizante, donde este producto cicatrizante estd compuesto por un hidrolizado
de membranas testaceas de huevo, que alcanza el 70% + 5% de proteinas de peso molecular
y otros productos propios de las membranas testaceas, como lo son el acido hialuronico,
condroitin sulfato y glucosamina. Con esto se demostré el procedimiento para realizar esta

formulacidn, y la que fue patentada.

Santa et al. ! (2017), en su articulo “Estrategias antienvejecimiento”, hicieron una
revision de aquellos agentes topicos que son mas utilizados, métodos quimicos, materiales
de relleno, dispositivos de luz, entre otros, para identificar los diferentes mecanismos por
los cuales ocurre el envejecimiento cutaneo y las maneras antienvejecimiento, con las que
la medicina cuenta actualmente para combatir esta problematica. Se obtuvo que el
envejecimiento de la piel no solo se trata de estética o de algo superficial, sino que puede
afectar la calidad de vida de los pacientes.

Cocul’ova et al.” (2018), en “Isolation of the hyaluronic acid from the eggshell
membranes”, elaboraron una investigacion sobre el aislamiento del &cido hialurénico de las
cascaras de huevo, donde se realiza mediante métodos quimicos y enzimaticos
tedricamente, donde la hidrolisis quimica podria efectuar en etanol con HCI afiadido, en
solucion de acetato de sodio, entre otros; mientras que la hidrolisis enzimética se podria
emplear utilizando diferentes enzimas. En este articulo se usé el procedimiento mediante
hidrolisis enzimatica con pepsina, y se demostrd que este método es eficaz para su

separacion.

Kalman et al.?® (2019), en “The effect of oral hydrolyzed eggshell membrane on the
appearance of hair, skin, and nails in healthy middle-aged adults: a randomized double-

blind placebo-controlled clinical trial”, realizaron un estudio y en las 12 semanas se valord
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el &cido hialurénico de administracion oral 120 mg al dia y su efecto sobre las arrugas, en
donde se hall6 en la octava semana que los participantes seleccionados al azar del grupo,
consiguieron progresos significativos en las arrugas de la piel o las comdnmente llamadas
patas de gallo, por el efecto de humedad que tiene el hialuronato en la piel humana. Se
consumo que la suplementacion oral se asocia con un importante cambio en la apariencia

de la piel y el cabello.
1.4.3 Antecedentes Nacionales

Se realiz6 una basqueda en la biblioteca de la Universidad Internacional de las
Américas (UIA), y asimismo en la base de datos “Kimuk”. Lastimosamente, no se encontro
ninguna relacion con el acido hialuronico ni con las membranas testaceas presentes en las
cascaras de huevo. También se investigo acerca de este tema en revistas indexadas y de
fuentes confiables, asi como en BINASSS, que es el ente responsable de proveerles
informacion cientifica técnica, relacionada con la salud y la seguridad social a los
funcionarios de la Caja Costarricense de Seguro Social, en beneficio de la poblacion
costarricense, y lamentablemente tampoco se encontré nada a nivel nacional. No obstante,
si se encontraron articulos en Costa Rica que no competen a este apartado, pero sirven para

el desarrollo de la investigacion.

1.5 Proyecciones

e Se pretende extraer el acido hialurénico de las membranas testaceas
presentes en las cascaras de huevo, para lograr su cuantificacion e identificar
sus caracteristicas fisicoquimicas en el laboratorio de la Universidad
Internacional de las Américas en los afios 2021-2022.

e Generar conocimiento sobre como extraer el acido hialuronico desde la
perspectiva de que se puede usar materia prima de productos de uso comun o
de fécil acceso como lo son las céscaras de huevo.

e Se realizard un aporte para futuras investigaciones, e incentivar para que se
pueda crear alguna formulacion farmacéutica de interés en cuanto a los
beneficios que posee el acido hialurénico, dando con esta investigacion

herramientas para lograrlo.
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En este apartado se muestran elementos tedricos conceptuales que son
imprescindibles para la correcta comprension de la investigacion que se presenta. Algunos
conceptos clave que se desarrollan son: huevo de gallina y todos sus elementos
constituyentes, los beneficios, vitaminas, proteinas y usos del huevo de gallina; los
cosméticos de diferentes origenes, como separar proteinas y extraerlas, conceptos
relacionados con el acido hialuronico, entre otros que tienen relevancia en esta
investigacion. Todo ello resulta sumamente importante para poder entender como se lleva a

cabo el proceso de extraccion.

2.1 Industria cosmética y cosmecéuticos

En el siglo XX, la industria cosmética fue fundada por quimicos y farmacéuticos y
que actualmente genera miles de millones de délares de manera anual. De forma global, se
podria decir que a finales de la Il Guerra Mundial los cosméticos generaron mayor impacto
en la sociedad. Sin embargo, desde la Antigliedad se ha practicado el uso de estos
productos, por ejemplo, los unguentos y plantas, estos a base de aceite de castor, belladona,
mostaza, aloe vera, entre otros?®®. Se sabe que los cosméticos se han utilizados desde
muchas décadas atrds por egipcios, griegos y romanos, y estos se definen segun la

reglamentacién como:

...toda sustancia o preparado destinado a ser puesto en contacto con las diversas
partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema capilar y piloso, labios,
ufias, drganos genitales externos; o con los dientes y mucosa de la cavidad bucal),
con el fin exclusivo o principal de limpiarlas, perfumarlas, modificar su aspecto y/o

corregir los olores corporales y/o protegerlas o mantenerlas en buen estado®!.

Ademas, las personas siempre de forma empirica han utilizado los recursos
naturales para cuidar la piel y su aspecto, estableciéndose en sus conocimientos
etnobotanicos. En los Gltimos afios se ha interesado méas por los cuidados de la piel en
general y que se encuentre en un estado saludable, esto de forma exponencial, lo que ha
obligado a subir las demandas de extractos vegetales que demuestren su selectividad y

eficacia®.
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Para que se le pueda Illamar a un producto como cosmético, su accién debe ser
superficial, donde los componentes que lo constituyen no deben penetrar interiormente, es
decir, no tener una accion sistémica. Por lo tanto, todos los dispuestos a la prevencion,
diagnostico y tratamiento de patologias, asi como también los preparados a ingerirse,
inhalarse, inyectarse o que sean para implantacién en el cuerpo humano, quedan fuera de

esta categoria de cosmetologia?!.

Por otro lado, existe una definicion importante de definir lo que es el cosmeceéutico,
debido a que ha sido la combinacion de cosmético y de farmacéutico; este describe una
categoria de aquellos productos del cuidado de la piel que suministran beneficios
terapéuticos; esto quiere decir que son preparaciones tdpicas que se venden como
cosmeéticos, pero poseen accion farmacoldgica. Es por esto por lo que, debido a la
evolucion de la industria cosmética, los cosmecéuticos se van relacionando mas con los

profesionales médicos dermatdlogos, con el fin de promover una piel saludable??.

2. 1.1 Cosméticos de origen natural

Para iniciar, se debe aclarar que “todo producto de cosmética orgdnica, si es
verdaderamente organico, debe llevar un certificado de un organismo regulador que lo
acredite como tal”?3, En Costa Rica, no existe una organizacion o programa que brinde
dichos certificados, como si las hay en Francia, Italia y otros paises. Quiza uno de los
paises desde el cual se genera mas importaciones en cosméticos es Estados Unidos de
América, pues este pais cuenta con la USDA, que posee un Programa Nacional Organico
(NOP), que es la entidad que les brinda dicho certificado a las empresas estadunidenses.

Algunas de las etiquetas que brinda el NOP son:

100 por ciento organico: el producto debe contener (excluyendo agua y sal) s6lo

ingredientes producidos organicamente.

Organico: el producto debe contener por lo menos 95% de sus ingredientes de
produccion ecologica (excluyendo agua y sal). Los ingredientes restantes deben
consistir en sustancias no agricolas aprobadas en la Lista Nacional o de producciones

agricolas organicas.
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Hecho con ingredientes organicos: el producto contiene al menos un 70% de
ingredientes organicos, y la etiqueta del producto puede incluir hasta tres de los

ingredientes organicos en la etiqueta principal?.

En los dltimos afios se ha logrado ver una tendencia por parte de las personas que
utilizan cosméticos por aquellos productos que, en su formulacion, sean a base de
ingredientes naturales, y también en otras areas en las que se puedan utilizar, como
Medicina o Farmacia®. Esta tendencia por el uso natural también esta permeada por el uso
de cosméticos en los que no haya testeos en animales, apoyada en el veganismo. Si bien es
cierto que el uso de huevo de gallina es contrario a la corriente de veganismo, quiza la
extraccion de acido hialurénico que propone esta tesis sea mas compatible con tendencias
que estan en contra del maltrato y del testeo en animales.

Es debido a esto, que este tipo de mercados, en las grandes compafiias de cosméticos y
en el mercado naturista, va en un crecimiento exponencial. Estos bienes o productos
mueven la moda a volver a aquello que es basico y, a la vez, engrandecen la belleza, y en
cierta forma estan acompafiados por un beneficio biologico funcional®. Muchos de los
esldganes de estas compaiiias con énfasis naturalista se apoyan en el principio de la belleza

natural, es decir, el uso no excesivo de cosméticos y maquillaje.

Asimismo, es importante aclarar que el beneficio bioldgico funcional va mas alla de los
usos cosméticos®. Como se mencionaba en el primer parrafo de este apartado, algunas areas
del conocimiento, como la Medicina, han hecho uso de elementos naturales como el &cido
hialurénico que, en principio, fueron pensados para la cosmética en aspectos como la
cicatrizacion, los tratamientos periodontales, la artritis, entre otros. Debido a ello, se denota

como la Medicina y otras areas del conocimiento se nutren entre si.

Finalmente, de acuerdo con Mosquera?*, investigadora de la Universidad Politécnica
Salesiana de Ecuador, menciona que: “un producto natural u organico da seguridad, genera
confianza al estar relacionado con la ausencia de componentes sintéticos”. Cada dia, mas y
mas personas se muestran renuentes al uso de productos sintéticos, debido a que se
desconocen los efectos secundarios que estos productos pueden tener en el organismo. Es

evidente que un producto natural también puede traer efectos secundarios nocivos; sin
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embargo, las estadisticas demuestran que es mucho menor la proporcién de estos en los

productos naturales.

2.1.2 Cosméticos de origen animal

En principio, “los cosméticos de origen animal son todos aquellos cuyo principio activo
proviene de fuentes animales, los ingredientes de origen animal son autorizados y
sometidos a restriccion conforme a las listas nacionales e internacionales de las especies
protegidas o peligrosas”®. Como se mencionaba en el apartado anterior, actualmente, hay
una fuerte tendencia de rehuso a la utilizacion de estos productos por la consciencia de no
maltrato a los animales, que va en incremento mundial. Sin embargo, hay muchos
productos de origen animal con usos médicos o cosméticos que no han sido sustituidos aun

por algin producto organico; tal es el caso de la lanolina.

Por otro lado, existen algunos atenuantes que han provocado mayor reticencia de origen
animal; por ejemplo, “durante la crisis de las «vacas locas» (EEB), la «gripe aviar» (virus
H5N1) y otras epizootias, se introdujo en el subconsciente colectivo la idea de que los
productos de procedencia animal podian ser especialmente dafiinos”?°. Lo anterior, en
unién con la consciencia de no maltrato animal, ha provocado la caida de consumo de

productos de origen animal.

Debido a ello, se ha dado un giro hacia la mirada de la cosmética verde o natural, que es
procedente de las plantas, ya que se supone que estos productos no generan ningun dafio en
comparacion con los de origen animal®®. Esto no es completamente cierto porque, también,
se pueden tener reacciones alérgicas a productos naturales; sin embargo, dichas reacciones
son proporcionalmente menores en comparacién con productos de origen animal o

sintéticos.

También, existen algunos productos de origen animal que poseen mayor aceptacién en
el marco de esta nueva tendencia de consciencia verde. Tal es el caso del uso de la cascara
de huevo, que es utilizada como exfoliante en conjunto con otros productos como cubiertas
de moluscos, tierras de diatomeas o polvo de perla®. Para la comunidad vegana, el uso de
estos productos como exfoliantes es inadmisible, pues pueden ser sustituidos por otros de

origen 100 % de origen organico.
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Finalmente, cabe aclarar que, debido a esta nueva tendencia de consciencia verde y no
maltrato animal, los textos académicos recientes mas bien mencionan empresas y politicas
que reaccionan en contra de la experimentacion, el testeo y el uso de productos de origen
animal. Por esta razon, este apartado es de menor extension, en comparacion con el anterior

de cosmeticos de origen natural.

2.1.3 Envejecimiento de la piel y el uso de cosméticos

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo humano, midiendo cerca de dos metros
cuadrados y con un peso de cuatro a cinco kilos, este cumple ciertas funciones en el
organismo, como, por ejemplo: siendo una barrera protectora contra factores externos,
mecanicos, quimicos y fisicos. Posee tres compartimentos primordiales: epidermis, dermis

e hipodermis (Ver Figura 1). Muchas veces a la piel no se le brindan los cuidados y la

Figura 1. Anatomia de la piel humana

relevancia adecuada, y como resultado provoca que su apariencia se afecte’.
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El proceso del envejecimiento cutaneo se refiere a un fendmeno que sucede de manera

normal biologicamente y es inexorable. Pueden hallarse dos tipos de grupos de
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envejecimiento, primeramente, el que se suele deberse al efecto de la debilitacion de la
labor celular como resultado del transcurso normal de envejecimiento, a este tipo se le
Ilama envejecimiento intrinseco; por otro lado, cuando se van aglomerando todos aquellos
efectos perjudiciales a causa de la exhibicion a diferentes elementos nocivos que son

externos, se le llama envejecimiento extrinseco?®.

Estos factores del envejecimiento, tanto intrinsecos como extrinsecos, operan de manera
conjunta, provocando un sinergismo que potencia la incitacion a modificaciones en la piel
de las personas que se pueden caracterizar en manifestaciones clinicas como, por ejemplo:
guemaduras, eritema, hiperpigmentacion, telangiectasias, resequedad de la piel o flacidez
en la misma, arrugas que se pueden observar acentuadas, variaciones en la textura o hasta
cancer de piel. Los mecanismos moleculares de estos dos tipos de factores son muy

parecidos entre si%,

El proceso de envejecimiento de la piel es una problemaética complicada; se dice que es
un instintivo de lo que les ocurre a los drganos internos, y recientemente se le ha prestado
mas atencion en los ultimos afios, a causa del incremento en la perspectiva de vida. Las
personas en su mayoria quieren que su piel tenga un aspecto joven y saludable, porque esto
conlleva a grandiosos beneficios psicolégicos; igualmente, hablar del envejecimiento no
solamente estd relacionado con la apariencia fisica, ya que del mismo modo tiene
implicaciones médicas, porque una piel arrugada no funciona adecuadamente como barrera,

tiene alteraciones en la cicatrizacion y predispone a diversas patologias?®’.

Existen diferentes factores como la exposicion ambiental y la luz solar ultravioleta
(UV), que se relacionan altamente con el cambio progresivo del aspecto del cabello, la piel
y las ufias como parte del proceso del envejecimiento. Esto se le atribuye al envejecimiento
normal intrinseco y extrinseco, cuando hay diversas alteraciones; por ejemplo, conforme
avanza la edad en la dermis la densidad de colageno se reduce, y esto provoca una

disminucion en el espesor dérmico®.

Esto no solo ocurre con la dermis o la piel, sino que también semejantes
transformaciones perjudican el cabello y su apariencia en cuanto, a brillo, grosor, plenitud,

entre otros, y mas concretamente, los cambios que se dan molecularmente van a modificar
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la estructura de la fibra capilar; ademas, reducen la produccién de melanina y se da una
prolongacion de la fase teldgena del ciclo del cabello, y en consecuencia acontece la

alteracion del cabello en su apariencia y salud*®.

A causa del envejecimiento, también se puede sumar la alteracion en el aspecto de
las ufias de las personas, ya que puede verse afectado esto con respecto al grosor, el
contorno, la superficie, y color de las ufias. En consecuencia, en la actualidad, muchas
empresas e industrias de la cosmética y salud tratan de subsanar o reparar, y hasta
restablecer, todas esas incomodidades que le resultan fastidiosas a la poblacién. Conforme
la edad va avanzando y la vejez se va acercando, estas acciones compensadoras son
codiciadas por los consumidores y acuden a intervenciones en la dermatologia cosmética, y

a productos de venta libre y suplementos®®.

Las estrategias que se han estudiado para retrasar el proceso de envejecimiento se
basan en las diversas teorias que existen sobre este. Una de las transcendentales es la teoria
de los radicales libres/inflamacion; esta indica que la retencion de radicales de oxigeno
produce oxidacién de elementos enddgenos, y esto origina el envejecimiento. De igual

modo, la inflamacion lleva a la sobreproduccion de sustancias reactivas con dafio tisular?’.

Otra de las teorias se refiere a las mutaciones somaticas y a la regulacion génica,
donde afirma que la aglomeracion de mutaciones genéticas y transformaciones en la
expresion génica conducen a la senescencia®, a la que también se le conoce como
envejecimiento natural, determinado por factores fisiologicos y predisposicion genética?®.
Existe otra teoria, la mitocondrial, donde presenta que fallas en las vias metabdlicas dirigen

a reducir la produccion energética, y esto hace que ocurra una alteracion celular?’.

Por otra parte, la teoria del telomero garantiza que el encogimiento telomérico causa
que exista un numero restringido de divisiones celulares, produciendo que haya una
detencion de proliferacién celular. También se encuentra la teoria inmune, esta implica
fundamentalmente al sistema inmunolégico, a quien se le asigna como responsable de
controlar el proceso de envejecimiento, y que la alteracion en su funcion hace que ocurran

cambios incompatibles con la vida, como ciertos tipos de cancer?’.
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Finalmente, la teoria neuroendocrina sostiene que irregularidades en el eje
hipotdlamo pituitario adrenal provocan un perjuicio en la homeostasis del cuerpo,
disminuyendo la habilidad de sobrevivir. La Unica estrategia que mencionan estos autores,
la cual ha justificado extender la vida, es la restriccion caldrica. Esto induce a una
disminucion de la incidencia de diabetes, cataratas, enfermedad cardiovascular y renal. Se
entiende que un 2%, aproximadamente 1029 de los genes, modifican su expresion con el

envejecimiento?’.

Cabe la posibilidad de que estas teorias vayan a interrelacionarse en el proceso final
de envejecimiento natural, determinado por factores fisiol6gicos y predisposicion genética.
Como se menciond anteriormente, existen factores tanto extrinsecos como intrinsecos que
influyen desfavorablemente en este proceso bioldgico complejo. Dentro de los factores
intrinsecos se puede mencionar aspectos genéticos, hormonales y metabdlicos. Mientras
que los factores extrinsecos comprenden la radiaciéon ultravioleta (UV) (que contribuye
hasta en 80% al proceso del envejecimiento), la polucion, la radiaciéon ionizante, el
tabaquismo, los patrones de suefio, la posicion al dormir, asi como el uso de quimicos y

toxicos?’.

El fumado, las sustancias contaminadoras de los autos, la ingesta de bebidas
alcohdlicas, los habitos dietéticos, los desechos industriales y la forma del estilo de vida de
las personas, entre otros factores, pueden cooperar al envejecimiento. El sol o fuentes
artificiales que producen radiacion ultravioleta (UVR) poseen una consecuencia dafiina en
las funciones de la piel y la persistencia de los queratinocitos, Ilamada

fotoenvejecimiento?®.

En cuanto a lo que respecta al espectro de radiacién de la luz solar, esta se

constituye de tres tipos diversos de radiacién UV, los cuales son:

UVC (100-290 nm), que esta blogueada en gran medida por la capa de ozono y, por
lo tanto, tiene poco impacto en la piel; UVB (290-320 nm), que penetra
principalmente en la epidermis (estrato corneo) y es responsable del eritema
asociado a una quemadura solar, y UVA (320-400 nm), que penetra en la dermis, y

tiene el papel principal en las lesiones cronicas. dafio de la piel Estos tipos de
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radiacion representan alrededor del 10 % de la radiacion solar total que llega a la

atmosfera. Por otro lado, la luz visible (400-780 nm) y la radiacién infrarroja (780-

1400 nm), que representan alrededor del 40 % y el 50 % de la radiacion total que

emana del sol,

respectivamente, también son factores

importantes en el

fotoenvejecimiento, porque puede ejercer efectos nocivos cutaneos, tanto agudos

como crénicos?®.

Como bien se ha demostrado, el fumado se relaciona intensamente con una

inadecuada cicatrizacion de heridas, también se asocia a algunos carcinomas de células

escamosas, cancer oral, exacerbaciones de psoriasis y envejecimiento anticipado de la piel.

Este deterioro cutaneo provocado por el tabaco se ha vinculado con el estrés oxidativo,

transformacion de la biosintesis de coldgeno y en la activacion de las metaloproteinasas que

estan en la matriz. En la Figura 2 se muestran los acontecimientos mas importantes del

proceso inducido por los rayos UVA, UVB y el tabaquismo?®.

Figura 2.La radiacion ultravioleta y el tabaquismo afectan la estabilidad del
ADN, causando alteracion en la estructura de la molécula debido a la formacién de
mutaciones que se acumulan y promueven la transformacion celular maligna
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Conforme van pasando los afios en las personas, el envejecimiento hace que los
fibroblastos vayan decreciendo su capacidad de generar acido hialurénico, y al mismo
tiempo hacen que la poca cantidad de acido hialurénico que se forma sea de un peso
molecular bastante bajo, repercutiendo de manera negativa, ya que se pierde aquel efecto
deseado del mismo como hidratante. Ademas, el aumento de los radicales libres en el
organismo también hace que ocurra méas rapido la destruccion molecular de tan importante

sustancia®.

Otra consideracion, es que el acido hialuronico es bastante sensible a las enzimas ya
mencionadas, las hialuronidasas. Es debido a esta causa que la vida media del acido
hialurénico natural sea de tres minutos aproximadamente y hasta podria durar a las dos o
tres semanas. Alrededor de un tercio del total del acido hialurénico presente en el cuerpo

humano se reemplaza de manera cotidiana®.

El &cido hialurénico se encuentra de forma exuberante en los tejidos fetales, pero
conforme pasa el tiempo y se va creciendo en el desarrollo, se va sustituyendo poco a poco
de manera parcial por fibras de colageno y proteoglicanos; de esta manera los tejidos
maduros pueden desempefiar labores mecénicas mas precisas. Por ejemplo, los autores

mencionan:

(...) la cuerda vocal del recién nacido estd compuesta por un tejido conectivo laxo
rico en HA. A medida que las cuerdas vocales se desarrollan y maduran, el
contenido de HA se reduce y las proteinas fibrosas se depositan a través de la
lamina propia en forma de gradiente. En general, la HA es indispensable para el
desarrollo y la maduracion de las cuerdas vocales y su presencia en las cuerdas
vocales es beneficiosa desde el punto de vista evolutivo para que el tejido haga

frente al trauma constante®.

