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Resumen

La produccién de productos biotecnologicos requiere de varios cuidados especificos
de limpieza en su produccién para garantizar la seguridad e inocuidad para los
consumidores, por lo tanto es necesario contar con protocolos fiables de limpieza para
equipos, en la presente investigacion se evalla el protocolo de limpieza de un equipo
de secado por aspersion involucrado en la produccién de colageno hidrolizado y
calostro bovino, determinando su eficiencia sobre la produccion de colageno
hidrolizado y calostro bovino en polvo, para ello se plante6 como objetivo general
validar el protocolo vigente en una planta productora ubicada en la provincia de
Cotopaxi, y como objetivos especificos se debié determinar la eficacia del protocolo
para disminuir la proliferacion de microorganismos medido evaluando la actividad de
ATP y concentracion de residuos, ademas de proponer acciones de mejora para el
protocolo. Para ello se evaluaron 3 puntos criticos del equipo en los cuales se tomaron
muestras para ser evaluadas mediante bioluminiscencia y espectrometria UV-Vis. Los
resultados obtenidos indicaron una eficiencia del protocolo superior al 80% tanto para
eliminar residuos como para disminuir los niveles de actividad de ATP. El presente
estudio contribuye a validar y optimizar un protocolo de limpieza efectivo para la
produccion de productos biotecnoldgicos, asegurando la eliminacién segura de
residuos y minimizando la contaminacion cruzada en entornos de fabricacion
industrial. Finalmente, el estudio concluye en que el protocolo de limpieza es valido
para reducir los niveles de actividad de ATP y concentracion de residuos donde

pueden alojarse microorganismos, ademas que presenta un margen de mejora.

Palabras Clave: Secador por aspersion, Protocolo de limpieza, Buenas practicas de

manufactura, Actividad de ATP

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Abstract

The production of biotechnological products requires several specific cleaning steps
to guarantee safety and innocuousness for consumers; therefore, it is necessary to
have reliable cleaning protocols for the equipment. In the present study, the cleaning
protocol of spray drying equipment involved in the production of hydrolyzed collagen
and bovine colostrum was evaluated. The general objective was to validate the current
protocol in a production plant located in the Cotopaxi province. The specific objectives
were to determine the effectiveness of the protocol in reducing the proliferation of
microorganisms, measured by evaluating the ATP activity and concentration of
residues, in addition to proposing improvements to the protocol. For this purpose,
three critical points of the equipment were evaluated, in which the samples were
evaluated by bioluminescence and UV-Vis spectrometry. The results obtained
indicated an efficiency of the protocol higher t value han 80%, both to eliminate
residues and decrease ATP activity levels. This study contributes to the validation and
optimization of an effective cleaning protocol for the production of biotechnological
products, ensuring the safe disposal of residues and minimizing cross-contamination
in industrial manufacturing environments. Finally, the study concludes that the
cleaning protocol is valid for reducing ATP activity levels and residue concentrations

where microorganisms can be harbored, and that there is room for improvement.

Obligatorio, es el mismo resumen redactado en inglés y tiene las mismas

caracteristicas del resumen.

Keywords: Spray dryer, Cleaning protocol, Good manufacturing practices, ATP
activity

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Lista de Figuras

Figura 1. Diagrama estandar de un secador por aspersion ...........cceeeevevevvvvvniineeeeenn 10
Figura 2. Normativas y Regulaciones de la industria biotecnoldgica ........................ 12
Figura 3. Niveles de actividad de ATP antes de aplicar el protocolo de limpieza...... 23
Figura 4. Niveles de actividad de ATP posterior de la aplicaciéon del protocolo de
[IMIDIEZE ... 23
Figura 5. Concentracion de residuos antes de aplicar el protocolo de limpieza........ 25
Figura 6. Concentracién de residuos posterior de la aplicacion del protocolo de

[IMIDIEZA ... 25

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Listade Tablas

Tabla 1. Operacionalizacion de Variables.................uiiiiiiiiiiiiii e 5
Tabla 2. Partes de un secador Por @SPErSION .............uiieieeeeeeeeeiiiiisee e e e e e e eees 9
Tabla 3. Técnicas comunes de andlisis de reSiduOsS...........ooooviiiiiiiiiieee e 16
Tabla 4. Etiquetas de cada area critica evaluada................ccccoeeeeeeeeie e, 19
Tabla 5. Niveles promedio de actividad de ATP (RLU)..........ccovvviiiiiiiiiie e, 24
Tabla 6. Niveles promedio de concentracién de residuos (Mg/cm?) ........cccoeevvveeennn. 26
Tabla 7. Prueba de Normalidad de Actividad de ATP colageno hidrolizado ............. 27
Tabla 8. Prueba de Normalidad de Actividad de ATP calostro bovino...................... 27
Tabla 9. Prueba de Normalidad de concentracion de residuos de colageno ............ 27

Tabla 10. Prueba de Normalidad de concentracion de residuos de calostro bovino.28
Tabla 11. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Colageno - Actividad de ATP ........... 28
Tabla 12. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Calostro Bovino - Actividad de ATP .29
Tabla 13. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Coldgeno — Concentracion de Residuos
e eeeeeeresesssssmeeeeeeereeesesssemtereeertieeaaanntereeereteaaanranteereeeetiaanaarsneenerreeersraansrnrerrrreeesss Qi) 29
Tabla 14. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Calostro Bovino — Concentracion de

[ E 2] [0 [ o L PP 30
Tabla 15. Eficiencia del protocolo de limpieza para disminuir la actividad de ATP ... 30

Tabla 16. Eficiencia del protocolo de limpieza para disminuir la concentracién de

L1157 0 U0 1SR 31
Tabla 17. ANOVA %Eficiencia Colageno vs Calostro actividad de ATP.................... 31
Tabla 18. ANOVA %Eficiencia Colageno y Calostro actividad de ATP..................... 32
Tabla 19. Prueba Tukey Eficiencia sobre colageno actividad de ATP ...................... 33
Tabla 20. Prueba Tukey Eficiencia sobre Calostro Bovino actividad de ATP ........... 33

Tabla 21. ANOVA %Eficiencia Colageno vs Calostro concentracion de residuos .... 34
Tabla 22. ANOVA %Eficiencia Colageno y Calostro concentracion de Residuos..... 35
Tabla 23. Prueba Tukey Eficiencia sobre coldgeno concentracién de Residuos...... 36
Tabla 24. Prueba Tukey Eficiencia sobre Calostro Bovino actividad de ATP ........... 36
Tabla 25. Correlacion entre Eficiencia del Protocolo y Actividad final de ATP........... 36
Tabla 26. Correlacién Entre eficiencia de Protocolo y Concentracion final de Residuos
U UUURRUNURP. 37

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Lista de Siglas / Acronimos

ATP: Adenosin Trifosfato

RLU: Unidades Relativas de Luz

ANOVA: Andlisis de Varianza

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Indice / Sumario

INTTOUCCION ... 1
Capitulo I: El problema de [a INVeStigacion ............ccccooeviiiiiiiiiiiii e e e 2
1.1. Planteamiento del problema............coooooiiiiiii 2
1.2. Delimitacion del problema ... 2
1.3. Formulacion del problema.............ouuuiiiiiie i 3
1.4. Preguntas de iNVESHGACION............uuiiiiiiieaeiiiiiiiiieee e 3
1.5. Determinacion deltema.........ccoooeeiieiii i, 4
1.6. ODJEtiVO GENETAL ... 4
1.7.  ODbJetiVOS €SPECITICOS. .. .uiiiiieiiiiiiiiii it 4
RS T o 1100 ] (] O EPTPR P 4
1.9. Declaracion de las variables (operacionalizacion) ............ccccueeveeeeeeniiiiinnnnne. 4
1.0, JUSHIFICACION ..o 5
1.11.  Alcance Y IMiItACIONES........cccoeviiiiiiiiee e e e 6
Capitulo 1l: Marco teorico referencial ................uuiiiiiiiiiiiiic e, 8
P R Y o1 (=T ot =To [T o (= TP 8
2.2. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion...............ccccccceeeeiiiinnnee. 9
P22 R ST=Tor= o (o o T T g 1Y o 1= =3 o] o T ERRTO 9
2.2.2  Aplicaciones en la industria biotecnolOgica...........cc.evveeiiiiieieiiiiiieeennne 10
2.2.3  Métodos de limpieza en equipos de produccion biotecnoldgica.............. 11
2.2.4  Protocolos de limpieza para secadores por aspersion....................vveenn.. 11
2.2.5 Normativas y estandares aplicables ..................ccooriiiiiii e, 12
2.2.6  Validacion de protocolos de limpieza...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeceeee, 14
2.2.7  Métodos de evaluacién de la eficacia de limpieza ................cccceevvvvnnnnnnn. 15
Capitulo I1l: DiSER0 MetOUOIOGICO .......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiibiiii bbb 18
3.1. Tipoy Disefio de INVESHIGAaCION...........coovviviiiiiieeeeeeeeeecee e 18
I |V = (oo [0 R YA =Tl o= L 19

