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RESUMEN


La industria avícola enfrenta un desafío significativo debido a la generación de residuos, particularmente la cáscara de huevo, cuya inadecuada disposición impacta el medio ambiente y genera costos adicionales. Este residuo, compuesto en un 95% por carbonato de calcio (CaCO₃) y proteínas de membranas intersticiales (ESM), representa una oportunidad para ser valorizado bajo un enfoque de economía circular y sostenibilidad. Este trabajo busca abordar la necesidad de mitigar los impactos ambientales de la disposición de residuos agroindustriales, generar valor económico adicional y reducir la dependencia de fuentes no renovables para la obtención de CaCO₃. Además, la recuperación de proteínas permite ofrecer fuentes alternativas de compuestos bioactivos, con aplicaciones potenciales en la industria alimentaria y farmacéutica. El objetivo principal de este documento es presentar las alternativas de transformación de un residuo agroindustrial como la cáscara de huevo a través de un mecanismo de bajo impacto ambiental como la dispersión a alta cizalla que no involucra sustancias químicas, ni contaminantes y el proceso de hidrólisis enzimática ampliamente utilizada para obtener compuestos bioactivos que opera en condiciones moderadas y con cierto grado de especificidad del sustrato, permitiendo obtener péptidos con mejor valor nutricional y propiedades tecno-funcionales convirtiéndose en una alternativa para la aplicación en alimentos. Para esto, se higienizó la cáscara de huevo, luego se trituró la muestra seca, se pesaron muestras con un tamaño promedio de partícula entre 180 y 250 µm, se preparó el sistema para dispersión a alta cizalla en ultraturrax, se realizó caracterización microbiológica, composición proximal y se determinaron las propiedades físicas de este material. Posteriormente las muestras dispersadas fueron sometidas a un proceso de hidrólisis enzimática con Alcalasa 2.4L. Se determinó el contenido de proteína, el % de grado de hidrólisis y la actividad antioxidante de los hidrolizados mediante los métodos ABTS, FRAP y ORAC.
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ABSTRACT


The poultry industry faces a significant challenge due to the generation of waste, particularly eggshell waste, whose improper disposal impacts the environment and generates additional costs. This waste, composed of 95% calcium carbonate (CaCO₃) and interstitial membrane proteins (EMP), represents an opportunity to be valorized under a circular economy and sustainability approach. This work seeks to address the need to mitigate the environmental impacts of agro-industrial waste disposal, generate additional economic value, and reduce dependence on non-renewable sources for obtaining CaCO₃. Furthermore, protein recovery provides alternative sources of bioactive compounds, with potential applications in the food and pharmaceutical industries. The main objective of this document is to present the transformation alternatives of an agro-industrial waste such as eggshell through a low environmental impact mechanism such as high shear dispersion that does not involve chemicals or pollutants and the enzymatic hydrolysis process widely used to obtain bioactive compounds that operates under moderate conditions and with a certain degree of substrate specificity, allowing to obtain peptides with better nutritional value and techno-functional properties becoming an alternative for application in food. For this, the eggshell was sanitized, then the dry sample was crushed, samples with an average particle size between 180 and 250 µm were weighed, the system for high shear dispersion was prepared in ultraturrax, microbiological characterization, proximate composition and the physical properties of this material were determined. Subsequently, the dispersed samples were subjected to an enzymatic hydrolysis process with Alcalase 2.4L. The protein content, % degree of hydrolysis and antioxidant activity of the hydrolysates were determined using the ABTS, FRAP and ORAC methods.
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INTRODUCCIÓN

La reutilización de los residuos es una de las prioridades para el logro del desarrollo sostenible a nivel global (Faridi, et al., 2018). En este contexto, la cáscara de huevo de gallina representa uno de los más abundantes residuos generados por la industria agroalimentaria y sigue siendo dispuesta sin pretratamiento alguno (De Angelis et al., 2017). Según la FAO (2023), en las últimas tres décadas la producción mundial de huevos ha aumentado aproximadamente un 150 %. Se estima que la producción mundial de huevos alcanzará los 90 millones de toneladas para 2030 (Vandeginste, 2021). China es el mayor productor mundial de huevos, con el 38 %, seguida de los Estados Unidos (7%) y la India (7%). En el caso colombiano un incremento del 3,8% para el 2023, nos ubica en el tercer lugar en Latinoamérica después de México y Brasil y se proyecta un crecimiento similar para 2024, con una estimación de 17.400 millones de unidades producidas (FENAVI, 2023).