La cosmética antienvejecimiento se podria planear tanto para la prevencion para
retrasar las expresiones del envejecimiento de la piel como también para la reparacién, con
el fin de mejorar el estado de la piel envejecida. Si se habla del tratamiento preventivo, la
manera es tener una buena hidratacion en la epidermis, protegerla de radicales libres y de la

radiacion solar?®.
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Para conseguir la hidratacién epidérmica se podrian usar: “proteinas y ceramidas de
cadena corta y &cidos grasos libres, ceramidas y derivados del colesterol”. Luego de
obtener la hidratacion se debe aplazar la regresion de la dermis manteniéndola joven, para
esto se pueden utilizar incitadores celulares como lo son los extractos de centella asiatica y
timo, vitamina C, vitamina A, &cido pantoténico y fibronectina; se debe demarcar la dosis a

utilizar para mayor efectividad?®.

Por ejemplo, si se habla de vitamina C, su mecanismo de accién es la hidratacion
para la prevencion del envejecimiento. Resumidamente este compuesto actla en la sintesis
de colageno por parte de los fibroblastos, y también posee un efecto protector contra la
radiacion UV. Por otro lado, otro ejemplo es el &cido pantoténico (vitamina B5), que se
utiliza como emoliente, ayudando también a la estimulacion de los fibroblastos, y el efecto

es mayor al relacionarse con vitamina C?°.

Con respecto a la cosmética reparadora, su objetivo es recuperar los tejidos
lesionados utilizando fibronectina o reparador del ADN que interviene a nivel molecular
para subsanar los procesos donde las moléculas han sido afectadas por radicales libres. Para
esto, existen constituyentes formados por colageno, como los proteoglicanos, las
glicoproteinas, la fibronectina, entre otros. Los proteoglicanos, por ejemplo, son un
componente importante en la matriz extracelular animal, se dice que es la sustancia que
rellena los espacios entre las células, y es debido a sus cadenas de polisacaridos hidrofilicas

suelen a ocupar grandes volimenes en relacion con su masa2®.

2.1.4 Cosmeéticos a base de huevo

En la actualidad, estan en el mercado cosméticos que se fabrican a base de huevo,
debido a lo que sus nutrientes pueden contribuir; un ejemplo de ello es la yema, que por su
contenido graso hace que sea excelente para el tratamiento del cabello y piel seca o
maltratada. El aceite de huevo como un excipiente puede utilizarse en muchas
formulaciones cosméticas como cremas, unglentos, protectores solares o lociones,
operando como un emoliente, humectante, antioxidante, potenciador de la penetracion,
acondicionador de la piel oclusiva y antibacteriano. Asimismo, se pueden efectuar

tratamientos para el cabello?®.
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Como puede verse, el huevo de gallina posee una muy grande versatilidad, lo cual
provoca que su uso se pueda dar en muy distintas formas. Asimismo, las vitaminas,
proteinas y minerales que posee provocan que sea un producto organico muy apetecido en
la industria de cosméticos, aunque su uso no se ha ampliado tanto en esta area®. Ademas,
otro punto muy a favor del huevo de gallina es el hecho de que es un producto de bajo
costo. Debido a todos los beneficios mencionados, se encuentran algunas investigaciones
que proponen la confeccion de toda una linea cosmética a base de huevo, y tal es el caso de

la investigacion de Chan et al. & (2016):

Esta investigacion se pretende fabricar una linea cosmética facial a base de huevo
conformado por un gel de limpieza con propiedades exfoliantes a base de céascara de
huevo pulverizada, una solucién tonica a base de clara de huevo liofilizada y una crema

con accion humectante a base de yema de huevo liofilizada®.

Por otro lado, de forma natural y casera el huevo es usado con fines cosméticos. Por
ejemplo, el limén tiene un efecto mas potente cuando se usa con el huevo para cerrar los
foliculos de la piel®. Este efecto del cierre de los foliculos provoca que la piel tenga un
efecto mas liso y sedoso, lo cual, a su vez, brinda una vision de piel joven y natural. Es
decir, no solamente las grandes compafiias de cosméticos explotan los beneficios del
huevo, sino que son de conocimiento general muchos de los diferentes usos que les pueden

dar al huevo.

2.1.4.1 Beneficios de la clara de huevo sobre la piel

Las proteinas que contiene el huevo ayudan a suavizar y mejorar la piel, ademas se ha
usado en preparaciones tradicionales en conjunto con otros materiales vegetales para la
sinergia del efecto topico sobre la piel®. Este uso de la clara del huevo se da tanto en la
industria de cosméticos como en usos caseros. Existen numerosas formas en las que la clara

de huevo es utilizada como ingrediente base para formar tonicos y cremas hidratantes.

Un ejemplo de lo dicho anteriormente es que la clara de huevo se puede utilizar de
manera simultanea con la pulpa del tomate, y esta mezcla funciona como ténico. Algunos

beneficios de este tonico 100 % natural es que reduce la problematica que tienen las pieles
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grasas o mixtas®. Muchas personas alrededor del mundo sufren efectos negativos sobre su
piel debido al exceso de grasa; por lo tanto, un tonico como el descrito resulta sumamente

atrayente para quienes sufren por esta condicion dérmica.

Por otro lado, también son mdltiples los agentes que pueden ser extraidos de la clara de
huevo, uno de ellos es la albimina. Este “es un agente espesante que da a los cosméticos
una consistencia adecuada para ser aplicada a la piel o el pelo. Este ingrediente se deriva
generalmente de la clara de huevo”®. Ademas de ser un agente espesante, también son

conocidos los efectos regenerativos y reparadores que tiene la albumina en la piel.

2.1.4.2 Beneficios de cascara de huevo sobre la piel

En primer lugar, en la cascara del huevo se hallan una cantidad extensa de proteinas que
pueden tener diversas utilizaciones sobre la piel; no obstante, a causa de que estas proteinas
se localizan en muy pocas cantidades, sus aplicaciones aln estan siendo estudiadas.
Sumadas a esto, existen algunas proteinas que se encuentras en la membrana testacea o
intersticial, que se pueden emplear para el cuidado de la piel, y es por esto por lo que se

esta manejando en numerosos cosméticos®.

Actualmente, las céascaras de huevo son vistas como desecho, debido a que se
desconoce una manera practica en la que se puedan extraer sus proteinas y demas nutrientes
que se encuentran ahi. Sin embargo, ya existen algunas investigaciones® 6 24 3% 32 gue
abogan por el uso eficiente de los beneficios del huevo en general y de la cascara de huevo
en particular. Dicho propoésito también es el que se plantea en el presente trabajo

investigativo.

En especifico, la cascara de huevo puede usarse como limpiador facial. “La cascara de
huevo a manera de microparticulas ha sido utilizada como producto cosmético, a manera de
un agente de limpieza facial”®. Ademas, de forma popular, la cascara de huevo también es

utilizada por sus beneficios exfoliantes en la piel.

Finalmente, otro uso de la cascara de huevo de gallina consiste en la elaboracion de

tiza. Si bien este uso no es especifico para la piel, aporta el beneficio de que no tiene los
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efectos nocivos de la tiza comun sobre la piel. “De caracteristicas similares a la tiza para
dibujar en la pizarra, pero con la diferencia que no agrieta la piel como lo hace la tiza

coman”®,

2.1.4.3 Beneficios de la yema de huevo sobre la piel

Se sabe que la yema de huevo de gallina contiene muchos nutrientes, proteinas,
vitaminas, por ejemplo, la vitamina A, y también contiene esteroles de lecitina; esto hace
que se considere bastante a la yema como un producto o candidato para dar brillo, sobre
todo, en pieles que son de aspecto seco y aquellas que son sensibles. De esta forma, se dice
que la yema de huevo de gallina contiene ciertas cualidades o caracteristicas de valor

nutritivo que le brindan firmeza, suavidad e hidratacion a la piel de las personas®.

Asimismo, “la yema de huevo concentra todos los compuestos con efecto
beneficioso en su composicion, como son los carotenos (luteina y zeaxantina), los acidos
grasos mono y poliinsaturados, y una inmensa cantidad de minerales y vitaminas”!. Con

esto, se evidencia parte de los beneficios que la yema de huevo puede traer a la piel.

2.1.4.4 Reacciones adversas del huevo sobre la piel

Una de las reacciones adversas del huevo mas importante es la alergia. En términos

simples, esta consiste en

(...) una reaccion adversa causada por un mecanismo inmunolégico, que se produce por
la ingestién y el contacto con huevo de gallina (el consumido habitualmente) u otras
aves. Esta reaccion se repite cada vez que se tiene un nuevo contacto con huevo, y
ocurre solo en las personas que han producido anticuerpos (inmunoglobulinas) de clase

IgE dirigidas contra las proteinas de huevo®,

Por otro lado, es importante aclarar que no se considera una reaccion adversa del huevo,
el consumo de uno que esté en mal estado; esto ocurre “por contaminacion del producto
con bacterias, y se corresponden con fendmenos de tipo tdxico, con sintomas de diarrea,

vomitos, fiebre y, en ocasiones, cuadros generales sépticos graves”3. Evidentemente, el
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consumo de huevo en mal estado provoca problemas gastrointestinales que no son

importantes de mencionar en esta tesis.

Ademaés, el cuadro que aparece en una alergia al huevo es de los comunes como en
cualquier alergia a alimentos: “los sintomas mas habituales son los que tienen lugar en la
piel, con enrojecimiento, picor, urticaria (ronchas) alrededor de la boca o generalizada, e
hinchazon (edema) de los labios y/o de los parpados™?3. Es evidente, que estos sintomas son
bastante molestos, y se debe tener claridad de no tener alérgico al huevo en caso de que se

quiera utilizar este de alguna otra forma.

Las partes del huevo de gallina que pueden inducir a una alergia son la clara o albumen
y la yema, sin embargo, debido a la gran cantidad de proteinas que contiene la clara es el
responsable de muchas alergias, se han logrado encontrar alrededor de 24 diversas
proteinas que provocan alergia, las cuales poseen un nombre y un nimero especifico, y

estos pertenecen al nombre de la especie con las iniciales de Gallus domesticus (Gal d)*3.

2.2 Fisioanatomia del huevo de gallina

Uno de los alimentos que ha sido muy utilizado en la industria alimentaria por contener
gran cantidad de proteinas de alta calidad para el ser humano es el huevo de gallina,
teniendo asi un caracter nutricional completo, porque contiene todos los aminoécidos
esenciales en las proporciones convenientes, que necesita el organismo para construir y
subsanar las células de los musculos y otros tejidos corporales. Sumado a esto, el huevo de
gallina es una fuente rica de acidos grasos mono y poliinsaturados, vitaminas, minerales y

colesterol; su costo es accesible, bajo contenido calorico y es facil su preparacion.

El huevo de gallina (Gallus domesticus) es un cuerpo de forma redonda u ovalada,
con tamarfios y dureza variables, que son procedentes de las hembras de aves en este caso, y
gue comunmente se hace referencia a estos cuando se habla de un huevo, debido a que es el
que principalmente en la vida cotidiana se consume con mayor frecuencia, pero pueden
existir de distintas especies de animales que poseen el germen del embrion y las sustancias

consignadas a su nutricion, mientras se da el proceso de incubacion®.
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La estructura del huevo es compleja y procede de su funcion reproductiva, ya que en
si cumple la tarea de hospedar y alimentar al embrion en todo el proceso o tiempo que tarda
la incubacion; este dura aproximadamente un lapso de 21 dias, y posteriormente se daria
como resultado el nacimiento del nuevo individuo. Por otra parte, los huevos comerciales
tienen una gran diferencia, pues estos no son fecundados y no tienen embrion, solamente

poseen el dvulo (yema de huevo) que esta cubierto por la clara, membrana y la cascara®.

Las gallinas ponedoras de huevos empiezan el proceso luego de las veinte semanas
de desarrollo, y cada ovulacion se realiza una vez cada veintiséis horas; esto quiere decir
gue normalmente seria un huevo al dia, lo hacen entre las 7:00-11:00 de la mafiana y
posteriormente luego de unos 15 a 30 minutos se da nuevamente la ovulacion. Para la
produccion de huevos la gallina no requiere ser fecundada; esto hace que en las granjas

puedan efectuar sus actividades sin la necesidad del macho (gallo)®!.

Segun lo mencionado anteriormente, debido a que la gallina no necesita del gallo
para producir huevos, pero si necesitara que todos los componentes se puedan formar y que
lo hagan de la mejor manera posible, entonces el factor que se ve relacionado con esto es el
tipo de alimentacion que se le da a la gallina, su entorno y el estado de salud de esta. Por
otro lado, las caracteristicas organolépticas, fisicas y nutricionales son las que permiten

diferenciar a los huevos de distintas especies, ya que estas son tnicas entre ellas®".

En la formacion de la cascara de huevo, el organismo de la gallina debe hacer un
esfuerzo fisiologicamente hablando, porque en un lapso de 21 a 23 horas los compuestos
necesarios son sintetizados y llevados al lugar de formacion caracteristico en el oviducto
(este es un organo tubular que en su funcion esta la formacion del huevo por la exudacion
de los elementos que envuelven la yema), para seguidamente distribuirse apropiadamente
en cuanto a secuencia, cantidad y su orientacion. Existe un sistema reproductor con su
respectiva funcion, y en la Figura 3 se pueden ejemplificar estas partes, el tiempo que lleva

cada etapa de la formacion®.

En una gallina sana, se esperaria que sus huevos sean estériles en el instante de su
puesta y su composicion, asi como su estructura le da esa defensa eficaz ante los

contaminantes microbioldgicos. El sistema defensivo que tienen los huevos para evitar la
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posible contaminacion interna estd constituido por barreras tanto quimicas como fisicas;
casi siempre la contaminacion de estos inicia luego de la puesta en el momento que los
microorganismos que se encuentran en las cascaras, debido al contacto con materia fecal

del ambiente o del paso del huevo por el canal de la gallina, e intentan atravesar hacia su

interiors®.

El poder romper sencillamente o la rotura fragil del huevo se debe a las propiedades
estructurales y mecanicas de la céascara, ya que la interaccién de las fracciones, tanto
organica e inorganica, proporcionan como efecto un material de un grado inherente de
flexibilidad con un comportamiento de quebrar facilmente el huevo; algunas personas

mencionan que la cascara de huevo de gallina se puede definir como una bioceramica®.

Figura 3. Representacion de la formacion del huevo de gallina en el oviducto
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Fuente: Urbano?®.
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2.2.1 Partes del huevo

El peso promedio de un huevo de gallina es cercano a 60 g, donde el total de ese peso
se encuentra dividido en sus partes, las cuales son clara, yema y céscara; con valores de
60%, 30% y 10%, respectivamente. Las particularidades de cada estructura del huevo
dependen de muchos factores, como el tipo de raza que sea la gallina, la alimentacion, la

técnica de crianza y las condiciones ambientales a las que esté expuesta la misma®®.

La estructura del huevo tiene como disefio, principalmente para poder ofrecer una
proteccion adecuada al embrién hasta el momento donde ocurre el nacimiento del animal, o
se vaya a abrir para su posterior preparaciéon como alimento. Cada parte le brinda una
funcién especifica al huevo, ya sea de proteccion o conservacion del contenido en si del

mismo y para el almacenamiento de los nutrientes que posee®.

El huevo se localiza protegido de posibles contaminaciones gracias a la céscara,
membranas que actan como barrera fisica y la barrera microbiol6gica que permite que en
el interior del huevo sea estéril. Si se realiza un corte transversal, se pueden ver sus
estructuras trascendentales como la cascara, clara o albumen y yema®. (Ver Figura 4). Por
otro lado, las partes del huevo se dividen en partes principales que luego se subdividen en

otras mas especificas. (Ver Figura 5)

Figura 4. Partes principales del huevo de gallina



Fuente; Garcias®
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Figura 5. Estructura y subdivisiones del huevo de gallina
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2.2.1.1 Yema

La yema se localiza en la parte central del huevo y posee un color anaranjado. Esta
se encuentra rodeada de la membrana vitelina; dicha membrana le da forma a la yema y
puede permitir que esta se conserve en su lugar, dando la separacion de la clara. El
contenido de agua que tiene la yema es cercano al 50%, y dentro de la yema se hallan las
transcendentales vitaminas, lipidos y minerales del huevo, y es por esto por lo que es la

parte nutricional de mayor validez*3.

En la parte interna de la yema se haya el disco germinal o blastodisco, el cual es
pequerfio, claro en la superficie, y es donde ocurre el inicio de la division de las células
embrionarias cuando el huevo se encuentra fecundado. Los encargados de proporcionarle
color amarillo a la yema son los carotenoides y alteran el tono e intensidad, dependiendo de

la alimentacion que recibe la gallina; ademas, son compuestos del efecto antioxidante.
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Aquellos sélidos o materia seca se dividen entre proteinas y lipidos, existiendo una parte

pequefia para las principales vitaminas, minerales y carotenoides®.

Existen tres fases o etapas en la formacion de la yema, las cuales son: la primera es
cuando ya estd formada previo al nacimiento del ave; la segunda ya empieza a formarse
antes de nacer el pollo y finaliza alrededor de los 8 a 10 dias antes de que este llegue a su
madurez sexual; y, por Gltimo, la tercera que es una etapa apresurada que se da a los 8 a 10
dias anteriores a la ovulacion y la inicia la hormona estimulante de la glandula pituitaria.
Cabe mencionar que el proceso de ovulacién es donde ocurre el desprendimiento el ovario

de la yema que ya se encuentra madura®.

La formacion de la yema ocurre dentro del ovario; primeramente, inicia con una
unica célula, la cual es la célula femenina y se encuentra rodeada por la membrana vitelina;
conforme se va afiadiendo material nutriente, esta va creciendo, y cuando se le adiciona
fluido a la yema va madurando y el origen queda en la superficie de la yema, produciendo
una contextura en forma de tubo que se extiende hasta el centro de la yema. La yema en
desarrollo se encuentra en el saco vitelino, y aqui se encuentran muchos vasos sanguineos,

que son los encargados de llevar las sustancias formadoras a esta®.

2.2.1.2 Clara

Esta es un liquido transparente que se encuentra formado basicamente por agua y en
menos parte de proteinas, como por ejemplo la ovoalbumina, que es la proteina de mayor
importancia; ademas la conalbumina y el ovomucoide. En esta estructura se puede
diferencian segln su densidad el albumen denso que es la principal fuente de riboflavina y
proteina del huevo, asi como también el albumen fluido que estd alrededor de la yema y

cerca de la cascara®®.

Conforme se va recorriendo el oviducto, da como resultado que las fibras de mucina
se enlacen con otras, formando cordones y de estos crean la capa chalacifera y las chalazas.
Cuando ocurre el proceso de enrollamiento y se acumulan los cordones de mucina, suelen

exprimir la clara fluida y que luego pasaria a la formacion de la clara fluida interior. En el
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gel homogéneo se organizan tres tipos de capas de albumen, las cuales son: la capa
chalacifera unida a las chalazas; clara fluido interior; y clara densa. La cuarta capa
corresponde a la clara fluida exterior, esta se fija al huevo mientras este se localiza en el
utero, penetrando en él a través de las membranas de la cascara. El contenido de agua y

materias solidas de la clara se distribuye por igual entre sus diversas capas®.

En la clara se pueden diferenciar dos fragmentos segun su densidad, los cuales son:
el albumen denso, que es el que envuelve a la yema, ademas es la principal fuente de
riboflavina y de proteina del huevo; y el albumen fluido, este ultimo es el que esta méas
cerca de la cascara. A la clara también se le conoce con el nombre de albumen, y se
compone principalmente por agua (88%) y proteina (alrededor del 12%). La ovoalbumina
es la proteina mas significativa presente, no solamente hablando cuantitativamente (54%

del total proteico)*3.

La ovoalbumina, esta proteina que se encuentra en alto porcentaje en peso del
albumen, es una fosfoglicoproteina que pertenece a la familia de las serpinas y con un peso
molecular de 45 KDa, conformada por una secuencia de 385 aminoacidos; ademas, posee
propiedades bastante relevantes, ya que es utilizada en la parte culinaria y también
nutritiva. En la clara de huevo también se encuentra la lisozima; esta permite que se
imposibilite o se retrase el paso al interior del huevo de ciertos microorganismos. A
diferencia de la yema, no posee o carece de lipidos, y vitaminas como la B2 y niacina se

encuentran en mayor cantidad, en comparacion con la yema®.

Adicionalmente, la ovoalblmina, cuando se encuentra en un estado de solucion
acuosa, podria adulterarse y agregarse a causa de tratamientos térmicos o por exposicion a
interfases aire-agua. Sin embargo, debido a su gran disponibilidad, ha hecho que su uso sea
amplio, como por ejemplo en la elaboracién estandar en varios y en diferentes estudios en
cuanto a la estructura y propiedades de las proteinas, de igual forma en modelos
experimentales en temas de alergias; por lo tanto, tienen un papel destacado en cuanto a las

alergias que han sido causadas por el huevo®.
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2.2.1.3 Céscara

La céascara del huevo es una importante barrera contra la penetracion de
microorganismos hacia el interior de este, es una estructura rigida que esta compuesta méas
que todo por carbonato de calcio y posee entre 7000 y 17000 poros, donde la cuticula de
glicoproteina recubre a la cascara y contribuye al sellado de los poros, pero la misma a
través del tiempo puede deteriorarse y a la vez aumenta la permeabilidad, lo que hace que
se facilite el paso de sustancias gaseosas, el agua y los microorganismos, que

posteriormente penetrarian el interior del huevo®’.

La cascara cubre el interior del huevo, se le atribuyen varias funciones debido a que
conserva la integridad fisica y ademés sirve como una barrera para las bacterias. En cuanto
al grosor, posee uno de alrededor de 0.35 mm lo que hace que certifique que no se vaya a
romper facilmente cuando se manipula. Parte de su composicion mayoritariamente es de
una matriz célcica con un tramado organico, donde el calcio es lo que méas abunda y tiene
mayor relevancia, ademas se constituye de otros minerales como sodio, magnesio, zinc,

manganeso, aluminio, cobre y boro®.

Otra definicion sobre la cascara es que recubre la parte externa del huevo y posee
una gran relevancia. Esta compuesta en gran parte por una matriz de calcio estructural
organica, en la que el calcio es el elemento mas abundante e importante. Esta parte del
huevo se encuentra atravesada por muchos poros que hacen tuneles entre los cristales
minerales y permiten que los gases entren dentro y fuera, dando lugar al intercambio
gaseoso, y su numero de poros varia entre 7,000 y 15,0008,

Dicho componente del huevo, en tema de formacion lo hace en el Gtero y consta de
tres capas: la mamaria o capa interna, formada por cristales de calcita que envuelven la
superficie de la membrana externa de la cascara, formando protuberancias, que se colocan
perpendiculares a la superficie de esta. Una capa esponjosa que consta de pequefios
cristales de calcita no dispuestos en orden, excepto en la parte exterior de la capa, donde los
cristales se colocan en un angulo recto con referencia a la superficie. Por Gltimo, la cuticula,
a veces denominada erradamente como la "pelusa”. Su composicion quimica es parecida a

la de la membrana. Alrededor del 94% de la cascara seca es carbonato de calcio®.
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En los poros y la superficie de la cascara del huevo, esta la cuticula organica que
recubre estas partes, posee un grosor de alrededor de 10 a 20 um (ver Figura 6) y aqui se
encuentra la mayor parte de los pigmentos que tiene la céscara, constituida
importantemente por un 90% de proteinas y otras pequefias fracciones por lipidos y
carbohidratos. Dentro de la funcion de mayor relevancia es que esta pelicula cierra los
poros y asi formar una barrera fisica para la prevencion de que algunos microorganismos

puedan ingresar, ademas de evitar la pérdida de agua®>.