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



3.2.3. Caélculo de Eficiencia del protocolo de limpieza............cccccoeveeeeiveieninnnnnnn. 20
3.3.  Procesamiento EstadistiCO de DatOS.............ooovuurriiieiieeieiiiiiiieeee e 21
3.3.1. Prueba de Normalidad..............cccoiiiiiiiiiii 21
3.3.2.  Analisis de COMPAraCiON ..........ccuuuuiiiiiiieeei ettt e e 21
3.3.3.  ANAliSiS de COrTelaCiOon ...........ooocuuiiiiiiiiieee et 22
3.3.4. Interpretacion de Resultados ... 22
Capitulo IV: Analisis e Interpretacion de Resultados ............cccooeeeeviiviiiiiiiiiiieeeeeeeennns 23
AL, MEUICIONES ...ttt e e e e e r e e e e e e 23
4.2. Prueba de normalidad ............cccoiiiiiiiiiiiiiieeee e 26
4.3.  ANAlISIS COMPAratiVO........cceeiiiiiiiiie e e e 28
4.4, ANALISIS COITElatiVO.........uueeiiiiiieieieiee et 36
4.5,  ACCIONES U MEJOI@...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiee ettt 38
CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones...............ccccccceevennne... 40
5.0 DISCUSION ...ttt ettt ettt e e e e e r et e e e e e e e s e e e e e e e e e e nnn 40
5.2, CONCIUSIONES ....ceiiieieiiiiiit ettt e e et e e e e e e e e r e e e e e e e e e nanes 41
5.3. RECOMENACIONES ...ttt e e e e e e e e 42
Referencias BibBHOGrafiCas ..........coooviiiiiiiiii i 43

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Introduccion

Debido a que gran cantidad de alimentos se destinan a consumido humano, es
obligatorio el establecer altos estdndares de higiene y calidad, en los distintos procesos
de produccién desde la recepcion de materias primas, envasado y almacenamiento.

Uno de estos peligros pueden presentarse por contaminacion cruzada por alergenos,
donde los productos pueden llegar a causar reacciones de caracter alérgico a la

poblacion sensible a ellos.

Por ello la validacion de la limpieza tiene como estructura, un conjunto de etapas,
donde se identifican residuos criticos, métodos de limpieza adecuados segun la
produccion, normativas nacionales e internacionales donde se establezcan limites
permisibles para la presencia de residuos y de igual manera proporcionar un protocolo

robusto y eficaz.

Dentro de la industria biotecnoldgica, los productos procesados en equipos Spray
Dryer van desde proteinas, lacteos, frutos, soluciones complejas. Debido a su
capacidad de conservar las propiedades organolépticas y nutricionales de sustancias
sensibles a factores externos, con una alta eficiencia y versatilidad, evitando el riesgo
de degradarse por temperaturas elevadas, proteccion a oxidacion. En el uso de Spray
dryer, donde se convierten soluciones liquidas en polvos, los alergenos y residuos de
distintos procesos, pueden llegar a estar presentes en recubrimientos en las superficies
internas del equipo, o residuos que son de dificil eliminacion durante la limpieza, dando

lugar a contaminacion cruzada.

Para validar este proceso, se aborda ciertos desafios que involucran, complejidad de
la estructura interna, capacidad de limpieza en areas de acceso complicado,
variabilidad en productos utilizados. Por ello es importante determinar procedimientos
adecuados con una eficacia de aplicabilidad para garantizar un limpieza integral y

adecuada.

En suma, validar un proceso de limpieza en equipos como el Spray Dryer, en una
empresa dedicada a procesos biotecnoldgicas, es de vital importancia para garantizar
la seguridad y calidad alimentaria de los productos realizados. Esta validacion ademas
de proteger el resultado final de los productos busca cumplir con las normas

regulatorias y de control establecida, para evitar posibles dafios a los consumidores.
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1. Planteamiento del problema
La industria biotecnoldgica requiere mantener altos estandares de limpieza en los

equipos de produccion para evitar la contaminacion cruzada y garantizar la seguridad de
los productos. Uno de los equipos mas utilizados en la produccion es el secador por
aspersion (Spray Dryer), que convierte soluciones liquidas en polvo a través de la
atomizacion. Sin embargo, debido a la naturaleza biotecnoldgica de los productos
procesados, la acumulacion de residuos puede representar un riesgo significativo si no
se eliminan de manera efectiva, lo que podria comprometer tanto la seguridad del

producto final como la integridad del proceso de fabricacion.

El protocolo de limpieza de estos equipos, por lo tanto, debe ser validado para asegurar
gue sea capaz de eliminar completamente los residuos de productos biotecnoldgicos y
cualquier otro contaminante que pudiera afectar la calidad del siguiente lote de
produccién. Diversos estudios han demostrado que métodos como la espectrofotometria
UV-visible y la bioluminiscencia basada en ATP son herramientas efectivas para evaluar
la eficacia de los procedimientos de limpieza en industrias farmacéuticas y
biotecnoldgicas (Coelho et al.,, 2019); (Greene & Hatt, 2020). A pesar de estas
herramientas, las dificultades para detectar residuos en areas de dificil acceso siguen
siendo un desafio, lo que motiva la implementacion de tecnologias avanzadas para

mejorar la eficacia de los protocolos de limpieza (Sarwar et al., 2020).

En este contexto, el cantén de Puijili, en la provincia de Cotopaxi, alberga una planta de
produccion de productos biotecnologicos donde se utiliza un secador por aspersion. La
validacion del protocolo de limpieza vigente es fundamental para asegurar que este
equipo esté libre de contaminantes tras cada ciclo de produccién, garantizando asi la
calidad del producto final y el cumplimiento de las normativas internacionales sobre
buenas practicas de manufactura (GMP). Estudios recientes sugieren que la validaciéon
de métodos de limpieza debe integrar procedimientos tanto de extraccion como de
analisis precisos para asegurar la eliminacion adecuada de residuos (Bursakov et al.,
2019); (Valavala et al., 2019).

1.2. Delimitacion del problema
Espacio
El presente proyecto de investigacion busca validar el protocolo de limpieza utilizado en

una empresa biotecnolégica encargada de la fabricacion de suplementos alimenticios,

ubicado en el cantdén Pujili, provincia de Cotopaxi. Especificamente el protocolo de
2
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limpieza del secador por aspersion TPG-250 empleado para la produccién de colageno
natural hidrolizado y calostro bovino en polvo, esta validacion se realiza con el fin de
determinar la eficacia del protocolo y proponer acciones de mejora.

Tiempo
El trabajo de evaluacion del protocolo de limpieza se realizara durante el periodo de
produccion comprendido entre Julio a septiembre de 2024 donde existe mayor demanda

de colageno natural hidrolizado y calostro bovino en polvo.

1.3. Formulacion del problema

En la industria biotecnoldgica, los estandares de limpieza en los equipos de produccion
son esenciales para garantizar la calidad del producto final y la seguridad del proceso.
Un aspecto critico es la eliminacién de residuos de productos previos en los equipos, ya
gue la acumulacién de contaminantes podria comprometer la seguridad alimentaria y la
integridad de los suplementos fabricados. ElI secador por aspersion, utilizado en la
produccién de colageno natural hidrolizado y calostro bovino en polvo, es un equipo clave
cuya limpieza debe ser validada rigurosamente.

La ausencia de un protocolo de limpieza validado y optimizado puede resultar en una
contaminacion cruzada, lo cual pondria en riesgo la calidad del producto y el
cumplimiento de normativas internacionales. Ante esta situacion, surge la necesidad de
verificar si el protocolo actual implementado es efectivo en la remocién de residuos de
produccion en el equipo de secado por aspersion, y de identificar posibles mejoras que

puedan fortalecer el control de calidad en la fabricacion de productos biotecnoldgicos.

El problema, por lo tanto, se centra en determinar si el protocolo vigente de limpieza del
secador por aspersion TPG-250 es lo suficientemente eficiente para garantizar la
eliminacion completa de residuos y asegurar que no se comprometa la calidad de los
productos fabricados, especialmente en un contexto de alta demanda.

1.4. Preguntas de investigacion
¢, Qué tan eficaz es el protocolo de limpieza actual del secador por aspersion TPG-250

para eliminar residuos de colageno hidrolizado y calostro bovino en polvo?