Sin embargo, los problemas más significativos asociados a las operaciones de producción avícola radican en los costos de eliminación de residuos y el cumplimiento de la normativa medioambiental, lo que se refleja no sólo en una carga ambiental sino también financiera para este sector industrial (Glatz et al., 2011, Ruff et al., 2012, Dalólio et al., 2017). Se estima que anualmente se genera alrededor de más de 7 millones de toneladas de subproductos de la cáscara de huevo, entre los que se incluye la membrana de la cáscara de huevo (ESM) y la cáscara rica en carbonato de calcio (Xiao et al., 2021). Este residuo es considerado por la Agencia de Protección Ambiental como el 15º en orden de importancia, en cuanto a la contaminación de la industria alimentaria (Waheed et al., 2020). Por lo que es vital encontrar opciones para recuperar y reutilizar estos subproductos (Ahmed, et al., 2021), en aras de garantizar el desarrollo sostenible y la protección del medio ambiente, dado que la ESM es una fuente de proteína de alta calidad con un 80-85 % de proteína (Truzzi et al., 2023), la cual podría ser aprovechada de diferentes formas.

Para lograr este reto se propone la combinación de un métodos físicos y enzimáticos para la obtención de calcio bioactivo. Entre las tecnologías más utilizadas para la reducción de tamaño (top-down) como alternativas de transformación física, se encuentra la molienda seca de partículas mediante molinos de bolas, molinos coloidales (Ultraturrax), molinos de chorro y molinos de alta energía (Baláž, P. (2008a); Baláž, P. (2008b); Baláž, P., et al., 2013; Baláž, M., 2014; Baláž, M., 2018; Baláž, P., et al., 2021). La homogeneización a alta presión y la microfluidización también se utilizan en alimentos, que mediante la aplicación de fuerzas óptimas de cavitación, cizallamiento e impacto logran la reducción de tamaño, dispersión o formación de emulsión (Lunge et al., 2012). En los procesos descendentes, la molienda de bolas es el método más utilizado, ya que es simple, económico y aplicable a una amplia gama de materiales. Además, las técnicas de desgaste mecánico pueden actualizarse fácilmente a escala industrial para aplicaciones comerciales. Sin embargo, pueden generar defectos superficiales en el material, aglomeración de partículas y contaminación del material en la producción de nanomateriales debido al desgaste mecánico del equipo (Jagtiani, E. 2022). Mientras que la cizalladura es una de las fuerzas utilizadas en la reducción de tamaño de partículas, realizada a través de sistemas de alto corte como el efectuado en un homogeneizador rotor-estator, que gracias a la disipación de energía localizada y a las velocidades de corte intensas generan el proceso de dispersión y reducción de tamaño, resulta ser un método eficiente, amigable con el ambiente, sostenible y escalable.

Por otro lado, la hidrólisis enzimática mejora la calidad y las características funcionales de las proteínas nativas, por lo que se ha empleado para obtener proteínas hidrolizadas con mejores propiedades nutricionales. Además, presenta una mayor posibilidad de producir péptidos bioactivos, como antihipertensivos, antioxidantes, inmunomoduladores, antimicrobianos y antiproliferativos (Besharati, M., & Lackner, M; 2023). Otras propiedades proteicas que pueden modificarse mediante hidrólisis enzimática son las propiedades tecnofuncionales, como la solubilidad, la retención de aceite/agua, la formación de espuma y las propiedades sensoriales (Vogelsang et al., 2022). Valorizar desechos como las cáscaras de huevo, empleándolos como una fuente de compuestos bioactivos y calcio alternativa trae ventajas como: reducir el impacto en las reservas naturales de piedra caliza extraída de fuentes no renovables; disminuir el impacto ambiental y el riesgo microbiológico que representa el contenido orgánico de este material; reducir los costos de eliminación de estos desechos, y por último desarrollar productos con alto valor aprovechando su componente principal (CaCO3) como ingrediente en alimentos. 