La céscara de huevo de gallina esta constituida por cinco capas que son diferentes
en cuanto a la forma o configuracidn de estas, se constituyen de manera secuencial durante
el paso del huevo mediante el oviducto. Estas capas son nombradas en sentido del exterior
hacia el interior como: cuticula, capa en empalizada, capa mamilar, membrana externa y

membrana interna. (Ver Figura 6).

En la imagen siguiente se muestran, desde el microscopio electronico de barridos

Figura 6. Céascara del huevo, cuticulay membrana
de estas distribuciones de la conformacion de las capas'®. (Ver Figura 7)
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Figura 7. Imagen de microscopio electrénico de barrido (SEM), de la
estructura de cascara de huevo de gallina
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2.3 Composicion de la cascara

Si se habla quimicamente, segtin Urbano®® (2015), menciona que:

(...) la céscara de huevo de gallina estd compuesta de 1.60% de agua, 3,30% de
materia organica y 95,10% de minerales, de los cuales: 93,60% corresponden a
carbonato de calcio (CaCOs) en su forma morfolégica como calcita, 0,80% de
carbonato de magnesio (MgCOs) y 0.73% de fosfato tricalcico (Ca (PO4)2)™°.

Esto indica la importancia de la cascara y lo que se puede extraer de la misma,
segun el porcentaje posible que se pueda obtener. En otras investigaciones se ha reportado
que el 39% de la constitucién de la cascara de huevo pertenece a la unidad de calcio

elemental. Sin embargo, si bien el calcio se considera como el mineral que se encuentra en
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mayor cantidad, autores hallaron otras cantidades Utiles de otros microelementos, como por
ejemplo el fosforo y el magnesio®.

Desde otra perspectiva, otro autor alude porcentajes similares a los ya mencionados
con respecto a la composicion de la cascara de huevo siendo asi un 94% correspondiente al
carbonato de calcio, 1% carbonato de magnesio, 1% fosfato célcico y 4% nitrogeno de
materia organica especial, principalmente proteinas. El pigmento, si esta presente, esté en la

capa esponjosa de la cascara y es proveniente de la sangre®. (Ver Tablas 1y 2.)

2.3.1 Membranas testaceas de la cascara

Las membranas, subdivididas en externas e internas, que se encuentran en la cascara
de huevo de gallina, son bien conocidas por varios nombres que se le han atribuido, como:
membranas intersticiales, membranas testaceas o farfaras. (Ver Figura 8) Estas membranas
rodean el albumen y brindan un tipo de proteccion en cuanto a bacterias, y en suma son una
posible materia prima o un insumo importante en la experimentacion de muchas

investigaciones, debido a los componentes que se encuentran dentro de ella’®.

Figura 8. Cascara de huevo y membranas externa pegada a esta

Fuente: Garcia %°
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Los elementos que componen las cinco capas de la cascara de huevo se sedimentan
continuamente, de modo que forman una linea de ensamblaje, conforme el huevo de gallina
progresa longitudinalmente del oviducto. La estructura de las membranas, tanto externa
como interna de la cascara de huevo se puede realizar mediante una imagen de microscopio

electrdnico de barrido®®. (Ver Figura 9)

En conjunto, las membranas poseen un espesor de 65 a 96 um aproximadamente, la
capa interna que se encuentra en contacto con la albumina tiene un grosor de 15 a 26 um,
mientras que la externa es de 50 a 70 um de espesor; esta ultima se encuentra localizada
entre la zona mineralizada de la membrana interna y la cascara de huevo. Siempre estas
capas estan en contacto menos en la camara de aire (ver Figura 11), y a este contacto entre

los dos tipos de membranas se le conoce como un enlace irregular y tenue®®.

Figura 9. Imagen de microscopio electronico de barrido (SEM), de las
membranas de la cascara de huevo de gallina
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Fuente: Urbano?®
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Figura 10. Representacion y fotografia de las localizaciones y estructuras de las
membranas testaceas del huevo de gallina
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Fuente: Urbano?®

Desde otro punto de vista, las cascaras poseen unas membranas que se establecen en
el huevo de gallina en el momento cuando este se localiza en el istmo. Por definicion, se
dice que las membranas son un compuesto nitrogenado, que se establece en una especie de
red muy apretada, y que estd compuesta por una sustancia muy similar a la que se puede

hallar y estar presente también en las ufias de la gallina®.

En el huevo, la formacion de las membranas de la cascara ocurre cuando el huevo se
halla en el istmo. Las membranas estdn compuestas por constituyentes nitrogenados, en
forma de red muy apretada, integrado por una sustancia parecida a la que se encuentra
presente en las ufias de la gallina . Asimismo, la membrana interna posee una estructura
de fibras de queratina que estan entrelazadas; esto hace que impida la penetracion de
algunos microorganismos Yy retrasa la entrada de otros; a diferencia de la interna, la externa

es mas porosa y funciona para asentar en la formacion de la cascara®.

En la membrana externa existe la presencia de intersticios mas grandes de 5 um en
comparacion con las dimensiones de las bacterias; estd compuesta por fibras de alto grosor

y el espesor promedio es de 1 a 3 um. Por otro lado, la membrana interna, a diferencia de la
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externa, es aun mas porosa y con fibras delgadas. EI maximo didmetro de las fibras
interiores es de 1.5 um y con un promedio de 0.9 um?®,

Si se habla del orden de mayor a menor en que las estructuras del huevo de gallina
pueden proteger y evitar que se contamine microbiologicamente el interior de este, la
membrana interior es la mejor barrera para cumplir esta tarea gracias a la estructura de
malla; luego, en segundo lugar, se le asigna a la céscara, y por ultimo la que posee menor

efectividad es la membrana externa. No obstante, se habla que las membranas impiden

Figura 11. Camara de aire entre cascara y membranas del huevo
temporalmente el movimiento interior de las bacterias'®.

Fuente: Garcia®

La frescura de un huevo en cuanto a calidad sin depender de los dias que hayan
pasado luego de la puesta, se puede determinar por la altura de la camara de aire, esto
porque conforme el huevo paulatinamente va perdiendo frescura, se pierde agua con
procesos de vapor mediante los poros que posee la cascara, y la cdmara de aire se va
propagando o expandiendo. Para los huevos que son categorizados como “A”, su altura en

la cdmara de aire debe ser menor a los 6 mm?®.

Las membranas que poseen la cédscara de huevo de gallina tienen una complicada
red reticular de fibras estables que forman un area de superficie bastante grande (esto hace
a su estructura insoluble), que simultaneamente contiene una extraordinaria permeabilidad

en cuanto a los gases y al agua, asimismo a pequefias moléculas. La red mencionada se
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encuentra formada importantemente con un 88-96% del total de su peso seco, por colageno

de tipo I, V y X; de igual forma se le atribuye la presencia de otras proteinas como por

ejemplo la osteopontina, sialoproteina y queratina®.

2.3.2 Composicién quimica del huevo y sus partes

Tabla 1. Composicion del huevo por partes

%Agua % Proteinas % Grasas % Cenizas
Clara 88.0 11.0 0.2 0.8
Yema 48.0 17.5 32.5 2.0
Huevo entero 65.5 11.8 110 11.7

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®.

Tabla 2. Porcentajes respectivos de la cascara del huevo

Cascara
% Carbonato de Calcio 94.0
% Carbonato de Magnesio 1.0
% Fosfato de Calcio 1.0
% Materia Organica 4.0

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®.

Tabla 3. Compuestos proteicos tipicos de las membranas testaceas de cascara

de huevo de gallina

Compuesto Porcentaje (%0)
Colageno 35
Glucosamina 10
Condroitina 9
Acido Hialurénico 5-10
Otros constituyentes proteicos 36-41

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®®.
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2.4 Usos del huevo

Tanto la cascara del huevo como su respectiva membrana en la actualidad son
materiales de desecho, que son de bajo costo y abundantes, ya que se les dan muchos usos
comunmente como alimento para animales, como cal sustituida o como fertilizante. Sin
embargo, existen muchos otros usos, ya sea de la fraccion cascara sin membrana y las que

poseen membranas intersticiales dentro de muchos campos?®.

Los huevos son un alimento muy sustancial, debido a su valor nutricional y a su precio
bajo. Segun cifras del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion el gasto de huevo en
Espafia es de 168 kg per cépita; esto significa que es alrededor de unos 265 huevos por
persona al afo; la mitad de todos los huevos frescos se consumen en el hogar (8 kg per
capita). En otras palabras, se consume en partes equivalentes dentro y fuera de las

viviendas, en si 0 como sus procedentes®,

El huevo gque es méas consumido alrededor del mundo es el huevo de gallina; se habla de
un aproximado de 92% en total. Asimismo, se pueden hallar factiblemente otros tipos de
huevos, como por ejemplo los de codorniz, que se comercializan tanto crudos como
enlatados, cocidos y envasados; el consumo de este tipo de huevo es bajo. Los
ovoproductos son derivados del huevo, que han sido procesados y se fabrican controlando
al huevo en un tratamiento de higienizacién y conservacion, con el fin de eliminar cualquier
peligro sanitario, alargar su vida util y/o facilitar el manejo del huevo en industrias

alimentarias, restauracion y usos profesionales®.

Los ovoproductos pueden ser hechos a base de huevo entero (clara y yema) o solamente
de una parte del huevo (clara o yema) y se pueden mostrar de manera liquida o en polvo;
por lo general, mas que todo se utilizan las claras del huevo. Se emplean en varios ambitos,
tales como en la industria alimentaria (reposteria, salsas o platillos) y en é&reas de
alimentacion o uso colectivo (restaurantes, escuelas, colegios, universidades, hospitales e

instituciones) en sustitucion del huevo natural con cascara®.

Es interesante que en paises como Espafia es ilicito la utilizacion del huevo fresco en la
restauracion colectiva para cualquier plato cocinado a una temperatura inferior a 75 °C.

En las habitos o recetas gastronomicas, el huevo esta tipicamente presente en diferentes
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maneras culinarias, se manipula tanto cocinado como crudo (mayonesas, merengues) o
semicrudo, y se consume en si tal cual o como un elemento mas en la preparacion de

variados platos, tanto dulces como salados®3.

La cascara de huevo de gallina se ha ingerido como un suplemento de calcio,
demostrando beneficios para la salud, con resultados importantes en casos de reduccion de
la perdida Gsea. Se realizaron estudios clinicos en mujeres, quienes estaban en un periodo
posmenopausico y en personas con patologias de osteoporosis u osteopenia, manifestaron
que el consumo de calcio en polvo, que fue tomado de la cdscara de huevo, se relaciona con

un incremento de la densidad mineral 6sea de la cadera y de la columna lumbar?.

Existen diversas utilizaciones de las fracciones de cascara de huevo sin membranas en
el area de salud y otros campos, y otras aplicaciones que se podran poner en practica en el
futuro. Por ejemplo, en la biorremediacion se puede usar en la remocién de metales pesados
del agua, de suelos utilizando la cédscara de huevo en polvo, en la industria cosmética la
cascara sin membrana en forma de microparticulas se utiliza como agente limpiador facial.
Mientras que en el campo nutricional se aplica en vinagre enriquecido con calcio,
suplemento de calcio, sintesis de carbonato de calcio, glutamato de calcio, fosfatos
monocalcico y dicélcico y de calcio orgéanico®®.

El uso en diferentes industrias de la cascara de huevo sin membrana puede ser como
fertilizante, relleno para materiales compuestos, tiza de pizarra sin agrietar la piel, para
impresion por inyeccion de tinta debido a su estructura de macroporos, en la produccién de
hidrégeno puro como futura aplicacion. En el campo médico, se utiliza en la extraccion de
polipéptidos para el crecimiento de osteoblastos, en sintesis, de polvo cerdmico con
contenido de nanoparticulas de hidroxiapatita como aplicacion a futuro, y también en

implantes y protesis como sustituto 6seo'®.

Por otra parte, las membranas intersticiales de cascara de huevo también tienen muchas
y diversas aplicaciones; en el campo médico se pueden utilizar en la extraccion de acido
hialuronico mediante el aislamiento, y posteriormente en el tratamiento de osteoartritis y

enfermedades periodontales, en la extraccion de componentes bioactivos, en el tratamiento
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de hipertension mediante su hidrolisis enzimatica de algunos compuestos, en el tratamiento

de trastornos gastrointestinales, en bio-plataforma de inmovilizacion®®.

También las membranas testaceas se pueden emplear en la ingenieria de tejidos, por
ejemplo, en el yeso adhesivo para tratar heridas, recubrimientos para heridas. En la
nanotecnologia y biorremediacion en soportes de poros nanométricos, como separador de
iones metalicos; en el campo cosmético el hidrolizado en la creacién o produccion de
crema, maquillaje en polvo y en cosméticos para prevenir las arrugas debido a su gran
contenido de colageno, y otros beneficios adicionales en mejorar la elasticidad y grosor de

la piel®®.

2.5 Extraccion de proteinas de las cascaras de huevo

La tanica que envuelve cada fibra le proporciona la capacidad de consistencia de gel
solido para la resistencia a las fuerzas de comprensién mediante las propiedades
viscoelasticas de las membranas intersticiales. En estas membranas existen cantidades

importantes de glucosamina; esta es una fraccion glucidica de las glicoproteinas que se

Figura 13. Esquema de organizacion de la estructura general de las
glicoproteinas

encuentran en el manto®®. (Ver figura 13).
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Estos proteoglicanos que estan en el manto de las fibras de las membranas intersticiales
o farfaras son unidades formadas de 95% de glucosaminoglicanos, o también llamados
mucopolisacaridos, y el 5% restante corresponde a las proteinas. El acido hialurdnico es el
elemento central organizadora del proteoglicano; desde esa cadena central se pueden
observar las largas proteinas el proteoglicano que funcionan como punto para unirse a
muchas otras cadenas del polisacarido condroitina’® (Ver Figura 14).

Figura 14. Configuracion de los componentes de los proteoglicanos
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Fuente: Urbano ¢

Para lograr la desintegrar o separar las membranas testaceas de la cascara de huevo de
gallina a partir de los residuos de estas, para posteriormente extraer las proteinas presentes
en este tipo de membranas, se pueden utilizar para esto diversos procesos de separacion

como, por ejemplo, quimicamente la disolucion de la fase mineralizada, fisicamente por
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diferencia de densidades y por tratamiento con microondas, que seran detalladas mas
adelante®®.

2.5.1 Separacion quimica de la cascara y membranas por disolucion de la fase

mineralizada

En la division de las cascaras y las membranas farfaras, mediante los despojos de las
cascaras de huevo de gallina, esto se puede obtener al poner en disolucién dichas cascaras
con acidos. Existe un estudio en el afio 2000, donde utilizaron acido clorhidrico (HCI) a
diferentes niveles de concentracion entre 0.15 N — 1,68 N a una temperatura de 20° C y en
un tiempo maximo de 90 minutos; dentro de los resultados se dice que la sustancia de HCI
de mayor concentracion no es de la que se obtiene un mayor porcentaje de disolucion de la

céscara, aunque se deje en mayor tiempo en ella®®. (Ver Figura 15)

Segun Urbano, la reaccion que se da en el proceso que se llevo a cabo en la siguiente

ecuacion?:
CaCOs3 + 2 HCI — CaCl, + CO, +H,0

Figura 15. Disolucién de la cascara de huevo de gallina en HCI de diferentes
concentraciones a 20 °C y a distintos tiempos
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- —&—0.3600 N
= —a—0.3978 N
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Fuente: Urbano ¢
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La cascara de huevo, que fue disuelta en las diferentes concentraciones de acido
clorhidrico, estuvo controlada con una titulacién de calcio con disoluciones valoradas de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). En el tratamiento de la concentracion de HCI 0.36
N y con un tiempo de 45 minutos, fue donde se obtuvo un mayor porcentaje de calcio
disuelto; es extrafio este comportamiento, ya que se esperaria conseguir un mayor nimero
de calcio disuelto en la disolucion de mayor concentracion y en menor tiempo. Ademas, en
otro resultado, aun cuando el método es efectivo, también existieron precipitados de sales y

en la afectacion de las proteinas que se encuentran en las membranas testaceas'®.
2.5.2 Separacion fisica de la cdscara y membranas por diferencia de densidades

Primeramente, en este tipo de separacion se debe disminuir el tamafio de particula de
las cascaras de huevo de gallina. Una vez gque ya estén estos residuos triturados, a lo largo
de este tratamiento las particulas son desgastadas parcialmente, logrando asi que la parte
que une entre las membranas y las cascaras se rasga, pero no del todo. Después de esto, se
colocan en un tanque con agua con fuerzas turbulentas y las membranas se separan
totalmente, quedando atrapadas en el fragmento superior y posteriormente son tamizadas?®.
(Ver figura 17).

El creador de este método fue MacNeil en el 2001; él disefid y desenvolvié un equipo
que, de forma mas innovadora, simple y a un costo bajo, pudo separar la fraccion de
membranas testaceas de las cascaras o el mineral duro, procedentes de los restos de cascara
de huevo de gallina. Asimismo, logr6 de esta manera que se posibilitara la utilizacion de
cada una de las corrientes en diversos usos, brindando un aprovechamiento a nivel

economico de los productos®®.

Esta técnica se representa en el diagrama de flujo de la Figura 17, y en la Figura 18 se
muestra el equipo desarrollado por MacNeil; este es un conjunto de sistemas, donde cada
uno se compone de diversas partes que cumplen con determinadas funciones, y este equipo

se describe a continuacion:

(...) un sistema de procesamiento continuo que consta esencialmente de tres sistemas:

el primero, un sistema de separacion por diferencia de densidades, el segundo, un
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sistema de recuperacion de las particulas de membranas intersticiales y el tercero, un

sistema de recuperacion de particulas de céscara aislada®®.

En cuanto a los elementos que componen al sistema de separacion por diferencia de
densidades, primeramente, las cascaras de huevo de gallina se recogen en una tolva de
alimentacion para reducir el tamafio de particula a unos 0.5-4 mm para que se consiga la
menor cantidad de polvo de cascara. Este aparato de disminucién constituye un motor y una
cabeza de corte, que le brindan la accion de corte con un efecto abrasivo y permite la
separacion; las particulas se depositan en la parte media de un tanque lleno de agua y la
separacion total se da por diferencia de densidades, debido a la turbulencia que genera el

agitador de brazo de arrastre y sedimentan la cascara®®.

Lo que corresponde a los componentes del sistema de recuperacion de las particulas
de membranas testaceas, los conductos son de 5 a 6.4 cm, donde se encuentran distantes del
de alimentacion de los residuos de céscaras de huevo de gallina. Cumple una labor de
transportar membranas, luego con una bomba de succién de agua, donde una banda
transportadora con tamiz retiene a las mismas, pero no al agua, y posteriormente son

recolectadas para los siguientes procesos®®.

Por ultimo, los contituyentes del sistema de recuperacion de particulas de cascara
aislada, se conforman por fondo falso con hendidura y reciben a las particulas de cascaras
que suelen precipitar, las que caen en el doble fondo mediante la ranura y el brazo de
barrido del agitador, este posee dos lados: escobilla y cepillo (Ver Figura 16). Este sistema

puede conseguir una temperatura de hasta 100 °C1.

Figura 16. Descripcidn de los componentes del agitador de brazo de arrastre
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Fuente: Urbano ¢

Figura 17. Representacion del funcionamiento del equipo para la separacion
fisica de las membranas intersticiales y cascara a partir de residuos de cascara de
huevo de gallina
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Figura 18. Representacion del equipo para la separacion fisica de las
membranas y cascaras a partir de residuos de cascara de huevo de gallina
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2.6 Extraccion de compuestos de membrana de huevo

El proceso de separacion y purificacion de proteinas es una importante consideracion
previa ante una condicién precisa para la utilizacién de estas en la parte de biomedicina e
industrias, ya sean en la farmacéutica o en la alimentaria. Ya existen diferentes métodos de
separacion como precipitacion, centrifugacion, ultrafiltracion, adsorcién y electroforesis; la
adsorcion se ha utilizado de forma extensa por su economia, rapidez y la sencillez con
respecto a su trabajo. En la actualidad, vacunas y medicamentos procedentes de proteinas
naturales o recombinantes se utilizan para tratar patologias tales como diabetes, cancer y
hemofilia; para esto es necesario emplear los métodos desarrollados para obtener proteinas

purificadas®.

La alta demanda de utilizar péptidos y proteinas en muchas areas de la ciencia ha hecho

que se renueven las técnicas de purificacion de estas, lo que también ha convertido que
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todos estos métodos sean un campo de estudio bastante extenso. El obtener una proteina
con caracteristica de pureza accede, de forma directa y especifica, que se pueda determinar
su funcion, estructura, estabilidad, la posibilidad de interaccion con distintas biomoléculas,
con el fin de intuir los métodos moleculares y celulares. También, se investiga la
oportunidad de poder aplicar la proteina en &mbitos como; biotecnologia, biomedicina,

nanobiotecnologia, entre otras areas®.

Cuando se realiza la medicion exacta de las proteinas en términos numéricos, el estudio
y evaluaciéon de su pureza son fundamentales en muchos sectores de la ciencia y la
investigacion. Este es un elemento de caracter critico en cuanto al uso en el campo clinico,
debido a que existen diversas maneras y técnicas para cumplir este objetivo; de ahi nace
que la eleccion de una prueba conveniente va a depender de constituyentes, como el nivel
de sensibilidad solicitado y la existencia de elementos que obstaculizan la conformacion de

la proteina®.

Para la purificacién de proteinas se puede realizar siguiendo un procedimiento
establecido, que luego de llevar a cabo este protocolo, es importante que la proteina se
mantenga en las condiciones que le favorece para poder facilitar su conservacion en cuanto

a su funcidn y estructura. Dicho procedimiento se detalla a continuacion:

Se inicia seleccionando la muestra bioldgica, el método y la condicion para lisar las
células con la finalidad de exponer a las proteinas, inevitablemente obteniendo una
mezcla de estas junto con todos los componentes de la célula, biomoléculas,

metabolitos y fragmentos de estructuras celulares®.

Un ejemplo de lo expuesto anteriormente se da en la adquisicidn de un extracto proteico
(ver Figura 19). Primeramente, se elige la muestra a analizar (1); luego se selecciona la
solucion amortiguadora conveniente para lograr el rompimiento del tejido y se extraiga la
proteina total sin afectar su estructura y funcién (2); seguidamente, se establece la técnica
tanto como fisicos o quimicos para lisar la membrana celular (3). Posteriormente, se da el
aclaramiento (4), que radica en aislar fragmentos celulares de las proteinas solubles a través

de la centrifugacion. Finalmente, se mide la cantidad de proteina mediante la ayuda de un
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espectrofotometro (5). El extracto obtenido es el modelo del que se fracciona para emplear
una o algunas técnicas de purificacion de proteinas (6)°.