¢, Qué nivel de residuos de productos biotecnolégicos permanece en el secador por
aspersion después de aplicar el protocolo de Ilimpieza, medido mediante
espectrofotometria UV-visible y Actividad de ATP por bioluminiscencia?
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1.5. Determinacidon del tema
Validacién del protocolo de limpieza de Spray Dryer y determinacion de residuos de

productos Biotecnolégicos

1.6. Objetivo general
Validar el protocolo de limpieza del secador por aspersién “Spray Dryer” empleado

en la produccion de productos biotecnologicos perteneciente a la linea de
produccién de una empresa privada ubicada en el canton Puijili provincia de

Cotopaxi.

1.7. Objetivos especificos
Evaluar la eficacia del método de limpieza para eliminar contaminacion de residuos

presentes en la produccion mediante analisis de actividad ATP por
bioluminiscencia

Determinar la eficacia del método de limpieza para eliminar residuos de productos
biotecnoldgicos del secador por aspersidon mediante la concentracion residuos
medida con espectrofotometria UV-visible

Proponer acciones de mejora para el protocolo vigente de limpieza del secador por

aspersion basado en los resultados obtenidos.

1.8. Hipotesis
Los métodos aplicados para determinacién de la limpieza son eficaces, y cumplen con

la normativa establecida en la empresa.

1.9. Declaracion de las variables (operacionalizacion)
1.9.1. Variables Independientes

Protocolo de Limpieza

Tipo de producto procesado

1.9.2. Variables Dependientes

Concentracion de residuos de productos biotecnolégicos

Nivel de actividad ATP

Eficiencia del protocolo de limpieza

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Tabla 1. Operacionalizacién de Variables

Variables Independientes

Variable

Indicador

Método de medicién

Protocolo de limpieza

Protocolo vigente aplicado

Observacion y

documentacion del proceso

Tipo de producto
biotecnol6gico

Colageno hidrolizado o

calostro bovino

Registro del producto
procesado

Técnica de mediciéon de

UV-visible, bioluminiscencia

Andlisis espectrofotométrico,

residuos ATP luminometria
Variables Independientes
Variable Indicador Método de medicion
Concentracion de residuos Hg/cm? Espectrofotometria UV-

visible

Nivel de actividad ATP

Unidades relativas de luz
(RLU)

Bioluminiscencia ATP

Eficiencia del protocolo de

limpieza

% de residuos eliminados

Célculo de residuos
eliminados con respecto al

inicial

Areas con residuos

persistentes

Localizacion y cantidad de

residuos

Muestreo de diferentes

partes del secador

Protocolo de limpieza

Protocolo vigente aplicado

Observacion y

documentacion del proceso

1.10. Justificacion

La validacién de los protocolos de limpieza en la industria biotecnolégica es un aspecto
crucial para garantizar la seguridad del producto final y la integridad de los procesos de
produccion. En el caso de los secadores por aspersion (Spray Dryers), su empleo en la
fabricacion de productos biotecnolégicos, como el colageno hidrolizado y el calostro
bovino en polvo, implica el riesgo de acumulacion de residuos y contaminacion cruzada.
Esta acumulacion puede afectar la calidad del producto, lo que hace indispensable la

validacion de un protocolo de limpieza eficaz que minimice estos riesgos.

Uno de los retos mas comunes en la industria es asegurar la eliminacion completa de
residuos biotecnoldgicos. Estudios recientes han demostrado la utilidad de técnicas
avanzadas como la espectrofotometria UV-visible para detectar y cuantificar residuos en
superficies de equipos de produccion, mejorando asi los controles de calidad (Bursakov

et al., 2019). Ademas, el uso de bioluminiscencia ATP ha probado ser efectivo para

evaluar la presencia de contaminacién microbioldgica en entornos industriales, lo que
5
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proporciona una medida rapida y precisa de la higiene en las superficies después de la

limpieza (Calabretta et al., 2019).

El uso de métodos avanzados de limpieza y validacién permite, ademas, reducir costos
operacionales al optimizar el uso de productos de limpieza y tiempo de operacion, lo cual
es fundamental en industrias de alta demanda como la produccidon biotecnoldgica
(Chullipalliyalil et al., 2019).

Este estudio no solo validara la eficiencia del protocolo de limpieza en el secador por
aspersion TPG-250, sino que también contribuira al desarrollo de mejoras en el mismo.
En un contexto industrial en constante crecimiento, como la biotecnologia, garantizar una
limpieza eficiente no solo protege la salud publica, sino que también impulsa la
innovacion en practicas de manufactura mas sostenibles y seguras (Greene & Hatt,
2020).

La importancia de este trabajo radica en que sus resultados no solo podran aplicarse a
la empresa estudiada, sino que contribuiran al avance general del conocimiento sobre
mejores practicas de limpieza industrial en entornos biotecnolégicos y farmacéuticos
(Yadav et al., 2021).

1.11. Alcancey limitaciones
1.11.1 Alcance

Este estudio se enfoca en la validacién del protocolo de limpieza del secador por
aspersion TPG-250, utilizado en la produccién de colageno natural hidrolizado y calostro
bovino en polvo en una empresa biotecnoldgica ubicada en el cantén Pujili, provincia de
Cotopaxi. El andlisis abarca la evaluacion de residuos biotecnoldgicos mediante técnicas
de espectrofotometria UV-visible y la deteccion de actividad microbiana por
bioluminiscencia ATP. El estudio también propondra acciones de mejora en el protocolo
de limpieza basadas en los resultados obtenidos, con el fin de garantizar una mayor

eficacia y seguridad en la produccion.
El alcance del proyecto incluye:

Medicion de la concentracion de residuos en diferentes puntos del equipo tras la
limpieza.

Evaluacion de la eficacia del protocolo en la eliminacion de residuos, tanto quimicos
como biologicos.

Propuesta de mejoras al protocolo vigente basadas en evidencias cientificas.

Aplicacion de técnicas avanzadas de analisis que permiten obtener datos precisos y

6
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confiables para la validacion.
Este estudio se centrara en el periodo de produccion de los meses de julio a septiembre
de 2024, en el cual se procesan los productos de mayor demanda. El propdésito final es
asegurar gue el equipo de secado cumpla con las normativas de buenas practicas de

manufactura (GMP) y que no haya riesgos de contaminacion cruzada en la produccion.
1.11.2. Limitaciones

A pesar de los esfuerzos por abarcar todos los aspectos criticos del protocolo de

limpieza, el estudio presenta algunas limitaciones:

Limitacion temporal: La validacion se realizard Unicamente durante el periodo
comprendido entre julio a septiembre de 2024, lo que puede limitar la posibilidad de

analizar variaciones estacionales en la produccién o en los procedimientos de limpieza.

Disponibilidad de datos historicos: El estudio no incluye andlisis retrospectivo de los
datos de limpieza previos a la implementacion del protocolo actual, lo que podria dificultar

la comparacion con procedimientos anteriores.

Limitaciones técnicas: Si bien se utilizaran herramientas avanzadas como la
espectrofotometria UV-visible y la bioluminiscencia ATP, pueden existir limitaciones en la
sensibilidad de estos métodos para detectar trazas minimas de residuos o contaminacién

en &reas de dificil acceso del equipo.

Variabilidad en los resultados: La eficacia del protocolo de limpieza puede variar
dependiendo de las caracteristicas especificas de los productos procesados y las
condiciones de uso del equipo, lo que podria generar variaciones en los resultados que

no se capturen completamente en este estudio.

Acceso limitado al equipo: El secador por aspersion estara en uso continuo durante el
periodo de estudio, lo que podria limitar la cantidad de pruebas que se pueden realizar

en condiciones controladas o en diferentes estados de operacion.

A pesar de estas limitaciones, los resultados proporcionaran informacion valiosa para la
mejora del protocolo de limpieza y contribuiran al establecimiento de estdndares mas

rigurosos de control de calidad en la produccién de productos biotecnoldgicos.
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Capitulo Il: Marco teérico referencial

2.1. Antecedentes

La tecnologia de secado por aspersion, inventada por Samuel Percy en 1872, ha
evolucionado significativamente, consoliddndose como un proceso clave para la
transformacion de liquidos en polvo, especialmente en las industrias alimentaria,
farmacéutica y biotecnolégica. Inicialmente utilizada en la produccién de férmulas lacteas
y bebidas en polvo, su aplicacién se ha extendido a la encapsulacion de ingredientes
activos, preservando compuestos sensibles durante el almacenamiento y transporte.
Recientemente, se han desarrollado técnicas avanzadas como el nano spray drying, que
permite la creacion de particulas mas finas y uniformes, ampliando las posibilidades de
formulaciones de alto valor afiadido en la industria alimentaria y farmacéutica (Pifion-
Balderrama et al., 2020). El secado por aspersiéon ha permitido la produccion de
ingredientes pulverizados, instantdneos y microencapsulados, aplicAndose también en
la produccion de productos biotecnoldgicos, lo que demuestra su versatilidad en la
industria (Jafari & Samborska, 2021).