METODOLOGÍA

Obtención de CaCO3 a partir de cáscara de huevo

Para la obtención del ingrediente en polvo a partir de cáscara de huevo, se empleó la combinación de métodos: dispersión a alta cizalla (físico) e hidrólisis enzimática. Las cáscaras de huevo obtenidas de un mercado local se lavaron y desinfectaron previamente y luego fueron trituradas, tamizadas (180 y 250 µm) y procesadas en un dispersor-homogenizador (Velp-OV5) a 22000 rpm durante 1 hora. A las partículas de carbonato de calcio (CaCO3) micronizado obtenidas de esta primera fase se les realizó la caracterización de composición proximal, microbiológica y propiedades físicas (tamaño de partícula, potencial zeta, índice de polidispersidad, morfología interna y externa por microscopia SEM y TEM, Difracción de Rayos X y área de superficie específica), de acuerdo con la metodología descrita por Gómez-Alvarez et al., (2022). 

Hidrólisis Enzimática de la Cáscara de Huevo Dispersada

Las partículas de CaCO3 obtenidas de la dispersión a alta cizalla, fueron sometidas a un proceso de hidrólisis enzimática. Para esto se dispersó la muestra en agua desionizada durante 10 min, se llevó a un reactor de 500 mL, se ajustó a pH 8. Se mantuvo un pH relativamente estable durante la hidrólisis mediante la adición frecuente de 1,25N NaOH, durante 4 horas con Alcalasa 2.4L entre 0.5 a 1.5 %; a una temperatura de 50°C. Tras la hidrólisis, las mezclas se mantuvieron en un baño de agua hirviendo durante 10 min para inactivar las enzimas. Posteriormente, las mezclas se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min y los sobrenadantes se recogieron y se llevaron a congelación para su posterior análisis.

Determinación de la Actividad Antioxidante

Para la determinación de la capacidad antioxidante de las muestras hidrolizadas, se emplearon los métodos ABTS, ORAC y FRAP. El método ABTS consiste en la generación del radical catión ABTS•+, cuya decoloración tras la adición de la muestra se mide espectrofotométricamente a 734 nm, permitiendo evaluar la capacidad de los antioxidantes presentes para neutralizar dicho radical (Munteanu & Apetrei, 2021; 2019). El ensayo ORAC se basa en la capacidad de los antioxidantes para inhibir la oxidación de una sonda fluorescente por radicales peroxilo generados por AAPH, cuantificándose el área bajo la curva de decaimiento de la fluorescencia respecto a un estándar (Trolox) (Munteanu & Apetrei, 2021; Rodríguez-Bonilla et al., 2017). Por su parte, el método FRAP mide la capacidad reductora de la muestra mediante la reducción del ion férrico a ferroso en presencia de TPTZ, formando un complejo azul cuya absorbancia se registra a 593 nm (Munteanu & Apetrei, 2021; Rodríguez-Bonilla et al., 2017). 

RESULTADOS

Tras el proceso de transformación de la cáscara de huevo se determinó la composición proximal o bromatológica (Tabla 1):

Tabla 1. Composición bromatológica de la cáscara del huevo
	Cáscara de huevo
	Cenizas
	Grasas
	Proteína
	Carbohidratos
	Ca

	Con membrana
	83,19 a
	7,19 a
	5,80 a
	3,82 a
	32,8 a

	Sin membrana
	81,97 b
	6,26 b
	4,41 b
	7,35 b
	33,9 b


“Las medias seguidas de letras diferentes difieren significativamente (p<0,05, prueba t/ANOVA)”.