Figura 19. Obtencion de un extracto proteico

®
Muestra & E

+

O

Solucién amortiguadora

TrabajaraaT 0 0 0
Iy

Inhitedores de
Trabajar ripido ".a; proteasas
()  Métodos Fisicos Métodos Quimicos
A J Im
I} "7 .. 5
homogeneizador Sonicador
manual
B~
..: Ciclos - :
e
Congelar Descongelar

Fuente: Ramirez et al. %°



70

2.6.1 Extraccion de acido hialurénico por el método de hidrolisis

La membrana de la cascara de huevo de gallina se encuentra bastante constituida
por metabolitos que son de gran utilidad en materia biolégica; como ejemplo de ello se
puede mencionar: "colageno, elastina, glicosaminoglicanos (&cido hialurénico, sulfato de
10 condroitina, heparan sulfato, dermatan sulfato) asi como glucosamina™®2. En varias
investigaciones se ha demostrado que en esta parte de la cascara de huevo (la membrana) se
han logrado detallar mas de 500 proteinas implicadas en el transcurso de mineralizacién de
la cascara de huevo, asi como también en el resguardo del embrion, todas estas proteinas se
consideran de gran interés y se podrian utilizar como suplemento, para mejorar de la

calidad de la piel y las articulaciones®!.

Primeramente, debido a la naturaleza insoluble de la membrana intersticial de la cascara
de huevo de gallina, hace que en la industria se dé un problema técnico relacionado con
esto, se le asigna la causa de esta insolubilidad a la naturaleza fibrosa y a la constitucién
estructural de la membrana testacea, ya que se puede decir que esto se debe mayormente al
coldgeno que se encuentra entrelazado con la elastina y queratina; asimismo, por los

multiples enlaces de disulfuro que se hallan, constituyendo parte de esta estructura®:.

La reaccion quimica donde una molécula de agua interacciona con diversos
componentes de otra molécula para generar otras mas simples, corresponde a la hidrdlisis;
esta induce a la descomposicion de moléculas que son complejas, mediante el
desplazamiento de la agrupacién saliente del compuesto original por un grupo OH

correspondiente al agua, y esto ocurre por medio de un enlace de tipo covalente®®.

Se deben degradar las proteinas para que se pueda dar la disolucion, y esto se puede
alcanzar mediante procesos de hidrélisis. Para lograr solubilizar las proteinas hay tres rutas
esenciales: hidrdlisis &cida, basica y enzimatica. La hidrdlisis &cida y la alcalina que se usan
ordinariamente, estos tipos logran degradar parte de la composicion de la proteina y
disminuyen el valor nutritivo o componentes de interés, que no permiten la caracterizacion

de la proteina. Mientras que, por otro lado, la hidrolisis enzimatica tiene la virtud por
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encima de estas de emplear circunstancias leves, que permiten obtener un producto de

preferibles caracteristicas nutricionales y probables bioactividades®!.

Cuando se utilizan proteinas, esta hidrolisis reside en romper el enlace peptidico que
mantiene unidos a los aminoacidos, lo cual provoca que se generen cadenas de péptidos de
distintas dimensiones, debido a que las cadenas que se rompieron pueden volver a pasar el
proceso de ruptura y dividirse de nuevo; esto puede ocurrir hasta que se degrade la proteina
inicial en sus aminoacidos constituyentes. La forma en que se efectla la reaccion de
hidrolisis en el enlace peptidico de una proteina se puede mostrar en la Figura 20, donde se
muestra que el grupo OH se une por un enlace covalente al grupo carbonilico de la cadena
peptidica y el &tomo de hidrégeno se une al grupo amino; esto quiere decir que conforma al
aminodcido que ha sido fragmentado®.

El desarrollo de la hidrolisis en las proteinas puede ser de caracter quimico o
enzimatico, donde, en los hidrolizados quimicos, se realiza en condiciones &cidas o
alcalinas dréasticas. En la hidrdlisis alcalina se utiliza por lo general hidroxido de sodio, una
base para que catalice la reaccion; de este mismo modo, entonces la velocidad en la que
ocurre la reaccion de hidrolisis de tipo quimica alcalina, sera meramente dependiente de la
concentracion a la que esté la solucion de hidréxido de sodio que se vaya a utilizar, para

que se dé el proceso de hidrolisis?®.

Figura 20. Representacion del mecanismo de reaccidn de hidrdlisis sobre el
enlace peptidico

FirT TR A
¢—C—N—C—CRAN—-C—C Polipéptido
| | OH
= & R
‘H_")
H H o) l H (o)
I 2 |
C—N—-C—-C I N—_C—C
| Ol H | OH
R -
Péptido Aminoacido

Fuente: Urbano?®



72

En resumen, como se menciond anteriormente, la hidrélisis se puede realizar
generalmente por tres procesos para solubilizar las proteinas, las cuales son: &cida, bésica y
enzimatica. La &cida, asi como también la hidrolisis basica, poseen la desventaja de
destrozar ciertos componentes de utilidad y reducir el valor nutricional de ciertas proteinas.
Por otro lado, la hidrdlisis de tipo enzimatica resulta preferible en comparacion con las
otras, debido a que tiene el meérito de utilizar condiciones leves que ayudan a conseguir un

producto con caracteristicas nutricionales favorables y posibles bioactividades*!.

En el afio 2012, los autores Strohbehn et al.*? realizaron una técnica para concentrar, de
las membranas testaceas, el material proteinico procedente de desechos de la céascara de
huevo de gallina, mediante el proceso de solubilizar las proteinas con el proceso de
hidrdlisis alcalina, sometiendo este material en una cantidad suficiente de solucion bésica,
se obtuvo un sobrenadante con un pH de caracter basico que estuvo en un tiempo y
temperatura requerida para asi que ocurriera la hidrdlisis, y se tuvo también que enfriar la

mezcla del sobrenadante y el material proteinico®.

Esta técnica hizo que se pudiera conseguir un producto, donde la composicion de
proteina solubilizada fuese prominente sin utilizar enzimas proteoliticas, estas son enzimas
que separan a las proteinas hasta llegar a sus aminoacidos mediante la hidrélisis; este tipo
de enzimas “reconocen y fijan pequefas secuencias parciales del sustrato y luego hidrolizan

enlaces relativamente especificos entre ciertos residuos de aminoacidos™2®.

El proceso se puede emplear en la industria, ya que posee varias ventajas como:
econdmica, y conserva al mismo tiempo la pureza, asi como también la actividad de la
proteina que ha sido solubilizada; esta es la razon por la cual se considera de bajo costo. La
hidrolisis alcalina, como método para solubilizar las proteinas que estan presentes en las
membranas intersticiales, tiene un punto a favor adicional, debido a que la constitucion
proteica obtenida puede utilizarse como fuente para aislar y purificar proteinas
determinadas, tal como lo es el colageno®®. Este esquema, que fue propuesto por Strohbehn
et al.*2, se puede mostrar en la representacion de la Figura 21.

En la hidrolisis alcalina se deben elegir condiciones adecuadas a considerar para este

proceso; entre ellas se pueden mencionar: las diversas soluciones (casi siempre se utilizan
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soluciones basicas como hidréxido de sodio, hidroxido de potasio e hidroxido de calcio), la
concentracion de estas, la temperatura y el tiempo de reaccion, entre otras. Todas estas
especificaciones deben realizarse con el fin de cumplir con el objetivo de conseguir
solubilizar las membranas con menor partes de sales, en un tiempo de reaccién menor a las

12 horas?®.

Figura 21. Proceso de extraccion de proteinas a partir de membranas
intersticiales de cascara de huevo de gallina
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2.6.1.1 Enzimas en procesos de extraccion de &cido hialurénico

Cuando la membrana de cascara de huevo se encuentra ya hidrolizada, posee varias
unidades bioactivas que consiguen alterar la fisiologia y la apariencia del cabello, la piel o
las ufias. Como muestra de esto, al ser la membrana de la cascara de huevo de gallina
bastante sustanciosa en glicosaminoglicanos, estos son polisacaridos, moléculas complejas
que poseen una carga altamente negativa que podrian intervenir en la biomineralizacion.
Un ejemplo de glicosaminoglicanos que forman parte de moléculas méas grandes es el de
los proteoglicanos®®.

En lo que respecta a la obtencion del &cido hialurdnico de las membranas testaceas
que estan presentes en las cascaras de huevo, como se menciond anteriormente, existen dos
formas o0 maneras de hacerlo, ya sea enzimaticamente, donde se puede aislar el material
biolégico por medio de enzimas como la triptasa, papaina, tripsina o pepsina. Por otra
parte, quimicamente el &cido hialurénico se puede separar comprimiendo progresivamente
la longitud de la cadena, cambiando el pH, por ultrasonido, por la accién del acetato de

sodio, y el etanol con agregacion de acido clorhidrico’.

Otros autores mencionan que es importante que las enzimas a utilizar en este
proceso sean proteasas y que posean un origen vegetal, que su actividad sea endopeptidasa,
pertenecientes al grupo de cistein proteasas. La utilizacién de las enzimas en la hidrdlisis es
con el fin de que estas puedan ingresar y separar las proteinas, pero primeramente se debe
descomponer la estructura cuaternaria, terciaria y secundaria de la proteina. Si se utiliza un
agente desnaturalizante, puede destruir la estructura bi y tridimensional de las proteinas al
agregarles carga negativa a los aminoacidos; con esto, la enzima puede acceder mas facil

para su hidrolisis®.

A lo que concierne a la pepsina, esta es una proteasa aspartica, y ademas es la vital
enzima digestiva en el estbmago de los animales. Esta enzima se segrega en forma de
pepsindgeno en las células principales localizadas en el epitelio de la pared estomacal. Es
comdnmente usada en muchos ambitos; por ejemplo, en la industria alimenticia para
coagular la leche en la fabricacion de quesos, en la preparacion de batidos e hidrolizados

proteicos, cereales precocidos, entre otros usos*.
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Asimismo, se utiliza para eliminar el vello y los residuos en el cuero, en hidrdlisis
de 1gG y en terapias para la regulacion de digestion, entre otros. Las pepsinas que son
mercantilizadas y manejadas en la industria poseen un origen porcino, vacuno y
microbiano. No obstante, las enzimas que son obtenidas de las visceras de los peces se
pueden usar para diversas aplicaciones tecnoldégicas. A la hora de utilizar este tipo de
enzimas activas para la obtencién del colageno, por ejemplo, se debe hacer a pH no tan
acidos, como es la obtencién de colageno, se debe realizar a un pH proximo a 3, vy la

temperatura adecuada para la actividad de esta enzima es de 45 °C*,

2.7 Acido Hialurénico

Segun Abatangelo et al.** (2020), mencionan que “el 4cido hialurénico es un
polisacarido largo no ramificado compuesto de disacaridos repetidos de D-glucurénico y N-
acetil-D-glucosamina con peso molecular que alcanza hasta 2x107 Da”%. (Ver Figura 22).
Este fue separado por primera vez por los investigadores Karl Meyer y John Palmer en el
afio 1934, del cuerpo vitreo del ojo bovino; sin embargo, su estructura fue explicada en
1970 por Laurent. Gracias a los grupos carboxilo, que estan presentes en la molécula del
acido hialuronico, este tiene carga negativa, es muy hidrofilo, y en altos pesos moleculares

representa una red viscosa**.

Ademas, si se habla del Acido Hialurénico (AH) desde la perspectiva quimica, este
es un polisacéarido del tipo de glicosaminoglicanos, que también es llamado como
mucopolisacarido, por tener una cadena larga no ramificada; es una sustancia con una
textura altamente viscosa utilizada en varios aspectos médicos y estéticos*®. EI AH se
encuentra presente en muchos organismos en la sinovia, el humor vitreo y el tejido
conjuntivo colageno, En lo que respecta a los seres humanos, esta presente en altas
concentraciones en articulaciones, cartilagos y piel. La cantidad de AH, en una persona de
70 kg, se habla de tener presente alrededor de unos 15 gramos de acido hialurénico en el

total de su cuerpo; ademas, un tercio se degrada y sintetiza todos los dias’.
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Figura 22. Estructura de &cido hialuronico y el enlace de union entre el &cido
D-glucuronico y la N-acetil-glucosamina

J—o o=

Fuente: Pérez*®

El &cido hialurdnico se considera como un glicosaminoglicano que no es sulfatado,
el cual posee una carga negativa y con un alto peso molecular®’, ademas de otras

caracteristicas como las que se presentan a continuacion:

(...) esta ubicado primordialmente en la matriz extracelular (MEC), pero también ha
sido localizado en el citoplasma, nucleo y nucléolo, modificAndose en un polimero
con una colaboracion excepcional en varios procesos metabolicos, desde la
fertilizacion hasta el crecimiento y metéstasis tumoral, se ha encontrado
especialmente en el tejido conectivo de la mayoria de los vertebrados, también se
encuentran en las capsulas de algunas bacterias. La estructura quimica del acido
hialuronico consiste de unidades repetitivas de disacaridos unidos por enlaces
glicosidicos B-1,4. Cada unidad disacarida estad formada por acido D-glucuronico
(AcGlcU) y éacido N-acetil-D-glucosamina (AcGIcN) conectados por enlaces
glicosidicos B-1,3*'. (Ver Figura 23)

También, los polimeros que pertenecen al acido hialurénico son un constituyente
unido presentes en varios lugares del organismo como: matriz extracelular, cartilago,
tejidos conectivos, liquido sinovial, tejidos y piel. Los mencionados polimeros conciernen
al &cido hialurénico y a sus subsiguientes productos de degradacion, intervienen en
desarrollos celulares como lo son: “diferenciacion celular, la progresion tumoral, los
procesos inflamatorios, la adhesion celular, la angiogénesis, la sefializacion, los dafios en

los tejidos y los mecanismos de reparacion”*’. (Ver Figura 24)
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Figura 23. Composicion del &cido hialurdnico por N-acetil- D-glucosamina y
acido D-glucuronico alternantes y representacion de la hialuronidasa
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Figura 24. Esquemas de una matriz extracelular intacta (A) y diseminada (B)
después de la actividad de la hialuronidasa

Fuente: Castafio et al. .
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Con todo lo anteriormente expuesto, se da la certeza de que el &cido hialurénico es una
sustancia que se encuentra presente en el organismo de manera natural, y que se localiza
mayormente en la piel de las personas, el cual se puede utilizar en muchas areas y ambitos
de la salud, estética, industria cosmética, debido a que en el proceso natural de
envejecimiento la cantidad de esta sustancia poco a poco se va reduciendo, y al cuerpo no

le resulta facil volver a regenerarla.
2.7.1 Tipos de acido hialuronico

Es de suma relevancia que se tenga presente que no todo acido hialurénico es igual, ya
que existen diferentes clasificaciones de los tipos de acido hialurénico, sobre todo cuando
se utilizan en tratamientos especificos los cuales se basan en su peso molecular, pureza,
grado cosmeético, inyectable, entre otros. La unidad de medida para la clasificacion de peso
molecular es el Dalton; se dice que aquellos que poseen un peso molecular entre 500 kDa
se consideran de bajo peso molecular y cuando son de 2000 kDa son de alto peso

molecular®.

Por otra parte, otros investigadores clasifican mas detalladamente los tipos de &cido

hialurénico*®, como:

e Alto peso molecular (>1mDa).

e Bajo a medio peso molecular (50-300 kDa).
e Muy bajo peso molecular (<50kDa).

e Acido hialurénico reticulado.

e Otros &cidos hialurdnicos o especiales.

También existe otra clasificacién sobre los tipos de &cido hialurénico y se pueden
caracterizar por su estructura molecular, donde las moléculas se enlazan entre ellas mismas
y forman una especie de malla o red. Si el acido es més reticulado, mayor densidad y
durabilidad va a poseer. (Ver Figura 25). Esto quiere decir que tiene una proporcionalidad
directa con respecto a la reticulacion y densidad, siendo asi que se vaya a determinar el
resultado en cuanto a si serdn mas perdurables. De esta manera, si se genera un enlace

durable entre las moléculas, el acido reticulado mostrara un volumen mucho mas superior,
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pero con el no reticulado sucede lo contrario, ya que los resultados no seran tan duraderos;

sin embargo pueden Utiles para conservar en la rutina®®.

Figura 25. Tipos acido hialuronico segun su densidad

No Reticulado Reticulado
Baja Densidad Molecular Alta Densidad Molecular

i

Fuente: Diaz*®

Desde otro punto de vista, muchos autores clasifican a los tipos de rellenos de &cido
hialurénico como bifasico (posee 2 diferentes tipos de &cido hialurénico, uno reticulado y
otro no reticulado que se utiliza como lubricante) y monofasico, con respecto a este ultimo
a la vez puede dividirse en monodensificados y polidensificados. EI gel monofasico es
procedente de la diversificacion de la cantidad de acido hialurénico de alto y bajo peso

molecular, y todo el &cido hialurénico es reticulado?®.

2.7.2 Sintesis y degradacion del acido hialurénico

Existen moléculas de glicosaminoglicanos, en los que el lugar donde ocurre la sintesis
es en el aparato de Golgi, mientras que el acido hialurénico es sintetizado por enzimas
transmembrana, especificamente en tres: &cido hialurénico sintetasa 1 (HAS1), 2 (HAS2) y
3 (HAS?3); esto sucede en la parte interior de la membrana plasmatica, luego se transloca al

espacio extracelular con la cadena polimérica mediante un poro de estas estructuras y en
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comparacion con otros glicosaminoglicanos que se forman internamente en el aparato de
Golgi, y después se secretada mediante exocitosis. Las tres enzimas comparten entre 50-
70% de su secuencia y son codificadas por diversos genes situados en diferentes

cromosomas*.

El lugar donde se genera la sintesis de esta molécula es en la cara citosolica de la
membrana plasmaética, aqui es donde se van enlazando los monosacéridos; esto ocurre y
conforme se va sintetizando la cadena de é&cido hialurénico se traslada al espacio
extracelular. No obstante, como ya se menciono anteriormente, las tres enzimas sintetizan
acido hialuronico, pero la enzima HAS2 es la que crea las cadenas mas largas. Llama la
atencion que existe un gen equivalente al de la enzima HAS1 que se localiza en ciertas

bacterias, y estas lo sintetizan con el fin de poder incrementar su movimiento®.

El &cido hialurdnico, que se encuentra en el torrente sanguineo, es catabolizado en los
ganglios linféticos y en el higado; por otro lado, el AH que se localiza en los tejidos se
degrada externamente de la célula mediante la hialuronidasa, las especies reactivas de
oxigeno, el superoxido, el éxido nitrico y el peroxinitrito, formados en tejidos inflamados o
lastimados. En los seres humanos, se han logrado reconocer seis hialuronidasas (Hyal)
distintas, las cuales corresponden a: Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3, Hyal-4, PH-20 y Hyalp-1%4.

La vida media del &cido hialurénico es de uno a dos dias antes de que ocurra la
degradacion enzimatica. No obstante, esto se puede tratar de cambiar mediante
entrelazamientos para optimizar su resistencia. Es interesante que los rellenos reticulados
no animales son bastante soportados por el organismo, y esporadicamente originan

reacciones adversas; la duracion de este tipo de rellenos es de tres a doce meses?’.

El &cido hialurdnico, que se encuentra en los tejidos que estan bien drenados por vasos
linfaticos, se elimina mediante la via linfatica, mientras que, si el espacio de vaciado no
puede sequir la linfatica, se puede usar la via hematica a partir de donde pasa a la sangre, y
es degradado principalmente por células endoteliales de los capilares sinusoidales, y esto
ocurre en el higado; en suma, el 30% del acido hialuronico es excretado por medio del
higado. Cierta porcion del AH de igual forma se evacua en los nodulos linfaticos, y el 1%

es eliminado todos los dias mediante los rifiones®!.
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2.7.3 Aplicaciones medicas del &cido hialurénico y sus derivados a

El Acido Hialurénico (AH) ya se ha logrado definir anteriormente como un
polisacérido natural y, ademas, es uno de los constituyentes mas primordiales que tiene la
matriz extracelular. Debido a su prominente capacidad de higroscopicidad, que quiere decir
que puede retener elevadas cantidades de agua, asi como también posee caracteristicas de
mucoadhesividad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y ausencia de inmunogenicidad.
Gracias a todas estas propiedades del compuesto mencionado, el AH es un elemento
bastante interesante para diferentes usos y diversas aplicaciones en areas diversas como la

Medicina, la Farmacia, los Alimentos y en la parte cosmética también®.

El &cido hialurdnico, al ser biocompatible y aprovechado en los seres humanos,
tiene diferentes aplicaciones y hace que en la actualidad sea un centro en la investigacion.
Resumidamente, en el cancer de pulmon disminuye la expansion de células tumorales y
aumenta la recreacion de tejido sano; ademas, se usa como tratamiento en la artritis, porque
regenere el cartilago de las articulaciones. En suma, el acido hialurénico también se utiliza
en tratamientos estéticos, con efectos positivos, y otro uso importante es su aplicacién para

el 0jo seco, que existen en presentaciones de gotas para hidratar®?.

El Acido Hialurénico (AH) también es un agente humectante, lo cual hace que
pueda atraer agua; este ha sido utilizado para tratamientos estéticos, como por ejemplo en:
“lineas nasolabiales, mesolabiales, aumento del volumen de los labios y lineas glabelares
con porcentajes altos de satisfaccién de los pacientes”®’. En la piel de las personas con
fotoenvejecimiento, se ha observado que los fibroblastos estan colapsados por la pérdida de

tension mecanica, en comparacion con aquella poblacion con fotoproteccion?’.

Esta problematica de los fibroblastos se puede corregir mediante la aplicacion de
inyecciones con materiales de relleno. En pieles fotoenvejecidas y envejecidas, que se han
sometido a tratamientos con acido hialurdnico, se ha notado que intensifican la produccién
de procolageno tipo | in vivo. Asimismo, existe evidencia de que la introduccion de acido

hialurénico, mediante inyeccion, incentive que los fibroblastos causen la inhibicion tisular
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de metaloproteinasa de matriz | (TIMP-1) y otras acciones de interés en estos procesos®’.

Los atributos que contiene el AH en cuanto a viscoelasticidad, actividad fisiologica
y biocompatibilidad, hacen que sea un instrumento prototipo para la utilizacién
farmacologica, especialmente en oftalmologia, reumatologia y dermatologia. Al mismo
tiempo, la transformacion quimica de las moléculas provoca biomateriales establecidos en
AH biocompatibles y biodegradables, considerablemente manejados para el tratamiento de

heridas y para la ingenieria de tejidos*.

Ademas, el &cido hialurdnico se caracteriza bastante por sus propiedades en las
aplicaciones médicas, pero como bien se sabe, no solamente en esta area es aplicable. En la
industria cosmética tiene bastante interés por este tipo de compuestos, ya que es utilizado
en el aumento de tejidos blandos, y es uno de los procedimientos estéticos mas populares.
Los rellenos de AH han evolucionado y se considera como el material de eleccion, por su

simplicidad en la utilizacion, baja inmunogenicidad, reversibilidad, y longevidad®.