En el &mbito biotecnoldgico, el secado por aspersion ha avanzado en el desarrollo de
formulaciones farmacéuticas, especialmente en la creacion de dispersiones soélidas
amorfas y microencapsulacion de ingredientes bioactivos. Este proceso ha sido
optimizado para la estabilidad de productos biotecnolégicos y la administracion de
farmacos de liberacion controlada. Ademas, el secado por aspersion ha permitido la
produccion de polvos inhalables y biocomponentes encapsulados, fundamentales para
la industria farmacéutica y biotecnolégica (Baumann et al., 2021). Su versatilidad y
capacidad de adaptarse a diferentes tipos de productos ha sido clave en su expansion,
lo que incluye aplicaciones emergentes en la administracion de productos biolégicos y

sistemas no orales (Strojewski & Krupa, 2022).

En los dltimos afios, los métodos de limpieza y validacion del secado por aspersion en
la industria biotecnoldgica han avanzado para garantizar la eliminacion eficaz de
residuos y prevenir la contaminacion cruzada. Estos avances incluyen el desarrollo de
métodos de limpieza optimizados y la incorporacion de nuevas tecnologias de control
como el uso de la bioluminiscencia para la deteccién de residuos organicos en
descomposicion. La validacion de estos métodos es esencial para cumplir con los

estandares de calidad y garantizar la seguridad en la produccion de productos

biotecnolégicos.
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La incorporacion de sistemas automatizados y modelos matematicos para el control de
los pardmetros de secado ha mejorado la eficiencia y consistencia del proceso (Sytnikov
et al., 2023)

2.2. Contenido tedrico que fundamenta la investigacion

2.2.1 Secado por aspersion
2.2.1.1. Principios fundamentales del secado por aspersién

El secado por aspersion es un proceso de transformacion de liquidos o suspensiones en
polvo seco mediante la atomizacion del liquido en pequefias gotas, que luego se secan
al entrar en contacto con un gas caliente. Este proceso involucra la transferencia
simultanea de calor y masa, permitiendo una rapida evaporacion de la humedad. Las
gotas atomizadas se secan en camaras donde la temperatura y la velocidad del aire
determinan la velocidad de secado y las propiedades del polvo resultante (Okada et al.,
2020). El proceso es ideal para producir particulas uniformes y controladas con
caracteristicas especificas, lo que lo hace adecuado para la industria alimentaria,

farmacéutica y biotecnoldgica (Alhajj et al., 2021).
2.2.1.2. Componentes principales de un secador por aspersion

Los secadores por aspersion estan compuestos por varios elementos esenciales que
trabajan en conjunto para lograr una evaporacion rapida y eficiente de liquidos en
particulas secas, a continuacion, se presenta una tabla que sintetiza los principales
componentes de un secador por aspersion, destacando sus funciones clave dentro del

proceso de secado y la importancia de cada uno en la operacién eficiente del equipo.

Tabla 2. Partes de un secador por aspersion

Parte del equipo Funcion Referencia
Convierte el liquido en pequefias gotas. Los

atomizadores de disco rotatorio utilizan energia

_ centrifuga, mientras que los de boquilla emplean (Campos et al.,
Atomizador y _ o _
presion o aire comprimido, dependiendo de la 2021)
viscosidad del liquido y las caracteristicas
deseadas del producto final.
Es el lugar donde las gotas atomizadas entran en
) contacto con aire caliente, provocando la _
Camarade y y (Poozesh & Cousin,
evaporacion del solvente y la formacion de
secado 2022)

particulas secas. El disefio de la camara afecta la

eficiencia del secado y la calidad del producto, con



https://consensus.app/papers/atomizers-spray-dryers-review-campos/65a0e61316ea520f8c979e247ffc6182/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/atomizers-spray-dryers-review-campos/65a0e61316ea520f8c979e247ffc6182/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/integrating-drying-model-closed-control-strategy-poozesh/70b6cd7e87135c138aee5d6ffd8ed25b/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/integrating-drying-model-closed-control-strategy-poozesh/70b6cd7e87135c138aee5d6ffd8ed25b/?utm_source=chatgpt

opciones de flujo de aire concurrente o

contracorriente.

Sistemas de
calefaccion y

Controlan la temperatura del aire y el flujo de
ventilacion. La temperatura de entrada del aire

debe estar entre 100 y 200°C. Los sistemas de

(Patel & Bade,

N 2020)
ventilacion recuperacion de calor pueden reducir el consumo
energético hasta en un 30%.
Separa las particulas secas del flujo de aire,
usando ciclones Yy filtros de bolsa. Los ciclones
Colector de ) i _
| emplean fuerza centrifuga para separar particulas, (Anis et al., 2022)
polvo

mientras que los filtros retienen particulas mas

finas, reduciendo emisiones de polvo.

Fuente: Elaboracion Propia

A continuacion, en la Figura 1. se presenta un diagrama del como se disponen cada parte

del secador por aspersion para su correcto funcionamiento.

Figura 1. Diagrama estandar de un secador por aspersion.

Fuente: (Takwaa et al., 2023)

2.2.2 Aplicaciones en la industria biotecnolégica
Alimentador del
Atomizador
|} <~ Atomizador
— g
Fittro [><7] P4
1
élaslteenrr:ﬁmml g Colactqrdeaire
de Aire - { Residual
-s !RT] L 253
N o Filtro
Ventilador Camara ck\ \\‘ / ﬂ l”
Secado \ £ [ L .
Colect.ord;zPolvo
En biotecnologia, el secado por aspersibn se utiliza ampliamente para la

microencapsulacion de ingredientes bioactivos y la produccion de formulaciones
farmacéuticas con liberacion controlada. Este proceso permite preservar la estabilidad
de productos sensibles como enzimas y farmacos bioldgicos, lo que es fundamental para
la fabricacion de medicamentos inhalables, vacunas y otros productos terapéuticos.
Ademas, el secado por aspersion ofrece ventajas en la produccion de nanoparticulas,
gue son esenciales para la administracién de farmacos y el disefio de sistemas de

liberacién controlada (Strojewski & Krupa, 2022). También es utilizado para encapsular
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https://consensus.app/papers/energy-targeting-process-integration-spray-dryer-heat-patel/376048c9b09e53c6a05702adfdd65ff1/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/energy-targeting-process-integration-spray-dryer-heat-patel/376048c9b09e53c6a05702adfdd65ff1/?utm_source=chatgpt
https://consensus.app/papers/chemicals-inhaled-spray-cleaning-disinfection-products-clausen/981ca14f0e59576d974d21d0dfbce9ff/?utm_source=chatgpt

aceites esenciales y compuestos bioactivos en la industria alimentaria, preservando sus
propiedades antioxidantes y mejorando su estabilidad durante el almacenamiento (Reis
et al., 2022).

2.2.3 Métodos de limpieza en equipos de produccion biotecnologica
La limpieza en la industria biotecnoldgica es crucial para evitar la contaminacion cruzada,

garantizar la calidad del producto y cumplir con las regulaciones. Al ser el secador por
aspersion un equipo bastante versatil, pero a la vez muy grande y costoso, un mismo
equipo suele ser utilizado para procesar varios productos biotecnolégicos dentro de una
planta productiva, por lo que después de cada proceso se debe realizar una limpieza
exhaustiva para evitar contaminacion por residuos o agentes de limpieza. El
cumplimiento de buenas préacticas de manufactura (GMP) exige que los equipos sean
limpiados adecuadamente para eliminar cualquier rastro de contaminantes antes de su
uso en la produccion de nuevos lotes (Sarwar et al., 2020). Ademas, la validacion de los
procesos de limpieza proporciona evidencia documentada de que estos son

reproducibles y efectivos (Manasova et al., 2021)

En los procesos biotecnolégicos, los residuos mas comunes incluyen restos de productos
procesados anteriormente en el equipo, agentes de limpieza, particulas, y contaminantes
microbiolégicos. Estos pueden ser microorganismos como bacterias, mohos o levaduras,
gue pueden formar biofilms en los equipos si no se eliminan adecuadamente (Delhalle
et al., 2020). En el caso de productos farmacéuticos, los ingredientes farmacéuticos
activos (API) residuales son una fuente importante de contaminacién que debe
controlarse cuidadosamente para evitar efectos adversos en productos subsecuentes
(Sheng et al., 2020).