La tabla 1 muestra cómo la fracción proteica disminuyó tras retirar la membrana. Sin embargo, es importante destacar que una proporción significativa de las proteínas se retiene en la membrana. De igual manera, el contenido de grasa (w) es mayor en las cáscaras de huevo con membrana que en las que no la tienen. El contenido de cenizas, que representa la fracción mineral, predomina en ambas muestras. Respecto al contenido de calcio, está alrededor del 33%, tanto con para la cáscara con y sin membrana, según Waheed et al., (2019, 2020).

Las pruebas microbiológicas fueron realizadas de acuerdo con las especificaciones de la norma para cada parámetro. Para las cáscaras de huevo no existen parámetros microbiológicos de calidad definidos, por tanto; se tuvo en cuenta algunas especificaciones establecidas para ovoproductos (NTC 6116).  Los análisis microbiológicos de las cáscaras de huevo fueron realizados posterior al proceso de lavado y desinfección, producto de la higienización durante la preparación del material. La finalidad de estos consistió en comparar la influencia de las membranas intersticiales en la inocuidad de las cáscaras de huevo. Los resultados obtenidos en las cáscaras con y sin membranas se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Análisis microbiológico de cáscara de huevo

	Microorganismo
	Cáscara con membrana
	Cáscara sin membrana

	Aerobios Mesófilos (UFC/g)
	2700
	1200

	Recuento de Mohos (UFC/g)
	10
	50

	Recuento de Levaduras (UFC/g)
	<10
	<10

	Coliformes Totales (UFC/g)
	360
	180

	Escherichia coli (UFC/g)
	260
	20

	Salmonella spp *
	Ausencia
	Ausencia


 *De acuerdo con NTC 6116 de 2015                       UFC: Unidades Formadoras de Colonias.
 
Los resultados microbiológicos mostraron que, en los recuentos de microorganismos indicadores como bacterias aerobias mesófilas, levaduras, coliformes totales y E. coli se evidenció mayor crecimiento en las cáscaras con membranas intersticiales, excepto en el caso de mohos el cual fue ligeramente mayor para la muestra sin membrana; lo cual confirma que las membranas intersticiales favorecen un poco más el crecimiento microbiano, debido al mayor contenido de proteína presente en estas; el cual resulta ser un excelente sustrato para la viabilidad de estos microorganismos. Sin embargo, los indicadores de calidad mostraron unos recuentos bajos que podrían garantizar la inocuidad del producto final obtenido de las cáscaras de huevo, teniendo en cuenta que la microbiota tiende a quedar retenida en la superficie de este sustrato y lo más importante; con ausencia de patógenos como Salmonella spp, ya que este microorganismo suele contaminar el huevo después de la ovoposición por ser de naturaleza entérico (Agbaje, 2021).
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Características de las nanopartículas de CaCO3

La combinación del proceso físico de dispersión a alta cizalla proceso permite obtener partículas de CaCO3 con características tales como 218.34 nm, 0.51 y            -22.4 mV para tamaño de partícula, índice de polidispersidad y potencial zeta, respectivamente (Gómez-Alvarez et al., 2022; Jeyakumar et al., 2018; Oehlke et al., 2014). La cizalladura es una de las fuerzas utilizadas en la reducción de tamaño de partículas, realizada a través de sistemas de alto corte como un homogenizador rotor-estator que gracias a la disipación de energía localizada y las velocidades de corte intensas generan el proceso de dispersión. Debido a la alta velocidad tangencial, el medio a procesar es atraído axialmente hacia la cabeza de dispersión y luego forzado a pasar a través de las ranuras del rotor estator (Sanguansri y Augustin, 2006). El índice de polidispersidad indica una distribución heterogénea de tamaños, lo que sugiere una uniformidad intermedia en esta población de partículas, mediante el proceso de dispersión a alta cizalla de la cáscara de huevo. 