Los usos clinicos estéticos de los rellenos de AH son comunmente aplicados en
areas como los labios, en las lineas finas superficiales, en el surco nasolabial o canal de
desgarro, también utilizados como potenciadores de la piel y en microinyecciones. Todo
esto con diferentes técnicas de inyeccion, segun la experiencia y fundamentada en la
literatura, estas técnicas van a depender de las caracteristicas del paciente, asi como

también del médico tratante, por su experiencia y la predileccion®.

A continuacion, se explicaran ampliamente algunas de las aplicaciones del acido
hialuronico en las areas de la Medicina y Farmacia, que son de gran interés en este proyecto
de investigacion. Cabe resaltar que estos no son todos o los Unicos usos que se le pueden
dar a este elemento tan relevante en la actualidad, y que son muy novedosos sus usos,

porque la gran mayoria tiene evidencia clinica.
2.7.3.1 En la osteoartritis y en la regeneracion del cartilago

Como hien se sabe, el acido hialurénico se encuentra de forma natural en el

organismo, ya que hace parte del tejido conectivo, de los tendones y ligamentos; a la vez,
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posee propiedades viscoelasticas. Funciona para multiples acciones; por ejemplo, puede
actuar como lubricante y amortiguador y, por otro lado, también como vehiculo de
nutrientes para las articulaciones. Existe evidencia cientifica sobre suplementos
alimenticios, donde se asegura que poseen eficacia demostrada de productos de acido

hialurénico ingeridos por via oral para calmar el dolor de rodilla®2.

La osteoartritis es una enfermedad que dafia todo el sector articular; en el
tratamiento tradicional para tratarla se utiliza para el dolor analgésicos y antiinflamatorios
no esteroideos (los AINE) que pueden ser de gran ayuda, pero sus efectos adversos y
toxicidad es un tema muy relevante en este tipo de farmacos. Es debido a esto que el &cido
hialurénico y los biomateriales derivados de esta sustancia constituyen un progreso
demostrativo en la terapia de la osteoartritis, cuando fue propuesta en 1971 por Endre A.

Balaz para el tratamiento de la artritis en caballos y humanos**.

El proceso natural del envejecimiento de la piel y de los cartilagos, la cantidad
presente de acido hialuronico, asi como su peso molecular promedio, suelen descender.
Estas alteraciones en la concentracion causan una disminucién de elasticidad y viscosidad
de los tejidos, especialmente del liquido sinovial. La gran mayoria de AH que se localiza en
la articulacion se constituye de 12 500 unidades de disacéridos, que le suministran a la
molécula un peso de alrededor de 5 000 kDa. En la osteoartrosis, las cantidades se van a
reducir desde la mitad hasta un tercio de su valor estandar, lo que conlleva al deterioro de la
lubricacién de la articulacion y provoca que el cartilago se torne méas susceptible a los

traumatismos®.

En 1980, fueron propuestos diversos derivados de AH para inyecciones
intraarticulares, con el fin de restablecer la homeostasis del liquido sinovial dafiado y para
resguardar el cartilago articular del deterioro mecanico. Las preparaciones a base de AH
Ilamadas Synvisc (Hyalan G-F20) y Hyalgan, en especifico, se utilizaron mucho en los
ensayos clinicos. Las dos fueron seguras y efectivas; sin embargo, por lo regular se
requieren varias inyecciones. Asimismo, el resultado de Hyalgan y Synvisc se considera
con mayor duracion, por lo que la molécula podria interaccionar con los receptores de

membrana**.
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La inyeccion de hialuronato por via intraarticular fue utilizada por primera vez para
el tratamiento de la artritis de los caballos de carreras; debido a que el resultado tuvo un
efecto positivo, se siguio utilizando en la veterinaria y se continué con la ardua
investigacion acerca de sus consecuencias en los humanos. Los estudios clinicos
terapéuticos primarios realizados en los humanos, en la patologia de la osteoartritis de la
rodilla, fueron detallados por Rydell & Balazs y Peyron & Balazs, y luego en los siguientes

afios por Weiss y otros investigadores®®,

Conforme han pasado los afios y las investigaciones que se han realizado con
respecto a este tema, ya no solo se interesan en saber si este compuesto es factible
terapéuticamente en el uso de esta enfermedad, sino que ademas de esto, se investigan los
tratamientos en las condiciones dptimas, en cuanto a la frecuencia y el nimero de
inyecciones, y también si el peso molecular del hialuronato que es inyectado tiene

participacion significativa en su efectividad®®,

Finalmente, las inyecciones de &cido hialuronico por la via de administracion
intraarticular, pueden ser un procedimiento bastante provechoso para tratar el alivio del
dolor y el restablecimiento de la funcionalidad, que en términos de seguridad y eficacia es
bastante acertado en diversas patologias en relacion con las articulares. No obstante, aiin no
estan evidentes los aprovechamientos en cuanto a la rigidez de la articulacion, debido a que

no existen similitudes en los resultados®e.
2.7.3.2 Oftalmologia

El 4cido hialurénico en el cuerpo vitreo del ojo, la pelicula lagrimal, el epitelio
corneal y la conjuntiva, realiza un papel importante siendo un elemento relevante. Es por
esto por lo que aquella molécula expuesta inicialmente por Balazs, en el afio 1980, como un
instrumento viscoquirurgico que suple el liquido vitreo perdido en la realizacion de
procesos quirdrgicos oftdlmicos, ampara la herida mecéanica, estableciendo y conservando

el espacio para la manipulacion quirtrgica*.

El AH en la oftalmologia se puede aplicar en procedimientos quirdrgicos en el ojo,

debido a que:
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El AH se encuentra de forma natural en la matriz extracelular del humor acuoso y
vitreo, esta solucion protege tanto las células endoteliales corneales como otras
estructuras oculares. La sal sodica de un mucopolisacarido de alto peso molecular es
la que se presenta como una solucidn viscosa, pero no antigénica. Su aplicacion en
el interior del ojo durante una cirugia facilita la separacién de los tejidos y los
protege de cualquier traumatismo quirdrgico que pueda llegar a ocurrir. El
hialuronato de sodio durante la cirugia funciona para restablecer el volumen
intraocular, ayuda en la separacion de membranas adheridas a la retina, a manipular

los desprendimientos de retina y aplanar mecanicamente la misma®-.

Ya para el afio de 1982, un procedente del &cido hialurénico propuesto como
Healon®, se encontraba disponible en la parte comercial para su utilizacion en aplicaciones
a nivel oftdlmico, y se ha usado constantemente como un instrumento terapéutico en
muchos de los procedimientos quirargicos en operaciones oftalmicas. Asimismo, aparte del
Healon, existen otras elaboraciones de acido hialurénico que se encuentran vigentes en el

mercado para procedimientos oftalmoldgicos*.

Una de las opciones para el tratamiento del ojo seco, que es una patologia de
caracter oftalmoldgico muy habitual, donde se produce una alteracién en la superficie de la
cornea y la conjuntiva, en la mayoria de los casos se utilizan las lagrimas artificiales,
debido a que el area del ojo no se encuentra lubricada por la falta de lagrimas y ocasiona
molestias oculares, problemas en la vision y lesion en estas partes que se ven directamente
afectadas; de estas gotas hay mucha diversidad en el mercado, con diferencias desde sus

principios activos y hasta en sus conservantes®..

Existen dos tipos de lagrimas artificiales que se ha demostrado ser las mejores para
los pacientes en el tratamiento del ojo seco, las cuales son: hialuronato sodico y alcohol
polivinilico; este ultimo tiene caracteristicas importantes como reducir la tension superficial
del agua, ampliar su estabilidad, es compatible con bastantes farmacos oftalmologicos y
posee baja toxicidad epitelial. Por otro lado, el &cido hialurénico tiene una propiedad
pseudoplastica que les proporciona a las soluciones una alta viscosidad y les permite
adherirse bien al epitelio corneal. Ademas, segun estudios, el hialuronato sédico es mejor

en este tratamiento que el alcohol polivinilico®.
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Debido a las propiedades viscoelasticas que contiene este elemento, les brinda a las
disoluciones acuosas de AH el poderse utilizar en productos como colirios lubricantes, y
también para preservar el area del ojo correspondiente a la cornea de la resequedad en el
procedimiento del sindrome del ojo seco, que esta patologia origina variaciones visuales e

inestabilidad de la pelicula lagrimal®.

La evidencia clinica del uso del AH como tratamiento en el sindrome del ojo seco
existe, debido a que varios estudios in vivo e in vitro corroboraron su seguridad y
eficacia. Ya que este producto le suministra una mejor lubricacion ocular, este compuesto
ademas presenta la capacidad para optimizar el atributo de hidratacion en la lente de
contacto, y Gltimamente se ha presentado una solucién de derivado de AH con un bajo peso
molecular para perfeccionar su hidrofilicidad, tanto asi que, en un estudio comparativo, este
puede aumentar la humectabilidad de forma mas eficaz, en comparacion con otros

agentes*,

Ademas, el acido hialurénico también se aplica en el suministro de farmacos
oftdlmicos por via topicos, tales como los antimicrobianos y los agentes antiinflamatorios,
para extender su permanencia ocular y, con esto, causar un efecto activo. En efecto, los
agentes topicos que se aplican en el ojo se drenan ligeramente y, si a los medicamentos se

les combina el AH, podria ser que se module la posologia a administrar®4.

El mezclar las soluciones acuosas con el acido hialurénico provoca que estas se
vuelvan con caracteristicas de alta viscosidad, y debido a esto son mejores para la accion de
lubricar el o0jo; a esta propiedad se le conoce como capacidad pseudopléstica. Posee,
ademas, una amplia adherencia a lo que es el epitelio corneal; esto le concede que las
soluciones no circulen con facilidad, haciendo que las soluciones se prolonguen con

respecto al tiempo de su permanencia en la superficie del 0jo°L.

2.7.3.3 Piel

El AH se relaciona ampliamente con la reparacion, aunque ain no se han aclarado

detalladamente los mecanismos por los cuales afecta la reparacién. Se ha logrado



87

evidenciar que el acido hialurdnico realiza un papel fundamental en las fases inflamatorias,
proliferativas o de remodelacion en el transcurso de mejoria de la piel. Ya que posee
caracteristicas antiinflamatorias o proinflamatorias, esto se relaciona con su peso

molecular®*.

Concretamente, el mecanismo del acido hialuronico para trabajar en la piel es
debido a que se acopla a los receptores de queratinocitos CD44; esto hace que se dé su
diferenciacion y asi ampliar su motilidad. Debido a esto y a muchas otras caracteristicas
conocidas del &cido hialurénico como la buena biocompatibilidad, biodegradabilidad,
durabilidad y ausencia de toxicidad, muchos autores en la actualidad se han interesado
mucho en los usos de ciertos productos que estdn hechos a base de AH, asi como también

en la ingenieria de tejidos de la piel y en la medicina regenerativa®.

En cuanto a la cicatrizacidn, el acido hialurénico realiza un papel esencial en cada
fase de esta, y también regulariza la organizacion y el metabolismo de la matriz
extracelular. Opera en diferentes ocupaciones hidrodinamicas tisulares, como, por ejemplo:
migracion celular, proliferacion de fibroblastos y maduracion de las fibras, diferenciacion y
conexion celular en la reparacion de lesiones, morfogénesis celular y modulacion de la
angiogénesis. Varios de dichos procedimientos son fundamentales para la cicatrizacion y

regeneracion de tejido, con un microambiente apropiado®.

También existen combinaciones de este compuesto con otros productos; por
ejemplo, con hidrogel, porque en un estudio se evidencié que la herida cerré rapidamente
mediante la reepitelizacion, y también ocurrié una depreciacion de la contraccion de la
herida. Gracias a la evidencia de los estudios informados, el gran campo donde se puede
aplicar el acido hialuronico en las etapas de curacion de la piel se muestra en evidencia. El
AH y sus derivados han sido estudiados solos 0 en combinacion con otras moléculas, para
proporcionar la cicatrizacién de lesiones de la mejor manera, al intervenir en los procesos

proliferativos, de remodelacion y angiogenéticos*.

La regeneracion de tejido necesita que el microambiente sea el 6ptimo, para reponer

las propiedades iniciales de la estructura celular y conseguir la mejor calidad cicatricial del
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tejido>*. También participa en otros procesos (resumidos en la Figura 26); por ejemplo, en
la fase de coagulacion, el &cido hilaurdnico:

(...) aumenta su sintesis y disminuye su degradacién, acumulédndose un &cido
hilauronico con una cadena larga, elaborado por las plaquetas, con capacidad de
ligarse al fibrindgeno y asi favorecer la formacion del codgulo inicial. Este AH de
cadena larga crea edema para permitir la infiltracion celular y abre espacios
tisulares, facilitando la llegada de los PMN a la herida, para la eliminacion de

microorganismos y de restos tisulares.

Figura 26. Funciones del Acido hialurénico en la cicatrizacion

FASE INFLAMATORIA

Se une al fibrindgeno para iniciar la cascada de coagulacion

Crea edema para permitir la infiltracion celular

Favorece la migracion de células inflamatorias

Induce production de citocinas proinflamatorias

Efecto protector frente a los radicales libres de oxigeno
Moderador de la respuesta inflamatoria a través de las proteasas

Efecto Bacteriostatico y antiadherente bacteriano

FASE PROLIFERATIVA

Quimiotaxis de fibroblastos al sitio de la herida

Rellena las lagunas de la MEC recién formada, creando amortiguacion y organizacion
estructural del tejido de granulacién

Estimula la angiogénesis

Promueve la migracioén y proliferacién de los queratinocitos

FASE DE REMODELACION

Contribuye a |a cicatrizacién normal.

Previene el acimulo de coldgeno patoldgico

Fuente: Hernandez®
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Asimismo, al acido hialurdnico, gracias a sus diversos papeles en cuanto a la
hidratacion, lubricacion y estabilizacion celular, se le considera como una gran opcion en el
tratamiento del proceso de envejecimiento facial. Asimismo, se han aplicado durante varios
afios como relleno para el llenado de tejidos blandos, con el fin de subsanar depresiones en
piel, arrugas y pliegues en piel. (Ver Figura 27). Se sabe que en la vejez y en el
acercamiento a esta etapa ocurre una disminucion de las cantidades de AH, ya que
involucra una contraccion de la matriz extracelular y un descenso de su viscosidad, ademas
de una transformacion en el nivel de difusion de iones y macromoléculas desde la sangre a

los tejidos e inversamente®L,

Figura 27. Resultados obtenidos luego de un tratamiento antiarrugas con acido
hialuronico

Fuente: Macias®!
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2.7.3.4 Tejido vascular

El &cido hialurénico es de suma relevancia en el tejido vascular, debido que ha
logrado manifestarse de forma activa en la migracién y activa macréfagos tisulares y
neutrofilos; cuando ya han sido activados, producen factores angiogénicos y mitogénicos,
que son fundamentales para la formacién del tejido de granulacion que se necesita como
inicio de la angiogénesis. Es debido a esto que el acido hialurénico se ha utilizado

recientemente en la ingenieria de tejidos vasculares para varias aplicaciones diversas*.

En muchas investigaciones, el AH ha sido planteado como un factor promotor de la
endotelizacion del injerto vascular y del sustituto vascular. Otros andlisis sobre la tematica
de injertos vasculares se concentraron en la hemocompatibilidad de AH, y experimentaron
su rendimiento cuando se mezcla con otro material. Ya se ha mencionado que el &cido
hialurénico disminuye la coagulacion y la activacion plaquetaria; es debido a esto que este
material es bastante bueno como posible candidato para injertos cardiovasculares**.

Otro empleo en la ingenieria de tejido vascular para el &cido hialurénico puede ser
figurada por: “la promocion de tejido vascularizado y la formacién de microvasos para
terapia de isquemia de tejido, reemplazo de tejido o incluso para modelos de fabrica de
farmacos”. Los hidrogeles poseen caracteristicas mecanicas idoneas para elaborar tejidos
densos vascularizados in vitro. Se ha logrado verificar que los procedentes de &cido
hialuronico con un bajo peso molecular dentro del hidrogel a base de gelatina originan la

motilidad de las células endoteliales**.

Finalmente, el &cido hialuronico probablemente se podria utilizar en terapias

basadas en células, como se demuestra a continuacion:

Un estudio in vivo e in vitro que investiga el papel de HA en la diferenciacién de
células madre embrionarias hacia un linaje de células de musculo liso ha
demostrado que la remodelacion del microambiente de HA es un paso fundamental
para dirigir la diferenciacion de células madre hacia un linaje vascular, lo que

sugiere un papel potencial de HA para el tratamiento de enfermedades vasculares**,
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2.7.3.5 Nervio periférico

En la ingenieria de tejidos de nerviosos periféricos se ha utilizado el &cido
hialurdnico, ya que sirve en el crecimiento nervioso, la diferenciacion y la proliferacién en
diversos sustratos. Los hidrogeles con acido hialurénico manifestaron que pueden optimizar
las tasas de supervivencia y la proliferacion de precursores neurales, debido a que
regeneran los nervios periféricos y potenciales terapéuticos para el Sistema Nervioso
Central (SNC); estos hidrogeles poseen propiedades bioldgicas y mecéanicas competentes

para provocar la diferenciacion y la proliferacion de antecesores neuronales®.

Los hidrogeles de &cido hialurénico manifestaron la propiedad de optimizar las tasas
de supervivencia y la proliferacion de precursores neurales, exponiendo que existe una gran
posibilidad para lo que es la regeneracion de nervios periféricos y potenciales terapéuticos
en cuanto al SNC. Agregado a esto, como ya se menciono, los hidrogeles de AH poseen
caracteristicas bioldgicas y mecanicas que son idoneas para incitar la diferenciacion y
proliferacion de progenitores neurales; esto hace que se le abra pasa a aquellas terapias

encaminadas a patologias neurodegenerativas**.

Ademas, el &cido hialurénico se podria combinar con biopolimeros naturales,
importantemente con el colageno, debido a que posee una naturaleza parecida entre ambos
biomateriales. Asimismo, el AH también puede tener un papel importante en lo que es la
terapia de la lesion de los nervios periféricos, cuando se utiliza como hidrogel o en
conjunto con moléculas naturales o con polimeros sintéticos; por consiguiente, se afirma la
cualidad adicional agregada de poder interaccionar con factores de crecimiento

determinados implicados en la regeneracion de los nervios periféricos*.
2.7.3.6 Tejido adiposo

Existe la necesidad en la parte clinica de restauracion de los tejidos blandos por
qguemaduras profundas o algin trauma, por ejemplo, puesto que ha sido un gran reto para
los cirujanos plasticos en la reconstruccion en las enfermedades y defectos del tejido
adiposo, siendo asi un crecimiento en el ambito de la ingenieria del tejido adiposo, con la
siembra de precursores de adipocitos basados en &cido hialuronico para generar nueva

grasa. Aquellos deterioros del contorno, por la extraccion de tumores y de golpes o
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anomalias innatas, no afectan Unicamente en la parte fisica de los pacientes, sino que
pueden perturbar la funcion también, y de ahi la importancia de la restauracion del tejido

adiposo®®.

En estudios al utilizar un injerto de armazén sembrado de preadipocitos basado en
AH, la mayor dificultad fue la rapidez con la que se reabsorbia luego de implantar in vivo,
esto por sus ya sabidas propiedades bioldgicas, lo cual se hizo mediante bolsas subcutaneas
de personas que revelaron una supervivencia del injerto de hasta cuatro meses. Los
resultados finales de este estudio mostraron que los andamios compuestos propuestos no
permitian la formacion de tejido adiposo con infiltracion angiogénica deficiente. Luego, la
investigacion se desplazé hacia el aumento de las propiedades adipogénicas de los geles de
HA mediante la adicion de farmacos o citocinas®*.

Existen varias investigaciones con el fin de evaluar el AH en el papel del tejido
adiposo Yy lo relacionado con este; ademas, se siguié estudiando en la medicina regenerativa
la liberacién vigilada de farmacos o de moléculas bioactivas. Ademas, la eventualidad de
poder mezclar diversos biomateriales bioactivos también es relevante en el campo de la

investigacion, relacionado con la ingenieria del tejido adiposo®*.

En el estudio realizado, se pudo llevar a cabo un andamio tridimensional capacitado
para estimular el desarrollo del tejido adiposo, combinando colageno de tipo | procedente
de Aquiles bovino y &cido hialurénico obtenido del humor vitreo bovino. También fue
estudiada por muchos autores la mezcla entre el colageno y elastina, para esta ingenieria del
tejido adiposo. Los preadipocitos, que fueron sembrados en andamios revestidos de
colageno con elastina, manifestaron la capacidad de progreso en cuanto a la proliferacion

celular, la infiltracion y la adhesion*.

Finalmente, las células madre adiposas se lograron sembrar en andamios de criogel
de gelatina-acido hialuronico, y las reconstrucciones trazadas se instauraron en el bolsillo
subcutaneo de dos modelos animales separados, los cuales eran: murino y porcino. En
resumen, el acido hialurénico se experimento en diversas investigaciones de la ingenieria
de tejido adiposo, tanto individualmente como combinado con otros elementos bioactivos,

farmacos o citoquinas, con el propdsito de impedir la rapida reabsorcion®*,
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2.8 Cuantificacion de sustancias para uso cosmético

Dentro de las sustancias que pueden ser utilizadas para uso cosmético se encuentran
los extractos, que pueden ser de diversos tipos, origenes o procedencias; entre algunos de
ellos, que se utilizan en el area de la cosmetologia, se encuentran los aceites esenciales,
aunque estos no se consideran como productos cosméticos, pero si se utiliza como

ingrediente en este tipo de materiales®’.

Existen diferentes maneras de identificar y cuantificar sustancias para utilizarlas en
la parte de cosmética, debido a que es importante determinar aquellos compuestos quimicos
para luego afirmar que se pueden emplear, dependiendo de su uso en los productos. En la
actualidad, esto se puede lograr mediante técnicas instrumentales, con la finalidad de
evaluar en los principios activos o mezclas, ya sea para el proceso de separacion,
identificacion y cuantificacion de estas®®

Para la parte de identificar y cuantificar los compuestos, por lo general se utilizan
ciertos métodos instrumentales como: espectrofotometria UV, Cromatografia Liquida de
Alta Resolucién (HPLC), espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear de
carbono 13 (RMNC), Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con detectores en
conjunto con arreglo de diodos y espectrometro de masas (HPLC-DAD-MS),
Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), Resonancia

Magnética Nuclear (RMN), entre otros®® %9,

Ademas, en los cosméticos no solamente se deben cuantificar e identificar los
componentes, sino que también se deben utilizar las técnicas instrumentales para la
determinacion de sustancias prohibidas y/o restringidas; donde también se utiliza HPLC
con detectores UV, electroquimicos, espectrometria de masa. Los metodos de tipo
espectroscopicos analizan la medicion de la radiacion electromagnética que emiten o

absorben los analitos®.
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2.8.1 Cromatografia liquida

Las técnicas cromatogréficas se utilizan principalmente para separar componentes
de una muestra y que estos se distribuyen en dos fases, donde una es estacionaria y la otra
fluye, llamada fase movil. Se pueden separar, debido a que los solutos pueden moverse en
dependencia de un equilibrio de distribucion entre las dos fases establecidas, en funcion de

sus masas, polaridad, tamafios moleculares, entre otros>®.