Los métodos de limpieza en la industria biotecnoldgica incluyen técnicas como la
limpieza in situ (CIP) y la limpieza con solventes. La CIP se utiliza para limpiar los equipos
sin necesidad de desarmarlos, y comunmente emplea productos quimicos como acidos
y alcalis para descomponer los residuos. Sin embargo, los enfoques enzimaticos estan
ganando popularidad debido a su sostenibilidad, ya que reducen el uso de agua y
productos quimicos, y son efectivos en la eliminacion de biofilms (Pant et al., 2023).
Adicionalmente, se han desarrollado técnicas innovadoras como la espectroscopia
infrarroja para verificar la limpieza en tiempo real y reducir la necesidad de pruebas de

laboratorio posteriores (Sarwar et al., 2020).

2.2.4 Protocolos de limpieza para secadores por aspersion
2.2.4.1. Elementos clave de un protocolo de limpieza efectivo
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Los protocolos de limpieza para secadores por aspersion (Spray Dryers) son esenciales
para mantener la seguridad y calidad en la produccién de productos biotecnoldgicos. Los

elementos clave de un protocolo de limpieza efectivo incluyen:

e Seleccién adecuada de agentes de limpieza: Deben ser capaces de eliminar tanto
residuos de productos como contaminantes microbianos. Por ejemplo, estudios
han demostrado la efectividad de soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) en la
limpieza en spray dryers para alimentos en polvo (Tsai et al., 2021).

e Meétodos de verificacion de la limpieza: El uso de técnicas como la
espectrofotometria UV-visible para medir residuos de productos o la
bioluminiscencia para detectar actividad de ATP en residuos organicos es crucial
para asegurar que el equipo esté completamente limpio (Manasova et al., 2021).

e Documentacion y monitoreo: Todos los procesos de limpieza deben estar bien
documentados y monitoreados para asegurar la repetibilidad y efectividad del
proceso a lo largo del tiempo (Jafari & Samborska, 2021).

2.2.4.2. Desafios especificos en la limpieza de secadores por aspersion

Limpiar secadores por aspersion plantea varios desafios debido a la naturaleza de los

productos procesados:

e Acumulacion de residuos en areas de dificil acceso: Los secadores suelen tener
areas donde se acumulan residuos, lo que dificulta la limpieza completa. Esto es
particularmente problematico con productos viscosos 0 pegajosos (Samborska et
al., 2021)

e Contaminacion cruzada: Los residuos que permanecen en las superficies pueden
causar contaminacion cruzada entre lotes de produccién, afectando la calidad y
seguridad del producto final (Steinbrunner et al., 2021).

e Condiciones de operacion extremas: Las altas temperaturas necesarias para el
proceso de secado pueden dificultar la eliminacion de residuos resistentes y el
acceso adecuado a todas las areas del equipo (Ramos et al., 2021)

2.2.5 Normativas y estandares aplicables

El sector industrial, especialmente en el dmbito biotecnoldgico, esta regido por un
complejo sistema de normativas y estandares internacionales que garantizan la calidad,
seguridad y eficiencia de los procesos productivos. Estas regulaciones forman un marco
integral que abarca desde la limpieza y mantenimiento de equipos hasta el control
microbiolégico y la eficiencia energética, asegurando productos seguros y procesos

sostenibles.

Figura 2. Normativas y Regulaciones de la industria biotecnol6gica
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Mantenimiento
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Fuente: Elaboracion Propia

La implementacion de estas normativas representa un enfoque hacia la calidad y
seguridad en la produccién industrial. Las GMP, como piedra angular de este sistema
regulatorio, establecen las bases para los procedimientos de limpieza y control de
calidad, mientras que las diferentes normas ISO complementan estos requerimientos
con especificaciones técnicas detalladas para aspectos especificos como el control
microbioldgico y la eficiencia energética (Baumann et al., 2021). Esta estructura
multinivel asegura que cada aspecto del proceso productivo esté adecuadamente

controlado y monitoreado.

Un aspecto fundamental de estas normativas es su interrelacion y complementariedad.
Por ejemplo, mientras la ISO 14698 se centra en el control microbiolégico (Ensor et al.,
2021)., la ISO 14644-16 aborda la eficiencia energética aire (Clausen et al., 2020), y la
ISO/TS 22002-1 se enfoca en la seguridad alimentaria (Handayani et al., 2021). Esta

convergencia de estandares crea un marco regulatorio robusto que permite a las
13
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industrias mantener altos niveles de calidad y seguridad mientras optimizan sus recursos
y minimizan su impacto ambiental. La adhesién a estas normativas no solo garantiza el
cumplimiento legal, sino que también promueve la mejora continua en los procesos

industriales.

2.2.6 Validacion de protocolos de limpieza
2.2.6.1. Conceptos basicos de validacion

La validacién de limpieza es un proceso sistemético que proporciona evidencia
documentada de que un procedimiento de limpieza es capaz de eliminar residuos de
productos, agentes de limpieza y contaminantes microbianos a niveles aceptables. Este
proceso se asegura de que no haya contaminacion cruzada entre lotes o productos
diferentes. En la industria farmacéutica y biotecnoldgica, la validacion se realiza para
cumplir con regulaciones de Buenas Practicas de Manufactura (GMP) y asegurar la

calidad y seguridad del producto final (Jena et al., 2020).
Las etapas clave incluyen:

e Establecimiento de criterios de aceptacion: Definir niveles maximos permitidos de
residuos o contaminantes.

e Seleccién de métodos de limpieza: Uso de agentes y métodos adecuados para
eliminar residuos.

e Pruebas y documentacion: Asegurarse de que los procedimientos de limpieza
sean reproducibles y efectivos en condiciones operativas reales

2.2.6.2 Métodos de validacién para equipos de produccion biotecnoldgica

Existen varios métodos para validar la limpieza de equipos en la produccién

biotecnoldgica, que incluyen:

e Muestreo por hisopado: Consiste en frotar superficies del equipo con hisopos
estériles para detectar residuos de productos o contaminantes microbianos. Este
meétodo es Util en areas criticas, pero depende del tipo de superficie y la técnica
de muestreo utilizada (Ramandi & Asgharian, 2018)

e Andlisis de enjuague: Consiste en enjuagar las superficies internas del equipo con
un solvente que luego se analiza en busca de residuos. Este método es eficaz
para superficies internas y tuberias de dificil acceso (Manasova et al., 2021)

e Espectroscopia Infrarroja (IR): Un método mas reciente utiliza tecnologia infrarroja
de mano para verificar residuos en tiempo real, eliminando la necesidad de
pruebas de laboratorio mas complejas (Sarwar et al., 2020)

2.2.6.3. Criterios de aceptacion en la validacion de limpieza
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Los criterios de aceptacion son esenciales para definir cuando un equipo se considera

limpio. Estos incluyen:

e Limites de residuos aceptables: Se basan en calculos como la Transferencia
Méxima Permitida (MACO), que garantiza que los residuos de productos
anteriores no contaminen el producto siguiente (Che et al., 2020)

e Ensayos analiticos: Métodos como HPLC permiten cuantificar con precision
residuos en superficies, asegurando que estén por debajo de los limites
predefinidos (Ruvashbili, 2022)

e Pruebas microbiologicas: Especialmente importantes en la produccién de
productos biotecnoldgicos, donde los contaminantes microbianos deben estar
completamente eliminados (Abrasheva et al., 2022)

2.2.7 Métodos de evaluacion de la eficacia de limpieza

2.2.7.1. Anadlisis de residuos de productos biotecnoldgicos

La evaluacion de la eficacia de los protocolos de limpieza en equipos biotecnoldgicos es
crucial para asegurar la eliminacion completa de residuos de productos y contaminantes.
Este proceso implica el uso de técnicas analiticas que permiten medir la presencia de
residuos, garantizando que los equipos se encuentren listos para la produccién sin riesgo

de contaminacién cruzada (Sarwar et al., 2020).

A continuacion, se presentan las técnicas mas comunes de andlisis de residuos de

productos biotecnolégicos usados en la industria.
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Tabla 3. Técnicas comunes de analisis de residuos.