El potencial zeta es un parámetro importante que puede ayudar a predecir la estabilidad electrostática de los sistemas coloidales y está relacionado con la carga eléctrica de la superficie de la partícula, por lo tanto, este parámetro permitió predecir la estabilidad de almacenamiento de dispersiones coloidales submicrónicas (Huang et al., 2020). El potencial zeta obtenido en las partículas de CaCO3 sugiere una estabilidad coloidal moderada, donde la repulsión electrostática es suficiente para evitar una aglomeración inmediata (Shirsath, et al., 2017).

Por otra parte, las imágenes de microscopía electrónica de barrido (SEM) de las partículas de cáscara de huevo obtenidas después de la fragmentación se ilustran en la Figura 1. Estas imágenes muestran la morfología de la superficie, el tamaño y la forma de las nanopartículas derivadas de la cáscara de huevo, que demostraron ser partículas cristalinas de forma irregular y naturaleza porosa, de apariencia rugosa, con un tamaño que varía desde alrededor de 50 nm hasta partículas aglomeradas con tamaños mayores, lo que lleva a resultados de medición más grandes en términos de distribución del tamaño de partícula, que se correlaciona con el alto índice de polidispersidad obtenido por DLS. Esto se debe a que varias partículas primarias tienden a agruparse formando aglomerados. Esta tendencia a la aglomeración es inducida por las fuerzas de Van-der-Waals que actúan entre partículas individuales, generando una alta tensión superficial (Salman et al., 2020), donde las partículas se unieron rápidamente de nuevo formando agregados, según Zang et al., (2021); Mijan et al., (2014) y Huang et al., (2009), quienes indicaron la aglomeración de nanopartículas de carbonato de calcio. Los poros identificados en el interior de las nanopartículas confirman una de las características que hace que las cáscaras de huevo se apliquen como soportes/catalizadores eficientes con propiedades económicas y respetuosas con el medio ambiente, utilizándose como una plantilla dura y eficaz gracias a su estructura porosa (Li et al., 2020).
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Figura 1. Micrografía electrónica de barrido de nanopolvo de cáscara de huevo.

La composición química elemental de las nanopartículas de CaCO3 reveló que estas partículas están compuestas exclusivamente de carbono (C), oxígeno (O) y calcio (Ca) y una pequeña traza de Mg (Rangari et al., 2009), con un porcentaje atómico de 61,41; 24,42 y 14,47 para C, O y Ca, respectivamente, y un porcentaje en peso de 43,48; 23,04 y 33,48 para C, O y Ca, respectivamente (Gómez-Alvarez et al., 2022). La proporción de Ca obtenida en estas nanopartículas de CaCO3 coincide con la cantidad de Ca obtenida en la caracterización inicial de este material (Tabla 1), lo que indica poca pérdida de este elemento y una alta estabilidad química (Ray et al., 2017; Jeong et al., 2013).

Por otra parte, el análisis de la estructura cristalina de nanopartículas de CaCO3 ha demostrado que el proceso de dispersión a alta cizalla no generó ningún cambio de fase en la cáscara de huevo (Jeong et al., 2013), por lo que se pueden obtener partículas de cáscara de huevo con su pureza y cristalinidad inherentes (Ramasamy et al., 2018), cuya fase principal es calcita (CaCO3) con un contenido de 98,7% y 1,3% de cuarzo bajo O2Si1 (Gómez-Alvarez et al., 2022; Ramasamy et al., 2018).

Por otro lado, el área superficial específica de las nanopartículas de CaCO₃, medida mediante el método de N₂ Brunauère Emmette Teller, fue de aproximadamente 11,13 m2/g (Gómez-Alvarez et al., 2022; Jordens et al., 2016; Polat et al., 2020]. El área superficial específica real es menor de lo esperado, debido a que las partículas primarias de calcio se aglomeraron para formar agregados más grandes (Gómez-Alvarez et al., 2022).