La cromatografia de tipo en columna es donde la fase estacionaria se encuentra en
un tubo angosto, y la fase movil pasa a través de este tubo mediante presion o gravedad. La
HPLC es un ejemplo de este tipo de cromatografia; esta disminuye el tamafio de la particula
para poder disminuir el volumen interparticular y obtener una alta eficiencia resolutiva, y
para esto se necesita que el instrumento pueda soportar presiones altas, y que la fase movil

pase a través de la columna™.

La HPLC, como se sabe, puede separar y analizar componentes de una mezcla, con
la participacion de las fases mencionadas anteriormente. Las diversas fuerzas, tanto
quimicas como fisicas, que intervienen entre el analito y las dos fases, establecen la
retencion y separacion de cada uno de los elementos de la mezcla. Dicha separacion sucede
debido a las diferencias de velocidades entre aquellos compuestos que poseen mayor
afinidad a la fase estacionaria (se mueven con menor velocidad) y todo lo contrario con los
que tienen menor afinidad®.En la Figura 28 se muestran las partes que integran al equipo
de HPLC, donde:

(1) Reservorio de solventes, (2) Sistema de desgasificacion, (3) Valvula de
gradiente, (4) Sistema de mezclado, (5) Bomba de alta presion, (6) Valvula
de inyeccion en “modo de inyeccion”, (6') Valvula de inyeccion en “modo
de carga”, (7) Bucle de muestra, (8) Precolumna, (9) Columna, (10)

Detector, (11) Sistema de adquisicion de datos, (12) Desagiie®.
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Figura 28. Representacion esquematica de un HPLC
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Fuente: Suarez et al.%
2.8.2 Cromatografia liquida con exclusién de tamafio molecular.

Aguellas técnicas de cromatografia de liquidos se pueden clasificar en diferentes
tipos de cromatografia; por ejemplo: “exclusion (Size Exclusion Cromatography, SEC),
intercambio i6nico (lon Exchange Chromatography, IEC), interaccién hidrofébica
(Hydrophobic Interaction Chromatography, HIC) y fase reversa (Reverse Phase
Chromatography, RPC)”%%,
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El tipo de Cromatografia de Exclusion Molecular (SEC) se utiliza para la separacion
de biomoléculas segun su tamafio y volumen que invade una molécula en solucion; este
delimita la capacidad de la molécula de penetrar o0 no en los poros de la fase estacionaria.
De esta manera, las moléculas que poseen alto peso molecular son destituidas de los poros

por un efecto estérico y pasan ligeramente a través de la matriz®. (Ver Figura 29)

Figura 29. Cromatografia de exclusién molecular (SEC)
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Fuente: Mayolo et al.5!



CAPITULO I1I- MARCO METODOLOGICO
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3.1 Enfoque de la investigacion

En los enfoques mixtos se recogen y se examinan datos tanto cuantitativos como
cualitativos, dando una interpretacion final como resultado de toda la informacion
recopilada. En aquellos enfoques que son mixtos figuran una mezcla de procesos
sistematicos, experimentales y criticos de andlisis e involucran informacion de tipo
cuantitativa y cualitativa, asi como también incorporar y debatir de manera conjunta, todo
esto con el fin de ejecutar deducciones de toda la informacién obtenida, para lograr un

mejor conocimiento y entendimiento del objeto que esta en investigacion®!.

Esta investigacion tiene un enfoque mixto, debido a que se pretende extraer el acido
hialuronico a partir de las membranas testdceas presentes en las cascaras de huevo
utilizando pepsina como agente hidrolizante, y hacer una evaluacién tanto cualitativa como
cuantitativa del compuesto extraido; ademas, pretende realizar un procedimiento para la
extraccion, y luego valorarlo cuantitativa y cualitativamente en el laboratorio de la

Universidad Internacional de las Américas, en los afios 2021-2022.

3.2 Disefio de la investigacion

Los disefios exploratorios secuenciales, o también llamados “DEXPLOS”, tienen
dos fases: la inicial, donde se recolectan y se examinan datos cualitativos; luego, la otra
fase, en la que, a diferencia de la anterior, se consiguen y se estudian datos cuantitativos.
Hay dos modalidades en este disefio basadas en su propésito, ya sea derivativa 0
comparativa. Este disefio es adecuado cuando se desea experimentar componentes de una
suposicion reciente, resultado de la fase inicial (cualitativa), y se intenta difundir a las

muestras®®.

Para la modalidad del disefio exploratorio secuencial de tipo comparativa, en este
aspecto, en lo que es la etapa inicial se recogen y analizan aquellos datos que son

cualitativos para poder reconocer un fenémeno, y aqui se forma un repertorio o base de
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datos, en el que, seguidamente, en la segunda fase se recolectan y analizan datos

cuantitativos y se adquiere una nueva base de datos diferente a la de la primera situacion®!,

El presente estudio tiene un disefio de investigacion de tipo exploratorio secuencial
con una modalidad de tipo comparativa, debido a que, como la investigacion mixta
DEXPLOS tiene dos fases: en este trabajo primeramente se va a recolectar aquella
informacion que es de tipo cualitativa (el procedimiento tedrico de extraccion), para
posteriormente analizar los datos que son cuantitativos, para dar una interpretacion. Es de
tipo comparativa, porque procura generar conocimiento del procedimiento de extraccion
para después integrar los datos que se obtengan en la fase de cuantificar el extracto, todo

esto con el fin de interpretar y confeccionar el reporte final.

3.3 Fuentes de informacion

En esta investigacion se utilizaron, en cuanto a la obtencion de informacion, fuentes
primarias que son conformadas principalmente por articulos cientificos originales de
revistas confiables e indexadas, debido a que fueron los que consiguieron reportar por
primera vez el objeto de estudio en cuestion. Asi como también, por otro lado, las fuentes
de informacién secundarias, como por ejemplo articulos confiables de revision
bibliogréfica, trabajos finales de graduacién que se han basado en otras fuentes primarias

para la creacién de estos.

3.3.1 Muestra

Al ser este trabajo de investigacion con un enfoque de tipo mixto, el muestreo que
se realiza es uno de disefio secuencial. Para la parte de los datos cualitativos, la muestra que
se hace es la de los articulos consultados, tanto de las fuentes primarias como de las
secundarias, debido a que solamente es la busqueda del procedimiento a seguir en la
extraccion del acido hialuronico para poder cumplir con el primer objetivo especifico;

mientras que, por otro lado, para los datos cuantitativos la muestra a seleccionar es de tipo
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no probabilistica, para poder cualificar y también cuantificar el extracto, para determinar
los valores de este.

3.3.2 Criterios de inclusion y exclusion

En cuanto a los criterios de inclusion y de exclusion, primeramente, se incluyeron
todos aquellos articulos cientificos, revistas indexadas, trabajos finales de graduacion,
libros y otros, que estuvieran en un periodo comprendido en un rango de antiguedad de los
afios del 2011 al 2022, en idiomas inglés o espafiol, asi como también donde la tematica
central tuviera una relacién en si con la extraccion del acido hialurénico, a partir de las
membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo, y los conceptos relacionados con
esta tematica o para la comprension de la misma. En los criterios de exclusion no se tomo

en cuenta aquella informacién que no cumpliera con lo mencionado anteriormente.

Ademas, se tuvo presente que las cascaras de huevo recolectadas fueran una
variable por controlar; por lo tanto, el criterio de inclusién para las muestras de membranas
testaceas fue de todas aquellas de la misma procedencia, y esto se realiz6 con la recoleccion
de desechos de cascaras de huevo de la panaderia Grecia, donde los huevos son procedentes
de la granja Don Paco, ubicada en Naranjo. A continuacion, se detallan las caracteristicas

tanto de los huevos como de las gallinas:

Tabla 3. Propiedades de las gallinas y huevos utilizados para las muestras de
membranas

Variables Descripcion

Raza de las gallinas Hy-Line Brown.

Tipo de alimentacion que reciben las gallinas Concentrado de ponedora.

Cuidados especiales del huevo y las gallinas Se limpian con esponjas especiales y
adecuadas en seco, para evitar el ingreso de la
humedad. Las gallinas se alimentan dos veces
al dia sin faltarles el agua para hidratacion.

La temperatura en la que se almacenan los

huevos debe ser fresca, y los huevos no pueden
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recibir directamente la luz solar, ya que puede

perder propiedades y calidad.

Recoleccion de huevos y transporte

La recoleccion de huevos es diaria, y se recoge
en cartones para proceder a la limpieza, donde
se vuelve a pasar a otro carton limpio. El
tiempo de recoleccion es diaria, de dos a tres
veces al dia. Se transportan en camiones

cerrados.

Peso de huevos

El peso promedio de los huevos es de 61.7 g,
pero puede variar, llegando a pesar hasta 130 g
cada huevo.

3.4 Unidades de analisis

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 4. Operacionalizacion de categorias para datos cualitativos

Obijetivo Categoria de Subcategoria | Definicion Conceptual | Instrumento
Analisis
Realizar un | Procedimiento Procedimiento de | Analisis  de

procedimiento
de  extraccion
para la
obtencion  del
acido
hialurénico a
partir de las
membranas
testaceas
presentes en las
cascaras de

huevo

de extraccion.

enzimatica.

extraccion: es  un | contenido:
proceso  donde  se | documentos,
eliminan uno o varios | registros.
compuestos, ya sea de
un liquido o un solido,
donde las fases pueden
ser parcial 0
completamente

inmiscibles®?.
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utilizando  un

método

bioquimico.

Ejecutar ~ una | Evaluacion Caracteristicas | Evaluacion Observacion
evaluacion cualitativa  del | del extracto cualitativa: en esta se

cualitativa  del | extracto. evallan actitudes,

acido procedimientos y

hialurénico conceptos movilizados.

extraido a partir
de

membranas

las

testaceas
presentes en las
céscaras de
huevo
utilizando
métodos
fisicoguimicos e

instrumentales.

manipulando
herramientas de
calificacion, como

listas de comprobacién,

escala estimativa vy
rubricas mediante
indicadores

conceptuales y

procedimentales®?.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 5. Operacionalizacién de variables para datos cuantitativos

de la

extraccién del

en la extraccion

del acido

Objetivo Variable Indicador Definicion Definicion
Conceptual Operacional
Determinar la | Cuantificacion | % o cantidad del | Cuantificacion: Analisis de
cuantificacion | del extracto. extracto obtenido | Expresién de la | contenido

cantidad, el nUmero

0 el grado de lo
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acido hialurénico a | designado por un
hialurénico a partir de las | elemento

partir de las membranas lingUistico®.
membranas testaceas

testaceas presentes en las

presentes  en céscaras de

las céascaras de huevo.

huevo.

Fuente: elaboracion propia.

La unidad de estudio en los datos cualitativos, como ya se mencion0, solamente fue
basada en articulos cientificos que brindaran relevancia con los anteriores procedimientos
de extraccion del &cido hialurénico, a partir de las membranas testaceas presentes en las
cascaras de huevo, mediante hidrélisis enzimatica con pepsina. Para ello, se basé en tres

articulos, especialmente los que se mencionaran brevemente a continuacion.

Pérez et al.*, en el 2018, con el articulo nombrado como “Optimization of the
hyaluronic acid extraction method of the vitreous humor of Oreochromis niloticus”, le
brindan, al presente proyecto de investigacion, las diferencias entre una extraccién con
hidrélisis enzimatica y una con hidrélisis quimica, y cuél de ellas es la mejor para obtener
el &cido hialurénico deseado, aunque cabe destacar que el procedimiento no fue con
membranas de cascaras de huevo, sino que solo brindaba informacion en cuanto a las

técnicas mencionadas.

Monferrert’, con su estudio acerca del “Método de obtenciéon de un producto
cicatrizante y producto cicatrizante obtenido”, en el afio 2016, funciona para la presente
investigacion, ya que él propuso un procedimiento en cuanto a la extraccion del acido
hialurénico de un hidrolizado de membranas testaceas de huevo; ademas, proporcion6 los
pasos generales de la invencion, como la hidratacion de las membranas, las condiciones
para ello, el ataque enzimatico y su posterior inactivacion para luego separar por filtrado o
centrifugado.
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La investigacion titulada como “Comparison of enzymatic hydrolysis of
polysaccharides from eggshells membranes”, publicada en el 2016 por Urgeova et al.%,
donde estas autoras proporcionan aportes a este Trabajo Final de Graduacion, ya que,
ademas de mencionar generalidades para lograr entender varios términos, también indican
las proporciones de enzimas utilizadas para realizar el procedimiento (una de las cuales
para la pepsina, que fue de 80 FIP-U/g DM), la especificacion de la longitud de onda para

la absorbancia en la lectura y otros resultados de interés.

A lo que respecta para las muestras de estudio para la parte cuantitativa, fueron las
membranas testaceas de las cascaras de huevo de gallina proporcionadas por los residuos de
estas en la panaderia Grecia. Durante la recoleccion fueron alrededor de seis semanas en
total, donde cada dia se limpiaban para su posterior separacion manualmente, hasta obtener

solamente las membranas seleccionadas.
3.4.1 Instrumento

La observacion se utiliza como un método; también como instrumento, donde
incluye de manera sistematizada y l6gica muchas técnicas del proceso de investigacion,
para la obtencién de informacion de calidad. También es usada como una herramienta de
recoleccion de datos, mediante el registro visual, donde requiere que una persona estudie el
fenomeno y contemple elementos de teoria, asi como empiricos®. En el andlisis de
contenido, hablando cuantitativamente, se crean categorias y se catalogan los datos que

estan presentes en segmentos de informacion®’.

Por otro lado, el analisis de contenido cualitativo tiene por objetivo recolectar un
sistema de los datos, generalmente hablado, no interesa el tipo de datos que se posean; en la
parte cualitativa se exploran los datos para acomodarlos en unidades y categorias de
andlisis para finalmente generar una teoria®®. Estos instrumentos permiten abordar los
principales objetivos, categorias y variables de la investigacion, ya que se puede evaluar de

forma tanto cualitativa como cuantitativamente, al ser esta una investigacion mixta.
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Tabla 6. Equipos utilizados y materiales con el propdsito de utilizacién en la
investigacion

Equipo Fotografia Propdésito

Con la  balanza
analitica utilizada
Balanza analitica #13
ADAM Nimbus

permite  determinar
todos los  pesos
necesarios para el
desarrollo de la
investigacion.

(muestras,

preparaciones, entre

otros.)

La estufa se usa con
el objetivo de secar
las membranas
Estufa marca testaceas hlimedas en
Digisystem q un tiempo y
temperatura

determinada,  segun

especificaciones  del

procedimiento.

.
-
g( .

v
e = L

Este
espectrofotometro
Espectrofotometro
UV-Vis modelo 2505

#2 l
|

UV-Vis admite que

= las muestras de la

- rr—— hidrélisis enzimatica

i pudieran ser leidas y

absorbidas a la
longitud de onda

especifica de 525 nm,
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para posteriormente
proceder al equipo de
HPLC.

Espectrofotometro IR

marca Agilent

technologies

El espectrofotometro
infrarrojo indica los
espectros de las
sefiales de grupos
funcionales presentes,
comparando las
muestras  con el
estandar, ya sean
liquidas o sélidas, con
el fin de detectar estas

seflales en ambos

Cromatografo Liquido
de Alta Resolucion
(HPLC) marca YL

"

€asos.
El equipo del HPLC
: separa los

componentes de las
moléculas con alto
peso molecular y baja
volatilidad, mediante
la interaccion de las
sustancias a analizar,
permitiendo

cuantificar las
muestras con respecto

al estandar.

Columna SEC-120

marca Xtimate

La fase mdvil pasa en
un flujo determinado
por este instrumento
gue tiene la fase
estacionaria, y ocurre
la separacion de los

compuestos.
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SEC-120
s

D 7 8+300me N SECOO02 18
PN OOXIT-II06T BN mOQ1TRDIINY

VIV O

El estandar permite

ser un patron de

Estandar acido referencia para el
hialurénico analisis de las
s muestras. Se adjunta

el certificado de

' analisis de este.

ait s sciare LAl e S

Bt W
g

..........

Comsomprres

Fuente: elaboracion propia.

3.5 Recoleccion y Analisis de Datos

3.5.1 Recoleccién de Datos

En la implementacion del instrumento para la investigacion, segun cada objetivo y
el método a utilizar, como primer paso se revisan los objetivos planteados, el muestreo que

se aplicara para hacer un analisis en el contexto de las variables o categorias segun sea el
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caso, y a lo que se pretende llegar con estas en el estudio. Seguidamente, iniciar con la
construccion de los pasos para lograr la extraccion del &cido hialurénico, mediante la
utilizacion de las fuentes de informacién mencionadas con anterioridad, esto con el

procedimiento de hidroélisis enzimatica, utilizando pepsina como el agente hidrolizante.

Todo esto fue hecho en la Universidad Internacional de las Américas, y en un
periodo determinado, para la creacion de un meétodo que valide la extraccion de este
componente presente en las membranas testaceas, para proceder a realizar la cuantificacion
y caracterizar el extracto obtenido; ademas, con la ayuda de equipos instrumentales, ayudar
a demostrar los resultados esperados, ya que pueden existir errores sin la adecuada

formulacién de cada paso si esta no se estructura de forma correcta.

Cada instrumento se aplicara segun sean los datos que se requieran recoger; por
ejemplo, en la construccion del procedimiento se utilizara una bulsqueda exhaustiva
mediante andlisis de contenido en documentos, articulos, y otros. Para el segundo objetivo
especifico simplemente se utilizard un instrumento observacional, para alcanzar a
caracterizar cualitativamente el extracto con sus debidas propiedades. Por altimo, se vuelve
a usar el andlisis de contenido, pero cuantitativamente, para determinar la cantidad de acido
hialurénico que se puedo extraer de las cascaras de huevo, especificamente de las

membranas testaceas.

Se deben definir los dias para la ejecucion y el periodo de duracion en la
Universidad Internacional de las Américas, con un horario a convenir por ambas partes,
sobre todo por la situacion actual de la COVID-19, que esta afectando al pais y al mundo
en general. Luego, determinar el proceso para la codificacion de las variables, segin lo que
se responda, para una simplificacién en analisis de los resultados, y posteriormente lograr

un informe final para la conclusion del trabajo realizado.

Tabla 7. Cronograma de tareas experimentales para cada objetivo a cumplir
con fechas tentativas

Tarea por realizar Objetivo por cumplir Fecha méxima Cantidad de

tentativa semanas
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Diagrama de pasos para
obtener el

procedimiento

1. Realizar un
procedimiento  de
extraccion para la
obtencion del &cido
hialurénico a partir
de las membranas
testdceas presentes
en las céscaras de
huevo utilizando un

método bioquimico.

Semana 10 (3C-2021)
08/11/2021-
12/11/2021

Listado de materiales,
equipo, cantidades, y
otros. para presentar al

laboratorio.

1. Realizar un
procedimiento  de
extraccion para la
obtencion del &cido
hialurénico a partir
de las membranas
testaceas presentes
en las céscaras de
huevo utilizando un

método bioquimico

Semana 12 (3C-2021)
15/11/2021-
26/11/2021

Planificar dias
disponibles para

empezar proyecto.

1. Realizar un
procedimiento  de
extraccion para la
obtencion del acido
hialurénico a partir
de las membranas
testdceas presentes
en las cascaras de
huevo utilizando un

método bioquimico

Semana 12 (3C-2021)
26/11/2021

Elaboracion del
proyecto, realizar el

procedimiento

1. Realizar un
procedimiento  de

extraccion para la

Semana 13 (3C-2021)
29/11/2021-
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planteado. obtencion del &cido | 03/11/2021
hialurénico a partir | Semana 1 (1C-2022)
de las membranas | 24/01/2022-
testaceas presentes | 21/01/2022
en las cascaras de
huevo utilizando un
método bioquimico
Elaboracion del 3.Cuantificar el
proyecto,  cuantificar | &cido hialuronico extraido a | Semana 3 (1C-2022)
extracto. partir de las membranas 31/01/2022-
testdceas presentes en las 04/02/2022
cascaras de huevo.
Elaboracion del 2. Evaluar
proyecto, describir cualitativamente el | Semana 5 (1C-2022)
cualitativamente el acido  hialuronico | 14/02/2022-
extracto mediante extraido a partir de | 18/02/2022

métodos fisicoquimicos

e instrumentales.

las membranas
testdceas presentes
en las céscaras de
huevo utilizando
métodos

fisicoguimicos e

instrumentales.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 30. Esquema resumen del proceso de extraccion y verificacion del
acido hialuronico

1. Obtenciény 2. Tratamiento 3. Hidratacion de las
recoleccidn de cascaras preliminar de cascaras y membranas secas en
de huevo. membranas testaceas. polvo.

4. Proceso de extraccién L 6. Filtraciony
A 5. Inactivacion -
por hidrdlisis L almacenamiento de las
s enzimatica.
enzimatica. muestras.

6. Verificacidon
fisicoquimica de
producto.

Cuantificacion mediante
técnica instrumental.

Fuente: elaboracion propia.

3.5.1.1 Materia prima y tratamientos preliminares

Los residuos de las céscaras de huevo de gallina fueron proporcionados por la
panaderia Grecia, donde el proveedor de estos elementos es la granja Don Paco, ubicada en
el sector de Naranjo, en la provincia de Alajuela. Al conocer la procedencia de estos
desechos y saber el origen y formacién del producto, se puede garantizar que la materia
prima es homogénea en cuanto a su composicion quimica, debido a que la alimentacion de
estas gallinas es la misma. También, debido a los procesos de limpieza y desinfeccion
propios de la granja, los huevos no poseen presencia de contaminantes como las heces de
gallina o de la tierra de criadero; entonces, ademas se asegura que los residuos de cascaras

de huevo no tengan estos contaminantes.

Las membranas testdceas que fueron separadas de las cascaras de huevo

manualmente de los residuos fueron lavadas previamente con agua potable, con la finalidad
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de limpiar restos de albumina, yema y otros residuos, donde luego fueron secadas a
temperatura ambiente, y se recolectaron en bolsas plésticas con cierre hermético, para su
posterior secado en el laboratorio de la Universidad Internacional de las Américas (UIA,
donde se pesaron con humedad en beakers y luego del secado en la estufa con las
condiciones especificadas, se establecié su peso, determinando por diferencia el peso total
seco de membranas. En cuanto a los experimentos realizados para la hidrolisis enzimatica,

se puntualizan seguidamente:

Experimento 1

e 79 de membrana en polvo en un beaker por triplicado (para las tres
muestras).

e Se afiadieron 42 mL de Buffer NH3/NH4Cl para hidratar durante 30 minutos.

e La hidrolisis con pepsina preparada con 17.5 g en 280 mL de HO destilada
ajustada a pH 3 con &cido fosférico 1M, durante cinco horas a 40 °C.