Técnica Analitica Fundamento Ventajas Desventajas  Referencia
) Facil de
Detecta residuos )
o aplicar, No es
farmacéuticos y ]
_ o _ permite adecuado
) biotecnologicos mediante . _
Espectrofotometria _ analisis pararesiduos (Prabhu et
absorbancia de luz UV- e
cuantitativos no al., 2021)

UV-Visible . . _
visible, comunmente aplicado . B
y rapidos de  absorbentes

en muestreo por hisopado y

_ contaminante a UVv.
enjuague.
S.
Alta precision Requiere

Separa y cuantifica residuos o )
y sensibilidad equipos y

Cromatografia _ I
o de compuestos a nivel de ) (Bilgin et
Liquida de Alta _ para detectar  tiemposde
_ trazas mediante fases _ o al., 2023)
Resolucion (HPLC) _ _ . residuos analisis
estacionarias y moviles. _ )
peligrosos. complejos.
Puede ser
Cuantifica adenosina Réapido y menos
_ o _ trifosfato (ATP) como efectivopara  preciso que _
Bioluminiscencia o _ _ ) (Masia et
indicador de residuos monitorear métodos
de ATP o _ _ . o _ S al., 2021)
orgéanicos y microbianos, util limpieza en microbiologic
en tiempo real. tiempo real. 0s
tradicionales.
Permite
Detecta y analiza residuos en  deteccién en Limitada para
) superficies a través de la tiemporealy residuos sin
Espectroscopia » . _ _ . (Sarwar et
_ absorcion de luz infrarroja, evita pruebas caracteristica
Infrarroja (IR) _ " . _ _ al., 2020)
especialmente (til en equipos de s infrarrojas
portatiles. laboratorio significativas.
extensas.
Alta
Utiliza la fluorescencia de sensibilidad No aplicable
Espectroscopia de contaminantes especificos  pararesiduos  paratodos (Kohli,
Fluorescencia para cuantificar residuos fluorescentes  los tipos de 2012)
sobre superficies. , répido residuos.
andlisis.
Analiza diversidad Proporciona

Costoso y (Cooper et

requiere de al., 2011)

Microarrays de
ADN

microbiana en superficies alta precision

mediante perfiles genéticos, en la
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ideal para monitorear deteccion de personal
limpieza microbiolégica. microorganis  capacitado.
mos.
No invasivo, ]
. L . Equipo
XPS Evalla el estado quimico ideal para )
i . , e costoso y (Giovannoz
(Espectroscopia de superficial mediante la analisis en __ )
o ! limitado a zietal,
Fotoelectrones de emision de electrones profundidad o
_ superficies 2018)
Rayos X) estimulada por rayos X. de .
o especificas.
superficies.
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Capitulo Ill: Disefio Metodolégico

3.1. Tipo y Disefio de Investigacion

3.1.1. Tipo de Investigacion
El presente estudio correspondié a una investigacion aplicada, ya que se enfoco en

resolver un problema especifico en un entorno industrial mediante la validacion del
protocolo de limpieza del secador por aspersion (Spray Dryer) utilizado en la produccién
de productos biotecnologicos. El enfoque fue cuantitativo, dado que se realizaron
mediciones objetivas y repetitivas de los residuos presentes en el equipo, utilizando
herramientas de analisis como la espectrofotometria UV-visible y el andlisis de actividad
ATP por bioluminiscencia. Este tipo de investigacion aplicada tuvo un caracter
experimental, ya que se evalug la eficacia de un protocolo de limpieza existente y se

propusieron mejoras basadas en los resultados obtenidos.

3.1.2. Disefio de Investigacion
El disefio de la investigacion es cuasiexperimental, especificamente de tipo pretest-

postest. En este caso, se realizaran mediciones de los residuos presentes en tres puntos
criticos del secador por aspersion (ciclén, codo y motor de descarga) antes y después
de aplicar el protocolo de limpieza. Estas mediciones se repetiran con una frecuencia de
dos veces al mes durante tres meses, sumando un total de seis mediciones por cada

punto de analisis.

Las mediciones para la determinacion de residuos biotecnoldgicos se realizaran
mediante espectrofotometria UV-visible, lo que permitira cuantificar la concentracion de
residuos presentes en los puntos evaluados. Adicionalmente, la evaluacion de la eficacia
del protocolo de limpieza frente a la contaminacion se llevara a cabo mediante el andlisis
de actividad ATP por bioluminiscencia, un método que mide la presencia de

microorganismos o materia organica residual.

La investigacion contempla un enfoque longitudinal, ya que las mediciones se realizaran
durante un periodo de tres meses, permitiendo observar la variabilidad de los resultados
y la consistencia en la eliminacién de residuos a lo largo del tiempo. Esto permite detectar

posibles tendencias o deficiencias en el protocolo actual de limpieza.

3.1.3. Variables
Variable independiente: Protocolo de limpieza aplicado.

Variable dependiente: Concentracion de residuos biotecnologicos y contaminacion

residual (medida por ATP).

3.1.4. Poblaciény Muestra
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La muestra de estudio se define por las areas criticas seleccionadas del secador por
aspersion, a saber: Ciclén, Codo y Motor de descarga. Estas zonas han sido elegidas
debido a su alta susceptibilidad a la acumulacion de residuos y su relevancia en el

proceso de secado de productos biotecnoldgicos.

Tabla 4. Etiquetas de cada area critica evaluada

Area Etiqueta
Ciclén Punto 1
Codo Punto 2
Motor de Descarga Punto 3

3.2. Métodos y Técnicas
Para la validacion del protocolo de limpieza del secador por aspersion (Spray Dryer) y la

determinacién de residuos de productos biotecnolégicos, se emplearon dos técnicas
analiticas principales: el test de ATP por bioluminiscencia y la espectrofotometria UV-
Visible. Ambas técnicas permitieron evaluar la eficacia del protocolo de limpieza en la
eliminacion de residuos y contaminantes, asi como cuantificar su presencia en los puntos

criticos seleccionados del equipo como se observa en el siguiente diagrama:

3.2.1. Determinacion de Contaminacion por ATP — Bioluminiscencia
La técnica de bioluminiscencia ATP (Adenosin trifosfato) es ampliamente utilizada para

la determinacion de contaminacién microbiana y de residuos organicos, ya que el ATP
es un indicador universal de materia biolégica viva o en descomposicion. La medicion de
ATP se realiz6 utilizando un lumindmetro 3M™ Clean Trace™ LX25, el cual detecto la
luz emitida durante la reaccion entre el ATP presente en las muestras y la enzima

luciferasa, producida por los organismos del género Photinus.

La prueba de ATP fue realizada en tres puntos criticos del secador por aspersion (ciclon,
codo y motor de descarga) tras la aplicacion del protocolo de limpieza. Se tomaron
muestras de un area de 10x10cm antes y después de la aplicacion del protocolo de
limpieza. Este analisis permitié evaluar la eficacia del proceso de limpieza para eliminar
no solo residuos de productos biotecnolégicos, sino también restos de materia organica

0 contaminacién microbiana potencialmente presentes.

3.2.2. Determinacion de Residuos por Espectrofotometria UV-Visible
La espectrofotometria UV-visible se utilizd para cuantificar la concentracion de residuos

de productos biotecnologicos presentes en las superficies del equipo tras la limpieza.

Esta técnica se basa en la absorcion de luz por parte de las moléculas en la regién
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ultravioleta (UV) o visible del espectro electromagnético. Para la determinacion de
residuos de colageno se empled el método Bradford de deteccién de péptidos y
proteinas, debido a que el coldgeno hidrolizado producido cuenta con un 75% de
proteinas segun los datos del departamento de calidad de la empresa, para ello se tomo
una muestra de residuos de una zona de 10x10cm en cada punto evaluado y se
realizaron 4 diluciones seriadas de 1/1, 1/10, 1/100 y 1/1000, posteriormente se tomo
una muestra de 0,1ml a la cual se le afiadié 2ml de la soluciéon de Bradford compuesta
por azul brillante de Coomassie, etanol, acido fosforico y agua destilada, tras 2 minutos
se midi6 la absorbancia a 595nm con espectrofotometro modelo Thermo Fischer

Evolution One Plus Spectrophotometer.

Por otro lado, para obtener la concentracion de residuos de calostro bovino se empled
el método de determinacion de carbohidratos totales de Albalasmeh, Berhe y Ghezzehei,
debido a que el calostro bovino procesado cuenta con 70% de carbohidratos segun los
datos del departamento de calidad de la empresa, para este método al igual que con el
método Bradford se tom6 una muestra de un area de 10x10cm y se realizaron diluciones
seriadas de 1/1, 1/10, 1/100 y 1/100 de las cuales se tom6 una muestra de 1ml y se le
agrego 3 ml de acido sulfarico concentrado, posteriormente se agitaron las muestras y
fueron colocadas en un bafio de hielo por 2 minutos, dichas muestras fueron colocadas
en el espectrofotometro y medidas a una absorbancia de 315 nm, las mediciones se
realizaron en los tres puntos criticos (ciclén, codo y motor de descarga) antes y después

de la limpieza.