La obtención de nanopartículas de carbonato de calcio derivadas de cáscara de huevo de gallina mediante métodos físicos muestra la posibilidad de escalar la producción de este material para aprovechar un residuo infravalorado y al mismo tiempo revela la oportunidad de explorar diversas áreas en la industria alimentaria, como la formulación de alimentos con nano ingredientes (NPs de CaCO3) para mejorar el valor nutricional y favorecer la bioaccesibilidad y biodisponibilidad del calcio a través de sistemas nanoestructurados, que terminan siendo potenciales promotores de la salud mediante el desarrollo de alimentos funcionales o nutracéuticos a partir de estas nanopartículas, con el fin de responder a las diferentes necesidades de calcio en el cuerpo humano. A partir del uso de procesos de dispersión de alto cizallamiento, se logró obtener un ingrediente sin el uso de solventes y contaminantes químicos, a diferencia de las metodologías utilizadas hasta ahora para la obtención de NPs de cáscara de huevo con un enfoque Top Down, como la molienda húmeda en molinos de alta energía. 

Hidrólisis Enzimática de Cáscara de huevo

El proceso de hidrólisis enzimática de cáscara de huevo permitió evidenciar que las muestras dispersadas presentan mayor contenido de proteínas y mayor grado de hidrólisis (%GH), para ambos tamaño de partículas (180 y 250 µm), especialmente en el tamaño de partícula más pequeño (180 µm) el cual mostró un incremento significativo del %GH en la muestra dispersada (16,5%), lo que sugiere que la dispersión a alta cizalla permite la exposición a mayor área superficial, favoreciendo la acción enzimática de las proteínas y por ende la liberación de péptidos bioactivos. Adicional, se observó un mayor %GH a 180 µm con tiempos de proceso de hidrólisis menores, lo que indica que la reducción del tamaño de partícula acelera el proceso y resulta más eficiente.

Tabla 3. Grado de Hidrólisis y Actividad antioxidante de Cáscara de Huevo
[image: ]
*Eggshell: Cáscara de huevo con membranas intersticiales.

En cuanto a la actividad antioxidante ORAC, se notó un aumento progresivo respecto a la dispersión y reducción de tamaño, en el cual la muestra de 180 µm alcanzó el valor más alto (305,35 µmol eq Trolox/g), lo cual sugiere una mayor capacidad de neutralizar radicales peroxilo, asociada a péptidos de bajo peso molecular. La respuesta antioxidante de ABTS mostró que la muestra dispersada de 250 µm, generó mayor capacidad antioxidante que la muestra de menor tamaño. Esto sugiere que el radical ABTS•⁺ responde de forma diferencial a los péptidos liberados según las condiciones de hidrólisis enzimática. Para el caso de FRAP, se observó un incremento relacionado con la reducción de tamaño y mayor %GH, lo que sugiere una mejora en la capacidad reductora relacionada con los péptido liberados mediante la hidrólisis enzimática.

CONCLUSIONES

Las nanopartículas de CaCO₃ obtenidas a partir de cáscara de huevo mediante dispersión a alta cizalla mostraron un tamaño promedio de 218 nm, índice de polidispersidad de 0.51 y potencial Zeta de -22.4 mV, lo que refleja una estabilidad coloidal moderada y coherente con la tendencia a la aglomeración observada en SEM. La caracterización confirmó su pureza química, fase cristalina estable (calcita) y morfología porosa, lo que posiciona a este material como una fuente sostenible y funcional de calcio nanoestructurado con aplicaciones en alimentos nutracéuticos y funcionales.
En conclusión, la reducción de tamaño de partícula y la dispersión coloidal a alta cizalla potencian tanto la hidrólisis enzimática como la capacidad antioxidante de la cáscara de huevo. Se observó que ORAC y FRAP presentan una relación directa con el %GH, lo cual sugiere la generación de péptidos de bajo peso molecular, altamente solubles y determinantes en la actividad antioxidante; mientras que ABTS parece depender principalmente de la naturaleza química de los péptidos liberados durante la hidrólisis enzimática.
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