Experimento 2

e 6 g de membrana en polvo en un beaker por triplicado (para las tres
muestras).

e Se afiadieron 36 mL de Buffer NH3/NH4Cl para hidratar durante 30 minutos.

e La hidrolisis con pepsina 0.0240 g con 240 mL de H20 HPLC ajustada a pH
3 con &cido fosforico 1M, durante cinco horas a 40 °C.

e 1 mL de alcohol anhidro.

Preparacién de reactivos buffer

Buffer NHs/NH4Cl

Disolver 32 g de NH4Cl en 300 mL de H20O destilada, adicionando 30 mL de hidroxido de

amonio concentrando y aforar con agua destilada a 500 mL.

Fase Mévil 0.05 M (Buffer de KH2POa)
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Pesar 6.8045 g de KH2POg4y disolver con agua tridestilada, ajustando con pHmetro a pH 7
con NaOH 1M, proceder a filtrar con equipo de filtracién al vacio para HPLC.

Materiales

e Beaker (600mL, 400mL, etc.)

e Espatula

e Micro espatula

e Piseta de H20 destilada

e Piseta de acetona

e Goteros

e Agitadores de vidrio

e Termometros

e Plantillas

e Pastillas agitadoras magnéticas

e Prensas universales

e Cinta

e Balones aforados (1000mL,25mL, 10mL)
e Pipetas (5mL, graduadas)

e Peras

e Probetas (1000 mL, 25mL, 5mLetc.)
e Papel filtro Qualitative P8

e Trompos de filtracion de 0.20 pm

Reactivos

¢ NaOH 1M
e Acido fosforico 1M
e NH4CI

e Hidroxido de amonio
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e Pepsina 2000 FIP

e Estandar acido hialurénico
e Agua tridestilada

e AguaHPLC

o KH2PO4

3.5.1. 2 Limitaciones del estudio

En la Tabla 16 sobre el cronograma, descrita anteriormente segun las fechas
tentativas, estas no pudieron ser cumplidas al pie de la letra, debido a varias limitaciones
que hicieron que los resultados se fueran postergando y alargando la investigacion sin
contemplacion alguna. Por ejemplo, en las primeras semanas de inicio de la parte
experimental el laboratorio no se contaba con un equipo para poder triturar las membranas

secas Yy se optd por uno proveniente de fuera de las instalaciones.

El refrigerador no mantenia frescas las muestras porque no funcionaba bien;
entonces se procedio a guardarlas en el congelador a una temperatura mas baja. El estandar
y la columna utilizada para la investigacion, por cuestiones de la pandemia que estan
atravesando el pais y el mundo entero, tuvieron un atraso mas de lo esperado en aduanas
para la obtencion de ellas. El equipo de HPLC en ultimo momento generd problemas antes
de su utilizacion, lo que atrasdé un poco mas los resultados. Las bombas para el filtrado al
vacio tenian un exceso de aceite en el motor, lo que hacia que se retornara esta abundancia

hacia el matraz Kitasato, poniendo en riesgo las muestras.

3.5.2 Andlisis de Datos

Se pretende hacer la extraccion durante los meses de enero y febrero del 2022, con
un periodo de duracion de dos meses para recolectar los datos que llevaran a los resultados,
y donde, con cada instrumento a utilizar en esta investigacion se tome un tiempo maximo

de un mes en completar cada objetivo especifico planteado, en la Universidad Internacional
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de las Américas. Cada instrumento permitira identificar el procedimiento mediante
hidrdlisis enzimética con pepsina, de la extraccion del acido hialurénico a partir de las
membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo, la evaluacion cualitativa
utilizando métodos fisicoquimicos e instrumentales, por ultimo, la cuantificacion lograda

del extracto.

Para el anélisis de los resultados futuros a obtener, con los instrumentos a utilizar en
cada objetivo de la investigacién, se planea inicialmente contar con el procedimiento de
extraccion, que se obtendra de fuentes de informacion primarias y secundarias para un
mejor entendimiento de los datos, que posteriormente serdn sometidos a ser evaluados
cualitativamente con equipos, como el espectro IR. Ademas, se hara la cuantificacion del
acido hialurénico extraido, donde los resultados seran representados mediante diferentes
gréficos, figuras, tablas, entre otros, para un mejor entendimiento, representacion, relacién
entre las variables, categorias y los resultados alcanzados, ademéas de observar los mas
relevantes para la investigacion, y que puedan comprobar la teoria afirmada en otros

estudios.

También, para la triangulacion de los datos cualitativos y cuantitativos, se basa en
que con lo obtenido del procedimiento, segln los bases consultadas y las tedricamente
esperadas, se aplicardn para posteriormente analizar esos resultados cualitativamente
(describiendo los resultados e identificando con instrumentos), y cuantificando la cantidad
de concentracion del extracto de acido hialurénico mediante el método cromatogréafico de
HPLC, realizando una curva de calibracion con los patrones de la sustancia madre.

En la Tabla 9 se resumen las condiciones cromatogréaficas en las que se realizaron
las muestras, patrones, blancos, para su posterior lectura y determinacion de los analisis de
resultados obtenidos, mediante el equipo Cromatografo Liquido de Alta Resolucion
(HPLC), marca YL, de la Universidad Internacional de las Américas. Para esto fue
necesario basarse en el procedimiento de Ruckmani et al.®®, y que las condiciones se ven

seguidamente:
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Tabla 8. Condiciones de operacion cromatogréaficas para el anélisis de acido

hialurénico

Cromatografo

Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion
(HPLC)

Tipo de cromatografia

Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

Columna

SEC-120 7.8x300mm

Temperatura de la columna

25°C

Fase mavil Tampén dihidrogenofosfato de potasio 0.05M
pH7

Flujo 1.0 mL/min

Volumen inyectado 10uL

Tiempo de retencién esperado 5-6 min

Detector uv

Longitud de onda 205 nm

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®®.
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Seguidamente, en este apartado se presentan todos los resultados y analisis de la
informacion recopilada, que ha sido producto de la ardua investigacion ejecutada y de la
realizacion experimental de aquellas variables planteadas a partir de los objetivos
especificos delimitados, que son empleados en el presente Trabajo Final de Graduacion.
Resumidamente en este capitulo se detallara el procedimiento efectuado para la extraccion
del &cido hialurdnico, su cualificacion y cuantificacion del extracto obtenido.

4.1 Realizacion de extraccion del acido hialurénico a partir de las
membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo utilizando un

método bioquimico.

Para determinar el procedimiento a seguir para la extraccién del acido hialurénico a
partir de las membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo de gallina, se hizo una
busqueda exhaustiva, la que finalmente se baso en dos articulos cientificos y una patente de
la Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI), sobre un método de
obtencidn de un producto cicatrizante y obtenido de un hidrolizado de membrana. Luego de

la revision del material se desarrollaron los dos experimentos, que se expondran en breve.

Primeramente, se obtuvieron de cuatro semanas para el experimento 1 (estos
experimentos se detallardn mas adelante) y luego para el experimento 2, se recolectaron
durante dos semanas. Estas fueron sometidas a un secado por Estufa Digisystem a 40 °C
durante cuatro horas para determinar sus pesos correspondientes, que en total se obtuvieron
40.7128 g. Seguidamente, se mostrara los pesos utilizados de membranas testaceas secas

largamente:

Tabla 9. Pesos de membranas testaceas del experimento 1 en balanza analitica
#13 ADAM Nimbus +£0.0001 g

Muestras 1 2 3
Peso beaker (g) 179.8115 178.9907 133.2800
+0.0001 g
Peso beaker +
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membrana hiumeda
(9) £0.0001 ¢

190.2888

190.0484

137.4434

Peso beaker +
membrana seca (Q)
+0.0001 g

189.2822

188.9790

137.0480

Peso diferencia de
pesos (g) £0.0001 g

9.4707

9.9883

3.7680

Total peso membranas secas: 23. 2270 g

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 10. Pesos de membranas testaceas del experimento 2 en balanza analitica
#13 ADAM Nimbus +0.0001 g

Muestras

1

2

3

4

Peso beaker (g)
+0.0001 g

123.0514

131.8996

139.2387

179.6727

Peso beaker +
membrana
hameda (g)

+0.0001 g

128.1779

137.5081

144.2128

182.8452

Peso beaker +
membrana seca
(g) £0.0001 g

127.7969

137.0952

143.8254

182.6307

Peso diferencia de
pesos (g) £0.0001
g

9.4707

9.9883

3.7680

3.1725

Total peso membranas secas: 17. 4858 g

Fuente: elaboracion propia.
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4.1.1 Experimento 1

Este experimento se realizd con alrededor de unos 22 gramos de polvo de
membrana seca, la cual fue pesada en beakers separados para hacerlo de manera triplicada
y obtener mayor confiabilidad al obtener un promedio de las tres muestras. En el diagrama
de flujo de la Figura 31 se puede visualizar, de forma resumida, el procedimiento para esta
experimentacion, donde los pasos seran descritos luego de la figura.

Figura 31. Procedimiento de extraccion mediante hidrolisis enzimatica con
pepsina del experimento 1

Peso de 7 gramos de Hidratacion de

Mcm:a : ,mlcrls\pcm membrana en cada membrana con buffer pcg::?; 2:? aﬁdf Y
BOCR. TPV muestra NH,/NH,Cl s pHL-

Hidrolizado de las Filtracion de hidrolizado
membranas testaceas v particulas de membrana
luego de cinco horas listos para almacenar

Fuente: elaboracion propia.

e Previamente secadas las membranas a 40 °C en la estufa y trituradas hasta
polvo, se pesaron 7 gramos de estas por triplicado.

e Seguidamente, se afiadieron por cada parte de membrana seis partes de
liquido para hidratar estas, correspondiente a un buffer de NHs/NH4ClI de pH
9.4. El volumen utilizado para los 7 gramos de cada muestra fue de 42 mL

del buffer y se dejé hidratando 30 minutos.
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e Mientras ocurria el tiempo de hidratacion, se prepard por aparte la enzima,
donde se tomaron para cada muestra 17.5 gramos de pepsina 2000 FIP-U/g,
en 280 mL de agua destilada hasta disolver y ajustando su pH hasta 3.0 con
acido fosférico 1M.

e Para la hidrolisis enziméatica con pepsina, se procedié a mezclar la
membrana hidratada y la disolucion con la enzima, en condiciones de 40 °C
durante cinco horas.

e En cuanto a la inactivacion de la enzima, se subi6 la temperatura de las
muestras hasta 60°C durante 15 minutos para la desnaturalizacion.

e Posteriormente, se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y depurar
mediante papel filtro Qualitative P8, para envasar y almacenar en

refrigeracion todas las muestras.

La decision de optar por modificar el pH de las muestras, después de hidratar a las
membranas, es debido a que se sabe que las dos variables a controlar en las enzimas son el
pH y la temperatura; cada enzima tiene una temperatura especifica para actuar, y si es
mayor o menor a esta, la velocidad de reaccion enzimatica se enlentece y ocurre la
inactivacion’. Es por esto por lo que la temperatura se subid, por encima de la cual la
pepsina hacia su funcion. Las muestras fueron ajustadas a pH 3 para agregarles la enzima,
ya que es el pH optimo para realizar el ataque enzimatico ademas de una temperatura de 40
°C65.

4.1.2 Experimento 2

Este experimento se ejecutd debido a que la consistencia, el olor y color resultante
de las muestras no eran de gran apariencia, posiblemente por la pepsina que se degrada con
facilidad y estaba presente en gran cantidad. Ademas, a los dias de tener las mismas en
refrigeracion, mas no en congelacion, empezo a darse un crecimiento microbiano en estas,
donde el agua y la pepsina ayudaron a propiciar el ambiente. Por lo tanto, con alrededor de
unos 20 gramos de polvo de membrana seca, la cual fue pesada en beakers separados para

hacerlo de manera triplicada y obtener mayor confiabilidad al obtener un promedio de las
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tres muestras, se realizd esta experimentacion en condiciones diferentes a la del

procedimiento 1.

En el diagrama de flujo de la figura 32 se puede visualizar de forma resumida el
procedimiento para esta experimentacion, donde los pasos seran descritos posteriormente

de la siguiente figura.

Figura 32. Procedimiento de extraccion mediante hidrolisis enzimética con
pepsina del experimento 2

Peso de 6 gramos de Hidratacion de Proceso de Hidrolisis

Membrana intersticial . ;
Seci ei-nove membrana en cada membrana con bufler con pepsina durante §
’ po muestra NHy/NH,C1 horas

Hidrohzado de las
mcmbnums testaceas
luego de cinco horas

Filtracion de lndrolizado y
particulas de membrana
listos pura almacenar

Fuente: elaboracion propia.

e Previamente secadas las membranas a 40 °C en la estufa y trituradas hasta
polvo, se pesaron 6 gramos de estas por triplicado.

e Seguidamente, se afiadieron por cada parte de membrana seis partes de
liquido para hidratar estas, correspondiente a un buffer de NH3/NH4Cl de pH
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9.4. El volumen utilizado para los 6 gramos de cada muestra fue de 36 mL
del buffer y se dejo hidratando 30 minutos.

e Luego de transcurrido el tiempo de hidratacion, se agrego la enzima, donde
se tomaron para cada muestra 0.0240 gramos de pepsina 2000 FIP-U/g,
adicionando 240 mL de agua para HPLC hasta disolver y ajustando su pH
hasta 3.0 con &cido fosforico 1M.

e Para la hidrélisis enzimatica con pepsina, se procedi6 a mezclar la
membrana hidratada y la disolucién con la enzima, en condiciones de 40 °C
durante cinco horas.

e En cuanto a la inactivacion de la enzima, se subid la temperatura de las tres
muestras hasta 60°C durante 15 minutos, para la desnaturalizacion.

e Posteriormente se dejé enfriar hasta temperatura ambiente y depurar
mediante papel filtro Qualitative P8, para envasar y almacenar en

refrigeracion todas las muestras.

El cambio de 17.5 gramos de pepsina a 0.0240 g en cada muestra ocurrié debido a
que inicialmente, segiin Urgeova et al.®®, el valor de pepsina a utilizar en las condiciones
especificadas de pH 3y a 40°C era de 80 FIP-U/g DM vy, debido a que en el laboratorio de
la UIA solo se contaba con pepsina 2000 FIP, se hizo el reajuste de las cantidades, dando
una proporcion de 0.0040 gramos por cada 100 mg de membrana; esto equivale a que,
como se utilizaron 6 gramos de membrana intersticial, el total a utilizar fueron 24 mg de

pepsina en cada muestra para su hidrolisis enzimatica.

Tanto en la Figura 31 como en la Figura 32 se muestran los cambios notables en los
resultados en los experimentos 1y 2, respectivamente. En la experimentacion 1 se observa
un hidrolizado de color amarillo-verdoso como el de la pepsina preparada, mientras que en
el experimento 2 se ve un color ya mas agradable visualmente y el olor es mas atractivo, en
comparacion con el primero. Otra diferencia entre ambos es que a las muestras de la
experimentacion 2 se les afiadio 1 mL de alcohol anhidro y se almacenaron en envases de

color &mbar, en refrigeracion todo el tiempo.
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Al cabo de unos cuantos dias, en las muestras de experimento 2 se notaron varios
cambios en cuanto a los aspectos fisicos de las mismas, los cuales se explicardn con mas
detalle en la siguiente seccion de la evaluacion cualitativa del extracto hidrolizado de las
membranas testaceas de las cascaras de huevo. Ademas, en la Tabla 11 se muestra el

resumen de las condiciones para el procedimiento de extraccion.

Este trabajo de investigacion se basé en el método de hidrdlisis enziméatica mediante
pepsin; sin embargo, existen otros métodos para poder realizar la extraccion del
polisacarido (&cido hialurdénico). Esta técnica de hidrdlisis enzimatica se utilizd, ya que,
segun estudios, con la hidrolisis quimica las sales interaccionan directamente con la
molécula de &cido hialurénico y se consigue un menor rendimiento, mientras que con la
enzimatica las enzimas van a interaccionar con las proteinas presentes, y esto contribuye a

alcanzar mayor rendimiento®.

Ademas, otra razén por la cual se prefiere la técnica de hidrélisis enzimatica con
respecto a la hidrolisis quimica, que como bien se sabe, esta Gltima puede ser de caracter
basico o acido. Este tipo de hidrolisis tiene la desventaja de destruir ciertos componentes de
utilidad y reducir el valor nutricional de ciertas proteinas. En cambio, con la técnica de
hidrélisis de tipo enzimatica tiene un efecto positivo en comparacion con las otras, debido a
que tiene la virtud de utilizar condiciones leves que ayudan a conseguir un producto con

caracteristicas nutricionales favorables y posibles bioactividades*.

Ahora bien, para escoger la enzima adecuada para utilizar en el proceso de hidrolisis
enzimatica, cabe resaltar que en el laboratorio de la Universidad Internacional de las
Américas se contaba con la pepsina que, aunque se valoro utilizar otra enzima proteolitica
no se contaba con la posibilidad, asi que se descartd esta opcidn. Se encontré una patente
de la Oficina Espafiola de Patentes y Marcas acerca de un procedimiento de hidrolizacion
de membranas de cascara de huevo con diferentes técnicas, utilizando una proteasa, un

agente reductor, un agente desnaturalizante y un tampon®.

Dentro de los agentes desnaturalizantes que pueden valorarse a utilizar esta el
laurilsulfato de sodio (SDS) o taurocolato de sodio. Los agentes reductores podrian ser por
hidroximetanosulfinato de sodio (HOCH2SO;Na), metabisulfito de sodio (Na:S20s) y
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ditiotreitol (DTT), preferiblemente metabisulfito de sodio y DTT, siendo el mejor
metabisulfito de sodio A causa de los resultados que se obtuvieron en ese estudio, se dice
que con papaina se puede lograr un 100% de solubilizacion de proteinas utilizando DTT

como reductor y SDS como agente desnaturalizante, en un tiempo de una hora*!,

Asimismo, se ha estudiado que cuando existen proteinas que son dificiles de
hidrolizar, se pueden combinar varias proteasas para una hidrolizacion enzimatica mas
efectiva; sin embargo, utilizar la mezcla de varias enzimas de este tipo podria aumentar el
coste de esta técnica. Es por esto por lo que seria codiciado alcanzar un procedimiento, en
el que se pueda conseguir una eficacia en cuanto a la solubilizacion de membrana
conveniente con solamente una proteasa y que, de esta manera, se puedan analizar los

componentes conservando una alta integridad de las proteinas®!.

Tabla 11. Resumen de condiciones de hidrolisis enzimética con pepsina

Dosis de enzima 2000 FIP/ 4mg membrana seca
Cantidad de buffer afiadido para hidratacion 6 mL/ 1g membrana seca
Cantidad de agua afiadida para hidrdlisis 40 mL/ 1 g membrana seca
pH del buffer 94

pH de hidrolisis 3.0

Tiempo de hidratacion 30 min
Temperatura de tratamiento 40°C

Tiempo de hidrélisis 5h
Temperatura de inactivacion 60°C

Tiempo de inactivacion 15 min

Tipo de separacion de hidrolizado y membranas Filtrado

Fuente: elaboracion propia.



126

Figura 33. Propuesta final del proceso de extraccion por kilogramo de
membranas testaceas secas

1. Secar membranas a 3. Hidratar 1:6 partes

40 ° C durante cuatro 2. LLevar a polvo las (membrana: liquido)
membranas y envasar con buffer NH;/NH,CI
horas .
por 30 minutos
4. Agregar por c¢/Kg de 6. Proceso de hidrdlisis
membrana seca, 40 L de 5. Agregar 4 g de durante cinco horas con
agua ajustada a pH 3 pepsina y disolver. agitacion constante a 40
con acido fosférico 1M. °C.
7. Inactivacion de 8. Enfriar a temperatura
enzima a 60 °C durante ambiente, filtrary 9. Evaluar y cuantificar.
15 minutos. envasar.

Fuente: elaboracion propia.

Siempre, luego de una extraccion, es importante realizar una purificacion de lo
obtenido; es por esto por lo que, ademéas de la importancia de purificar, debido a que el
acido hialuronico se encuentra incorporado a diferentes polimeros en el tejido conectivo,
este debe ser refinado a través de diferentes técnicas, tales como: digestion con proteasas,

precipitacion con/sin solventes, ultrafiltracion y/o liofilizacion™.

Segln muchos datos propuestos, una forma de purificar el extracto es mediante
fermentacion bacteriana para conseguir un biopolimero viable. Sin embargo, por lo general
cuando se utilizan bacterias se podria reducir su peso molecular del AH, y la idea es
alcanzar un peso molecular elevado. Asimismo, en la invencion de Santosh et al.’
proponen un método optimizado para purificar el AH mediante la filtracion en gel de silice
compuesta, con un tratamiento con carbon activo y luego una diafiltracion utilizando menos

disolvente, todo esto libre de agentes tensioactivos o detergentes’?.
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4.2 Evaluacion cualitativamente el acido hialuronico extraido a partir de
las membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo utilizando
métodos fisicoquimicos e instrumentales.

Para evaluar cualitativamente los extractos hidrolizados del acido hialurénico, hay
que basarse en dos valoraciones, una en la descripcion de las apariencias de estos (ver
Tablas 12 y 13) y otra donde se compar6 mediante espectros IR el estandar de &cido
hialuronico versus cada una de las muestras realizadas en los dos momentos que se
analizaron las muestras a lo largo de este proyecto de investigacion, lo que se puntualizara

seguidamente.

Es importante mencionar que las muestras realizadas en el experimento 1 llegaron
hasta el punto de analisis de la evaluacidn cualitativa en la descripcion de la apariencia
fisica, debido al problema de la aparicion de contaminacion. Por otro lado, en las muestras
del experimento 2, si siguieron hasta el final del analisis de este trabajo, aunque se tuvo que

filtrar varias veces para mantenerse. (Ver Figuras 33y 34).

Tabla 12. Descripcion de apariencia fisica de la muestra representativa del
hidrolizado de membrana después de la filtracion del experimento 1

Imagen Descripcion

El aspecto de las muestras del experimento 1
luego de la filtracion se puede mostrar en esta
imagen, posee un color bastante particular de
amarillo-verdoso y con olor peculiar muy
parecido a la pepsina, se puede relacionar por

la gran cantidad de enzima que se utilizo.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 13. Descripcion de apariencia fisica de la muestra representativa del
hidrolizado de membrana a varios dias después de la extraccion del experimento 1

Imégenes Descripcion

A lo que respecta acerca de estas muestras del
experimento 1, donde se almacenaron por
varios dias luego de su extraccion y filtracién,
estas presentaron un precipitado donde
pareciera que se formaron dos fases. Su
aspecto fisico era bastante notable, con un
color muy parecido a las muestras recientes,
pero con una apariencia mas turbia y un olor
como a fermentacion.

Se puede notar como al principio se contamind
y luego el crecimiento microbiano aumento
bastante después de varios dias a partir de que
la muestra se almaceno.

Estas caracteristicas tan peculiares pueden ser
causadas por varios factores como: la misma

pepsina que se degrada tan facil y estaba

presente en bastante cantidad, el ambiente
adecuado propiciado por el agua y la
temperatura para que proliferara el hongo, ya
que siempre estuvo en refrigeracion, sin
embargo, nunca en congelacion. Y la
temperatura del refrigerador del laboratorio era
de alrededor de 20°C. Es por esto por lo que se

descartaron estas muestras para analizarlas.