Se tomaron en consideracion los valores de absorbancia obtenidos en la dilucién 1/100,
debido a que las mediciones de las diluciones anteriores salian del rango de medicién
del espectrofotometro, posteriormente los valores de absorbancia obtenidos fueron
convertidos a valores de concentracion de mg/ml mediante una curva estandar realizada
con concentraciones conocidas de proteina de albumina de huevo en el caso del
colageno mientras que para el caso del calostro bovino se usé una curva estandar
realizada con concentraciones conocidas de glucosa, finalmente los valores en unidades

de mg/ml se transformaron en valores con unidades de mg/cm?.

3.2.3. Célculo de Eficiencia del protocolo de limpieza
La eficiencia se define como el porcentaje de reduccién de la concentracion de residuos

y del nivel de actividad ATP antes y después de la limpieza. Este valor puede expresarse
en términos de la disminucion relativa de contaminantes en los puntos criticos analizados

(ciclén, codo y motor de descarga) tras aplicar el protocolo de limpieza.
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Para cada uno de los puntos criticos (ciclén, codo y motor de descarga), se realizo el
siguiente calculo de eficiencia para las variables de concentracion de residuos y nivel de
actividad ATP.

L. . Nivel Inicial — Nivel Final
Eficiencia de limpieza (%) = ( T P ) * 100
ivel Inicia

Donde:

Nivel inicial = Concentracién de residuos (mg/cm?) o actividad ATP (RLU) antes de la

limpieza.

Nivel final = Concentracién de residuos (mg/cm?) o actividad ATP (RLU) después de la

limpieza.

3.3. Procesamiento Estadistico de Datos
El analisis de los datos obtenidos durante la validacion del protocolo de limpieza del

secador por aspersion se llevo a cabo utilizando el software estadistico “SPSS version
26”. Este analisis permitio evaluar la eficacia del protocolo de limpieza en funcion de las
variables dependientes e independientes, asi como identificar posibles diferencias en la

concentracion de residuos y niveles de ATP en funcion del tipo de producto procesado.

3.3.1. Prueba de Normalidad
Antes de proceder con los analisis inferenciales, se aplico la prueba de normalidad de

Shapiro-Wilk para verificar si las variables dependientes (concentraciéon de residuos y
nivel de actividad ATP) seguian una distribucion normal. Este paso fue necesario para
determinar qué pruebas estadisticas serian apropiadas para el analisis de los datos.
Debido a que los datos presentaron una distribucion normal, se procedié con pruebas
estadisticas cuyos supuestos de aplicacién contemplan una distribucién normal de los
datos.

3.3.2. Analisis de Comparacion
Dado que el objetivo del estudio fue evaluar las diferencias en la concentracién de

residuos y nivel de actividad ATP antes y después de aplicar el protocolo de limpieza, y

entre los diferentes tipos de producto procesado, se realizaron los siguientes analisis:

Prueba t de Student para muestras pareadas: Se utiliz6 esta prueba para comparar
las mediciones realizadas antes y después del proceso de limpieza en cada punto critico.
Se analizaron los cambios en la concentracion de residuos y nivel de actividad ATP, tanto
para el calostro bovino como para el colageno hidrolizado.
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Andlisis de varianza (ANOVA): Esta prueba se aplicé para analizar la influencia del tipo
de producto procesado (calostro bovino vs. colageno hidrolizado) sobre la concentracion
de residuos y el nivel de actividad ATP tras la limpieza. Esta prueba permitié identificar
si existian diferencias significativas entre los dos productos en términos de la eficacia del

protocolo de limpieza.

3.3.3. Analisis de Correlacion
Ademas, se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson para determinar si existia una

relacion significativa entre las variables dependientes (concentracion de residuos y nivel
de actividad ATP) y la variable independiente eficiencia del protocolo de limpieza. Este
analisis permitio evaluar si un mayor nivel de residuos o ATP correspondia con una

menor eficiencia del protocolo de limpieza.

3.3.4. Interpretacion de Resultados
Los resultados obtenidos de las pruebas estadisticas se interpretaron con base en un

nivel de significancia del 5% (p < 0.05), lo cual permitié establecer conclusiones sobre la

validez del protocolo de limpieza en funcion del tipo de producto procesado y la

eliminacién de residuos.
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Capitulo IV: Andlisis e Interpretacién de Resultados

4.1. Mediciones
Niveles de actividad de ATP
Los primeros resultados obtenidos fueron los niveles de actividad de ATP medidos antes

y después de aplicar el protocolo de limpieza.

Figura 3. Niveles de actividad de ATP antes de aplicar el protocolo de limpieza
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Producto

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Figura 4. Niveles de actividad de ATP posterior de la aplicacién del protocolo de limpieza
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Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia
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En las Figuras 3 y 4. se observan los niveles de actividad de ATP antes y después de
aplicar el protocolo de limpieza, se logra apreciar que el calostro bovino genera mayor
cantidad de actividad de ATP en ambos casos, esto indicaria que el calostro bovino

propicia un ambiente mas apto para el crecimiento microbiano.

Tabla 5. Niveles promedio de actividad de ATP (RLU)

Producto PuNto Actividad ATP Actividad ATP
Prelimpieza (RLU) Postlimpieza (RLU)

1 162,50 27,33
Colageno 2 139,83 13,83

3 86,67 7,00

1 176,83 40,67
Calostro 2 169,33 17,50

3 129,50 13,83

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Como se observa en la Tabla 5. donde se reportan los niveles promedio de actividad de
ATP medidos en unidades de luz relativa (RLU), se logra observar una gran diferencia
entre los niveles antes de aplicar el protocolo y después de aplicar el protocolo en todos
los puntos muestreados, o cual indica una aparente alta eficiencia del protocolo para

disminuir los niveles de actividad de ATP.

Concentracion de residuos
Posteriormente a la obtencion de los resultados del nivel de actividad de ATP, se
obtuvieron los resultados de la concentracién de residuos de los productos evaluados

antes y después de la aplicacién del protocolo de limpieza.
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Figura 5. Concentracion de residuos antes de aplicar el protocolo de limpieza
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Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Figura 6. Concentracion de residuos posterior de la aplicacién del protocolo de limpieza
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En las figuras 5y 6 se aprecian los niveles de concentracion de residuos antes y después
de aplicado el protocolo de limpieza del equipo, se observa que el calostro cuenta una
mayor concentracion de residuos antes de la limpieza, mientras que tras la limpieza
cuenta con valores de concentracion similares al colageno.

Tabla 6. Niveles promedio de concentracion de residuos (mg/cm?)

Producto PuNto Concentraciéon de Residuos Concentracion de Residuos
Prelimpieza (mg/cm?) Postlimpieza (mg/cm?)
1 94,6 8,3
Coladgeno 2 94,0 9,0
3 66,4 6,2
1 121,3 9,3
Calostro 2 91,0 8,3
3 95,3 6,8

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Como se aprecia en la Tabla 6. Al igual que con la actividad de ATP, la concentracion de
residuos disminuye considerablemente tras aplicar el protocolo de limpieza lo que
indicaria una aparente alta eficiencia del protocolo para eliminar residuos dentro de los
puntos evaluados. No obstante, estos datos obtenidos fueron sometidos a analisis

estadisticos para corroborar la validez del protocolo a niveles mas precisos.

4.2. Pruebade normalidad
El primer andlisis realizado fue una prueba de normalidad para los datos obtenidos con

el fin de conocer la naturaleza de los mismos, para ello se aplicd una prueba de Shapiro-
Wilk para muestras menores a 50 mediciones (n<50) tanto a los resultados observados

en el nivel de actividad de ATP y concentracion de residuos.

Prueba de normalidad en niveles de actividad de ATP
La prueba de normalidad sobre los datos obtenidos en niveles de actividad de ATP se
realiz6 tomando en cuenta cada uno de los puntos evaluados, esta decision fue tomada
para tener una mayor precision en la determinacion de la distribucion de los datos

recabados. Para ello se tomo en consideracion las siguientes hipotesis:
HO: Los datos analizados cuentan con una distribucién normal.