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 14. Descripcion de apariencia fisica de la muestra representativa del
hidrolizado de membrana a los pocos dias de la extraccion del experimento 2

Imagen Descripcion

En las muestras del experimento 2 recién
filtradas después de la hidrolisis enzimatica, se
noté un aspecto de color blanquecino y un
poco turbio; su olor ya no era tan caracteristico
como el del experimento 1, que puede deberse
a que se utilizd6 menor cantidad de enzima y
con otras condiciones especificadas en la
seccion  anterior donde se  explica
detalladamente el procedimiento. Ademas, para

gue el crecimiento microbiano no afectara a las

muestras, se les agregé 1 mL de alcohol
anhidro.

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 15. Descripcion de apariencia fisica de la muestra representativa del
hidrolizado de membrana a varios dias después de la extraccién del experimento 2.

Imégenes Descripcion

Luego de varios dias después de la extraccion
de las muestras en el experimento 2, se nota
gue se genera un poco de cambio en la turbidez
de los ejemplares, ademas de la aparicion de
ciertas generaciones caracteristicas de los
polisacaridos. El olor también fue otro punto
caracteristico a notar, ya que se not6 un cambio
a uno mas dulce; sin embargo no era

desagradable. Por lo tanto, se procedio a filtrar

una vez mas.
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 34. Filtracion de las muestras del experimento 2 al cabo de varios dias
mediante jeringas y trompos de filtro 0.20 um

4

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 35. Filtracion de las muestras del experimento 2 al cabo de varios dias
mediante filtracion al vacio

Fuente: elaboracion propia.

A lo que concierne al andlisis de identificacion de las muestras del experimento 2
que fueron las que siguieron en pie para la investigacion, mediante espectroscopia
infrarroja (IR), cabe resaltar que no se profundiza el estudio de todos los picos del espectro,
sino simplemente la relacion obtenida a nivel macro del estandar de &cido hialurénico, en
comparacion con cada una de las muestras realizadas que se expondran mas adelante, ya

que el objetivo es identificar con la comparacion, no individualizar el estudio.

Primeramente, la importancia de esta espectroscopia vibracional de absorcion IR
implica que se puede identificar el compuesto a analizar, y a la vez estudiar la estructura de
un ejemplar. Este ofrece, ademas, informacion valiosa sobre los grupos funcionales de
moléculas de una estructura incognita. Para el andlisis se utilizan bases de datos, que
contienen un estandar y se pueden ver las similitudes con las diferentes pruebas. Para lo
que es la lectura, el eje de las X pertenece a la longitud de onda, y el eje de las Y

corresponde a las bandas de absorbancia o transmitancia’®.
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En la Figura 36 aparece una imagen de la estructura del &cido hialurénico, que sera
estudiada con respecto a las muestras y el estdndar a continuacion. Es importante volver a
recordar en esta parte la molécula y la estructura del &cido hialurénico para ver sus grupos
funcionales y por lo tanto, funcionard en la parte de identificacion en la espectroscopia

infrarroja utilizada para este analisis™.

Figura 36. Estructura del acido hialurénico

Fuente: Manju et al.™

Como se muestra en las Figuras de la 37 a la 40, se puede observar que la muestra
del extracto 1 posee gran cantidad de agua con respecto a la del estandar que, aunque se ve
la sefial por posible humedad, no es tan pronunciada como la de la muestra. Las bandas que
aparecen entre los 3500 y 3200 cm™ corresponde al enlace O-H presente en el agua, ya que

esta provoca una banda muy amplia y alta’.

Ademas, se pueden observar dos sefiales importantes muy similares a las del
espectro del estandar, las cuales se ubican cerca de los 2100 cm™ y la otra en los 1600 y
1700cm™; esta Gltima tiene mayor relevancia al absorber mas, y corresponde a la banda
relacionada con los enlaces C=0, C=C y C=N’®; esta sefial es intensa y se relaciona mucho
con las muestras y el estandar, tal como se puede prestar atencién en las Figuras de la 37 a

la 40, donde se ejemplifican estas bandas.
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Figura 37. Comparacion de la muestra 1 con respecto al estandar de AH
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 38.Comparacion de la muestra 2 con respecto al estdndar de AH
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Figura 39.Comparacion de la muestra 3 con respecto al estdndar de AH
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Fuente: elaboracion propia.

Por otro lado, la banda de 2100 cm™, que comlnmente en esta region en los

espectros no suelen apreciarse sefiales, y si aparecieran estas bandas poseen una forma muy

débil, y

ordinariamente no son de importancia para el andlisis de la interpretacién de un

espectro’®, es por esto por lo que este trabajo de investigacion hace énfasis en otras bandas

del espectro como lo es la sefial de 1600 y 1700cm™. Como se puede ver en la figura 41.

Tran%mttangg

Figura 40.Comparacion de las muestras 1, 2 y 3 con respecto al estdndar de
AH
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también el espectro de la pepsina posee este pico en ese rango de los 2100 cm™.
Fuente: elaboracion propia.

Figura 41.Espectroscopia IR de la pepsina
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Fuente: elaboracion propia.

4.3. Cuantificacion del &cido hialuronico extraido a partir de las
membranas testaceas presentes en las cascaras de huevo.

En esta seccion se presentaran los resultados de las muestras del hidrolizado para la
extraccion del acido hialurdnico. Estos se basan resumidamente en la determinacion de la
densidad, la medicién del pH en las muestras, y por ultimo la concentracion del acido
hialuronico que hay en cada muestra, mediante el analisis por el Cromatografo Liquido de
Alta Resolucion (HPLC).
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A lo que corresponde a la densidad, se utilizd el método de medicién por
picnémetro donde se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 16. Datos para los calculos de densidad del hidrolizado.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Agua destilada
Peso picndmetro
vacio (g) 23.9567 23.9567 23.9567 23.9567
+0.0001 g
Peso picndmetro
+ muestra (g) 48.9815 48.9890 49.0176 48.8589
+0.0001 g
Peso de muestra
) 25.0248 25.0323 25.0609 24.9022
+0.0001 g
Volumen del
picnémetro (mL) 25.015 25.015 25.015 25.015
Densidad (g/mL)
1.0049 1.0052 1.0064 1.0000

Fuente: elaboracion propia.

Para efectos de los calculos de la densidad, fue basada en la teoria de Atarés®:

ademas se realizard una muestra de calculos para M1:

: Mypg—Mm
Densidad = —2*—L  p,,
Mp+w—Mp

Donde:

My - Picnémetro+ agua
My4q - PiCNOMetro+ muestra
m,, . picnometro vacio

pw : densidad del agua

Densidad M, = 22312972395679 1 5000g/mL
48.8589—-23.0567 g
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Densidad = 1.0049 g/mL

Para la medicion del pH de las muestras se utilizé el pHmetro del laboratorio de la
Universidad Internacional de las Américas, donde existio una reproducibilidad bastante
buena ya que el valor de cada muestra del hidrolizado de membrana intersticial fue de 4.9,

tal como se puede observar en la Figura 42 del presente proyecto de investigacion.

Figura 42. Resultado representativo del pH de las muestras del hidrolizado

Fuente: elaboracion propia

El método de andlisis para las muestras con respecto al estdndar de acido
hialuronico fue obtenido de Ruckmani et al.®®, donde esta técnica fue validada para incluir
las demandas esenciales de la Conferencia International sobre las directrices de
Armonizacién (ICH) con parametros como especificidad, linealidad, exactitud, precision,

rango, robustez.

Para poder cuantificar la concentracion de &cido hialurénico, se determind una
curva de calibracion con el estandar de este compuesto, con unas concentraciones de 100,
200 y 400 ppm (mg/L), después de esto, con el equipo Cromatografo Liquido de Alta
Resolucion (HPLC) y las condiciones pertinentes (Ver Tabla 8). En la tabla 17 se
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mencionan las condiciones experimentales y la secuencia de analisis. Se pudieron obtener
los tiempos de retencion y las areas respectivas tanto de los patrones como de las muestras,
para con esto conseguir la recta y determinar las concentraciones en unidades de partes por

millon en cada muestra del hidrolizado de membrana de cascaras de huevo de gallina.

En el sistema cromatografico se utilizé una fase movil de 0.01M de KH2PO4
ajustado el pH a 7 con NaOH 1M y en las condiciones establecidas en la Tabla 8. En la
Figura 42 se puede ver que el tiempo de retencion esperado para el estandar y las muestras
es de aproximadamente 5 minutos. Sin embargo, en el tiempo de retencion del estandar
utilizado tal como se observa en la Figura 43, el tiempo fue entre los 6 y 7 minutos, y es por
esto por lo que los resultados se enfocaran con respecto a estos tiempos, porque el objetivo
es comparar con el pico caracteristico del estdndar y muestras (ver figura 44), no

profundizar en cada uno de ellos.

Tabla 17. Condiciones experimentales y secuencia de analisis

Sustancia Inyecciones

Blanco 2

Blanco de Fase Movil

Estandar 50 ppm

Estandar 100 ppm

Estandar 200 ppm

Estandar 400 ppm

Muestra 1

Muestra 2

Wl W W o1 oy o1 o1 N

Muestra 3

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 43.Cromatograma tipico por HPLC del &cido hialurdnico
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Figura 44.Cromatograma HPLC del acido hialuronico experimental
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Figura 45. Cromatograma HPLC representativo de las muestras
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Figura 46. Cromatograma HPLC del Blanco
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Fuente: elaboracion propia.

Es importante recalcar que en el blanco no se obtuvo el pico caracteristico del acido
hialurénico, ya que en los 6-7 minutos no se pudo presenciar ningun pico, lo que da una
buena sefial en la separacién de los compuestos. Ademas, existen otros picos en los

cromatogramas de las muestras, debido a que hay otros componentes en estas, pero que no
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son relevantes para esta investigacion, por eso solo se enfoca en el pico particular del

estandar.

En los resultados de los tiempos de retencion de las muestras del hidrolizado, y
tanto la solucion madre como los patrones se muestran en la Tabla 19, donde se pueden
observar también los promedios respectivos que se obtuvieron por cada uno, segun las
inyecciones programadas en el equipo (ver Tabla 18) ; mientras que en la Tabla 20 se
detallan las &reas en los tiempos de 6 y 7 minutos.

Tabla 18. Tiempos de retencion de los patrones de AH a diferentes
concentraciones y de las muestras de hidrolizado

Tiempo 1 Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5
(min) (min) (min) (min) (min)
Patron 50 6,490 6,870 6,653 6,540 6,470
ppm
Patrén 100 6,453 6,447 6,443 6,440 6,420
ppm
Patrén 200 6,420 6,413 6,410 6,417 6,413
ppm
Patrén 400 6,410 6,403 6,393 6,403 6,400
ppm
Muestra 1 6,610 6,593 6,577 NA NA
Muestra 2 6,593 6,587 6,583 NA NA
Muestra 3 6,587 6,570 6,587 NA NA

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 19.Resultados de las réplicas de las &reas de los patrones de AH a
diferentes concentraciones y de las muestras de hidrolizado el tiempo de retencion de
entre 6 y 7 minutos

Areal Area 2 Area 3 Area 4 Area 5 Area X

(mV.s) (mV.s) (mV.s) (mV.s) (mV.s) (mV.s)
Patrén 50 ppm 346,945 4770,465 | 4734,118 | 4688,285 | 4690,934 | 3846,149
Patrén 100 | 3962,548 1018,590 | 1240,456 1035,336 | 1310,320 | 1713,450
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ppm
Patron 200 | 1752,520 | 2230,654 | 2339,712 | 2343970 | 2390,529 | 2211477
ppm
Paron 400 | 4227,110 | 3753.513 | 3694.130 | 3732.896 | 3680.812 | 3808,692
ppm
Muestra 1 1110,239 | 1301,706 | 1299,378 NA NA 1237,108
Muestra 2 750,475 | 714,404 | 716,557 NA NA 727,145
Muestra 3 830,262 | 796,650 | 813274 NA NA 813, 398

Fuente: elaboracion propia.

Para efectos de célculo para la ecuacién de la recta en cuanto a la concentracion de
AH presente en las muestras, no se tomaron todos los datos, se descartaron los resultados
del patron de 50 ppm. Ademas, para los patrones de 100, 200 y 400 ppm se uso el promedio
de las tres areas mejores, siendo asi que se representa de la siguiente manera para la curva

de calibracion:

Tabla 20. Datos utilizados para la curva de calibracion

X (Concentracién (ppm)) Y (Area X (mV.s)) Areas utilizadas
100 1098.127 2,3y4
200 2107.629 1,2y3
400 3904.506 1,2y4

Fuente: elaboracidn propia.

Calculos respectivos de la determinacion de concentraciones de Acido Hialurénico por
HPLC

Calculo de la disolucién madre de Acido Hialurénico

10 mg
25

Soluciéon madre = =
mL

400 ppm

Calculo de Acido Hialurénico en las muestras del hidrolizado de membrana

Determinacion de AH en la Muestra 1:



y = 9.3017x +199.69
x= (y - 199.69) / 9.3017
x= (1237.108 - 199.69) / 9.3017

x=111. 5299 ppm

., . ., Balén
Concentracién* Factor de dilucion (—

)

Pipeta

10 mL
5mL

111.5299 ppm * ) =203.0598 ppm

Figura 47. Curva de calibracion de Acido Hialurdnico
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Fuente: elaboracion propia.
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Finalmente, como se puede mostrar en la Tabla 22, donde aparecen las

concentraciones de AH en las muestras de la extraccion, existen mucha variabilidad en los
resultados con una DSR de 31.66%. (Ver Tabla 23). Sin embargo, la curva de calibracion

posee un buen coeficiente de correlacion entre los patrones. Por otro lado, la muestra con
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mayor porcentaje de rendimiento fue la muestra 1, siendo el valor teérico el de la solucion

madre del estandar (400ppm).

Tabla 21.Resultados de las concentraciones y cantidades aproximadas de AH
en las muestras de hidrolisis de membrana.

Muestras Concentracion ppm (mg/L) | Volumen final Cantidad (mg)
(L)
1 203.0598 0.170 34.52
2 113.4104 0.174 19.73
3 131.9560 0.153 20.20

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 22. Calculos estadisticos para las muestras.

Medidas de dispersion Valores

Promedio (X) 24.82 mg

Varianza (S?) 70.6712
Desviacion Estandar (DR) 8.4066
Desviacidn estandar Relativa (DSR) 33.87%

Fuente: elaboracion propia

Con estos resultados estadisticos se indica que existe una dispersion en los datos de
las muestras, aunque el DSR no sea elevado. Ademas, el porcentaje de rendimiento no pudo
ser calculado con respecto a las cascaras de huevo de gallina, ya que estas se obtuvieron
como material de desecho de una panaderia, no se pudieron valorar en peso las cascaras ni
cuantos huevos en total, y todo fue basado en el peso de las membranas testaceas secas.



CAPITULO V- CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

El método enzimatico utilizado para la extraccién del acido hialurénico fue
satisfactorio puesto que se pudieron identificar y cuantificar cantidades de este
compuesto comparado con el estandar de este.

El procedimiento realizado para la extraccion del acido hialurénico a partir de las
membranas testaceas presentes en las céscaras de huevo, mediante hidrdlisis
enzimatica con pepsina, fue efectivo. Sin embargo, se puede mejorar y hacer
escalamientos utilizando otras técnicas, con la realizacion de hidrolisis de otro tipo
gue no sea enzimatica, para lograr solubilizar mejor las proteinas presentes en la
membrana y obtener resultados de solubilizacion mejorados.

Se pueden utilizar incluso otros tipos de enzimas y agentes para ayudar a realizar
una mejor extraccion del componente de interés, en este caso el acido hialurdnico,
esto con las respectivas condiciones éptimas del caso.

En la evaluacion cualitativa del extracto alcanzado de las membranas intersticiales
de las céscaras de huevo, se puede concluir que existen caracteristicas en las
apariencias de los experimentos no tan agradables; por ejemplo, el olor.

Ademas, con el equipo de espectrofotometria infrarroja se pudieron comparar las
muestras con el estandar, y observar ciertas similitudes en las bandas del espectro
de ambos; la mas caracteristica es la cercana a 1600cm™, y comprobar que las
muestras poseen gran cantidad de agua.

Para la cuantificacion del extracto obtenido de acido hialurénico, todas las
evaluaciones de densidad, pH y concentracion de las muestras fueron satisfactorias.
El método de analisis por el Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion (HPLC)
arrojé resultados de suma relevancia para esta investigacion, logrando con ello
definir que en las muestras 1, 2 y 3 existe una concentracion de acido hialurénico de
203.0598 ppm, 113.4104 ppm y 131.9560 ppm, respectivamente. Esto significa que
las muestras pueden contener alrededor de 19.73mg, 20.20 mg y 34.52 mg de AH.
El porcentaje de rendimiento con respecto a las cascaras de huevo de gallina no se

pudo obtener, debido a que al ser estas obtenidas como material de desecho de una
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panaderia, no se pudo detallar en peso, y todo fue basado en las membranas
testaceas secas.

e Con los espectros por HPLC de tipo SEC, se pudo evidenciar la existencia del &cido
hialurénico en las muestras, lo que indica que la reaccion por hidrdlisis enzimatica
con pepsina ocurrié. Sin embargo, por la evidencia de los cromatogramas, existen
otros compuestos presentes en las muestras, y es debido a ello que se requiere

realizar la purificacion de estas.

5.2 Recomendaciones

Materiales y equipo

e Utilizar un método cromatografico de HPLC con un detector por arreglo de diodos
con el fin de decidir qué pico representa un solo compuesto, 0 si s un pico de
compuestos.

e Cerciorarse que la refrigeracion de las muestras y otras condiciones de
almacenamiento estén en perfecto estado, sin fluctuaciones de temperaturas o de

otras variables que puedan afectar el proceso final.
Técnicos

e Investigar técnicas o0 procesos mas productivos para separar las membranas
testaceas de las cascaras de huevo, para agilizar la extraccion.

e Probar otros métodos de extraccion por hidrolisis enzimatica alternativos al actual,
como por ejemplo hidrdlisis enzimatica con papaina. O realizar estudios con una
enzima especifica en condiciones diferentes de pH y temperatura.

e Intentar ver resultados con hidrolisis quimica, ya sea basica o &cida, y comparar con
los resultados de este método enzimatico.

e Purificar el acido hialurénico mediante métodos por ejemplo de liofilizacion,

fermentacién bacteriana, ultrafiltracién, entre otros.
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A los estudiantes de Farmacia de la Universidad Internacional de las Américas

Si algun estudiante quiera retomar este proyecto de investigacion, se recomienda
siempre tener presentes las condiciones de en qué se deben realizar todos los
procesos, los materiales y el equipo, con el fin de agilizar el método.

Ademaés, tener un buen conocimiento tedrico de aquellas variables presentes en la
investigacion, asi como otras alternativas en caso de no poder obtener lo esperado.
También tener muy claro cada paso a seguir antes de estar ejecutandolo, para una
mayor comprension de lo que ocurre.

A los estudiantes que les guste el area de dermocosmética, pueden analizar este
Trabajo Final de Graduacion para la posible creacién de un cosmético a base de
acido hialuronico, extraido de las membranas testaceas a partir de las céscaras de
huevo, como un suero tépico para hidratacion de la piel, una crema reparadora,

entre otros.

A la industria farmacéutica/cosmética

Realizar mas estudios sobre como extraer el acido hialurénico de diferentes fuentes
de obtencion, y generar mas conocimientos del tema.
Buscar méas opciones que sean rentables y eficaces para la extraccion, que se puedan

aplicar en esta area.

A la Universidad Internacional de las Américas y a profesores pertenecientes a esta

Incentivar a los estudiantes a seguir realizando investigaciones experimentales en el
laboratorio de la Universidad, para generar mayor conocimiento.

Brindar las herramientas necesarias y apoyo para efectuar las tesis experimentales
para un mejor cumplimento de los objetivos que se vayan a plantear.

Dar més accesibilidad en cuanto a horarios para tesistas que puedan desempefiar de

la mejor manera las tareas respectivas.
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Anexo 1. Comparacion de Muestra 1 con estandar de AH de manera individualizada

— Estandar AH —— Extracto M1
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 2. Comparacion de Muestra 2 con estandar de AH de manera individualizada

—— Extracto M2 —— Estandar AH
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Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 3. Comparacion de Muestra 3 con estdndar de AH de manera individualizada

— Extracto M3 —— Estandar AH

Transmittance
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 4. Comparacion de Muestras con estdndar de AH de manera individualizada

—— Extracto M3 —— Extracto M2 —— Extracto M1 —— Estandar AH
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Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 5. Cromatograma HPLC del estandar 3.5
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Anexo 6. Cromatograma HPLC del estandar 3.4
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Anexo 6. Cromatograma HPLC del estandar 3.3
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 7. Cromatograma HPLC del estandar 3.2
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Anexo 8.

6,42 STD 3.1 (200 ppm) AH- 1

..........

Cromatograma HPLC del estandar 3.1
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Fuente: elaboracion propia.

Anexo 9. Cromatograma HPLC del estdndar 2.5

6,42 STD 2.5 (100 ppm) AH 1
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Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 10. Cromatograma HPLC del estandar 2.4
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Anexo 11. Cromatograma HPLC del estandar 2.3
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Anexo 12. Cromatograma HPLC del estandar 2.2

St2 100ppm Ac.Hialuronico_12_03_2022 08_00_2% p.m._0112 - Channel 1
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Anexo 13. Cromatograma HPLC del estandar 2.1
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Anexo 15. Cromatograma HPLC del estandar 1.4
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Anexo 16. Cromatograma HPLC del estandar 1.3
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Anexo 17. Cromatograma HPLC del estandar 1.2
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Anexo 18. Cromatograma HPLC del estandar 1.1
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Anexo 19. Cromatograma HPLC del blanco de Fase Movil 1
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Anexo 20. Cromatograma HPLC del blanco de Fase Movil 2
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Anexo 21. Cromatograma HPLC del blanco de muestras
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Anexo 22. Cromatograma HPLC de la muestra 3.3
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Anexo 23. Cromatograma HPLC de la muestra 3.2
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Anexo 24. Cromatograma HPLC de la muestra 3.1
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Anexo 25. Cromatograma HPLC de la muestra 2.3
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Anexo 26. Cromatograma HPLC de la muestra 2.2
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Anexo 27. Cromatograma HPLC de la muestra 2.1
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Anexo 28. Cromatograma HPLC de la muestra 1.3
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Anexo 29. Cromatograma HPLC de la muestra 1.2
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Anexo 30. Cromatograma HPLC de la muestra 1.1

[riv]
M1_13_03_2022 04_13_32 a.m._0251 - Channel 1
300
-
IN
<L
200 ~&
bl
ol n
g mT - [ o - ~ oy
100 - ¥ m o b - - o]
o o "3 v v-3 @O ~ ~
2 o2 AR = 9 ~ S 3
2 ~[\SF W 8 g & &
0 ———————pesTL. I [ | 1 3 GG MR PR SO S SO
0 5 10 15 20 25 30 35
Time min.]

Fuente: elaboracion propia.