H1: Los datos analizados cuentan con una distribucion distinta a la distribucidon normal.
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Tabla 7. Prueba de Normalidad de Actividad de ATP colageno hidrolizado

: Significancia
Punto Muestreado Estado Grados de libertad (p-valor)
Pre-limpieza 6 0,102
P1
Post-limpieza 6 0,126
P2 Pre-limpieza 6 0,801
Post-limpieza 6 0,354
Pre-limpieza 6 0,078
P3
Post-limpieza 6 0,139
Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia
Tabla 8. Prueba de Normalidad de Actividad de ATP calostro bovino
Punto Muestreado Estado Grados de libertad Significancia
(p-valor)
Pre-limpieza 6 0,473
F1l
Post-limpieza 6 0,819
Pre-limpieza 6 0,961
P2
Post-limpieza 6 0,99
p3 Pre-limpieza 6 0,794
Post-limpieza 6 0,652

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Como se logra apreciar en la Tabla 7 y 8. Donde se evalua la normalidad de los datos
obtenidos de la actividad de ATP en los puntos posterior a la produccién de colageno
hidrolizado y calostro bovino respectivamente, el valor de significancia o p-valor fue
superior a 0,05 (p>0,05) por lo tanto, se acepta la hipo6tesis nula que estipula una

distribuciéon normal en los datos.

Prueba de Normalidad en concentracion de residuos
Al igual que los datos obtenidos de la actividad de ATP, los datos de concentracion de
residuos fueron sometidos a una prueba de normalidad para tener certeza sobre el tipo
de distribucién de estos. Nuevamente aplicando la prueba de Shapiro-Wilk se

establecieron las siguientes hipétesis:
HO: Los datos analizados cuentan con una distribuciéon normal.
H1: Los datos analizados cuentan con una distribucion distinta a la distribucién normal.

Tabla 9. Prueba de Normalidad de concentracion de residuos de colageno
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Punto Muestreado Estado Grados de libertad el el
(p-valor)

Pre-limpieza 6 0,415

P1
Post-limpieza 6 0,885
Pre-limpieza 6 0,121

P2 _ =
Post-limpieza 6 0,091

p3 Pre-limpieza 6 0,101
Post-limpieza 6 0,83

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Tabla 10. Prueba de Normalidad de concentracion de residuos de calostro bovino

Punto Muestreado Estado Grados de libertad Significancia
(p-valor)

Pre-limpieza 6 0,948

P1
Post-limpieza 6 0,565

P2 Pre-limpieza 6 0,925
Post-limpieza 6 0,415
Pre-limpieza 6 0,091

P3
Post-limpieza 6 0,804

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Como se puede observar en las tablas 9 y 10 los valores de significancia en la prueba
de normalidad tanto para el colageno hidrolizado como calostro bovino fueron mayores
a 0,05 (p>0,05) lo que indica que se debe tomar la hipétesis nula como verdadera por lo

tanto los datos obtenidos cuentan con una distribucién normal.

4.3. Analisis Comparativo
Prueba T para muestras pareadas actividad de ATP

Posteriormente a las pruebas de normalidad se procedio a realizar una prueba T para
comparar el nivel de actividad de ATP antes y después de aplicado el protocolo de

limpieza, esta prueba se realiz6 considerando las siguientes hipotesis:

HO: La aplicacion del protocolo de limpieza no genera una diferencia estadisticamente

significativa en el nivel de actividad de ATP en las zonas muestreadas

H1: La aplicacion del protocolo de limpieza genera una diferencia estadisticamente

significativa en el nivel de actividad de ATP en las zonas muestreadas

Tabla 11. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Colageno - Actividad de ATP
28
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Diferencias Emparejadas

Media Desv. t Grados de Significancia
Estandar libertad (p-valor)
Pre-limpieza vs
113,611 26,562 18,146 17 ,000

Post-Lipieza

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Tabla 12. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Calostro Bovino - Actividad de ATP

Diferencias Emparejadas

Media Desv. ¢ Grados de Significancia
Estandar libertad (p-valor)
Pre-limpieza vs
134,556 17,068 33,447 17 ,000

Post-Lipieza

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Como se observa en las tablas 11 y 12 donde se compararon los valores de actividad de
ATP antes y después de aplicar el protocolo de limpieza para los procesos de obtencion
de colageno hidrolizado y calostro bovino respectivamente, se aprecia un valor de
significancia menor a 0,05 (p<0,05), el cual indica que se debe rechazar la hipétesis nula
y adoptar la hipotesis alterna, esto indica que el protocolo de limpieza demuestra tener

efectividad para disminuir el nivel de actividad de ATP.

Prueba T para muestras pareadas concentracion de residuos
Al igual que con la variable de actividad de ATP también se realiz6 una prueba T para
muestras pareadas sobre la variable de concentracion de residuos, esta prueba

estadistica fue aplicada para comprobar las siguientes hipétesis:

HO: La aplicacion del protocolo de limpieza no genera una diferencia estadisticamente

significativa en la concentracion de residuos en las zonas muestreadas

H1: La aplicacion del protocolo de limpieza genera una diferencia estadisticamente

significativa en la concentracion de residuos en las zonas muestreadas

Tabla 13. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Colageno — Concentracion de Residuos

Diferencias Emparejadas

Media Desv. t Grados de Significancia
Estandar libertad (p-valor)
Pre-limpieza vs
o 77,167 12,473 25,962 17 ,000
Post-Lipieza
Fuente: SPSS Statistics
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Elaboracion: Propia

Tabla 14. Prueba T Prelimpieza-Postlimpieza Calostro Bovino — Concentracion de
Residuos

Diferencias Emparejadas

Media Desv. i Grados de Significancia
Estandar libertad (p-valor)
Pre-limpieza vs
94,278 14,066 28,436 17 ,000

Post-Lipieza

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

En las tablas 13 y 14 se observa un valor de significancia menor a 0,05 (p<0,05) tanto
para colageno hidrolizado y calostro bovino, aceptando la hipotesis alternativa y por lo
tanto afirmando que el protocolo de limpieza genera una diferencia estadisticamente

significativa en la concentracion de residuos en los puntos muestreados.

Andlisis de Varianza de Eficiencia
Una vez que se confirmé que el protocolo de limpieza tiene un efecto estadisticamente
significativo sobre el nivel de actividad de ATP y la concentracion de residuos en los

puntos muestreados se calculd la eficiencia del protocolo en cada punto.

Tabla 15. Eficiencia del protocolo de limpieza para disminuir la actividad de ATP

Punto % Eficiencia Promedio Coldgeno % Eficiencia Promedio Calostro

1 83,12 76,95

2 90,03 89,66

3 91,88 89,33
Promedio 88,34 85,31
General

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia
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Tabla 16. Eficiencia del protocolo de limpieza para disminuir la concentracion de residuos

Punto % Eficiencia Promedio Colageno % Eficiencia Promedio Calostro

1 91,18 92,30

2 90,40 90,83

3 90,75 92,82

Promedio 90,78 91,98
General

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Las tablas 15 y 16 muestran la eficiencia del protocolo de limpieza en cada punto para
disminuir la actividad de ATP y la concentracion de residuos respectivamente, a simple
vista se aprecia que el protocolo tiene valores mas altos de eficiencia en la disminucién
de actividad de ATP tras el procesamiento de colageno, mientras que presenta una
mayor eficiencia en la disminucién de residuos tras el procesamiento de calostro bovino,
no obstante para confirmar estas observaciones se procedié a realizar una prueba
ANOVA sobre los valores de eficiencia.
Andlisis de Eficiencia del protocolo para disminuir la actividad de ATP

En primer lugar, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) considerando los valores de
eficiencia para disminuir la actividad de ATP tras el procesamiento de colageno

hidrolizado y calostro bovino tomando en cuenta las siguientes hipétesis:

HO: La eficiencia del protocolo de limpieza es estadisticamente similar para reducir la
actividad de ATP tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el procesamiento de
calostro bovino.

H1: La eficiencia del protocolo de limpieza no es estadisticamente similar para reducir la
actividad de ATP tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el procesamiento de
calostro bovino.

Tabla 17. ANOVA %Eficiencia Colageno vs Calostro actividad de ATP

Suma de Grados de Media = Significancia
Cuadrados Libertad Cuadratica (p-valor)
Entre grupos 82,749 1 82,749 2,913 ,097
Dentro de
965,878 34 28,408
Grupos
Total 1048,627 35

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Como se aprecia en la Tabla 17., el valor de significancia de la prueba ANOVA fue mayor

a 0,05 (p>0,05) por lo tanto se acepta la hipotesis nula, lo que implica que a pesar de
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tener valores promedio de eficiencia como se observa en la tabla 14., esta diferencia no
es estadisticamente significativa y se puede afirmar que el protocolo tiene una eficiencia
similar para disminuir la actividad de ATP tanto en el caso de procesar colageno
hidrolizado como en el caso de procesar calostro bovino.

Posteriormente se evaluo la eficiencia para disminuir la actividad de ATP comparando

cada punto segun el tipo de producto procesado evaluando las siguientes hipétesis:

HO: No existe diferencia estadisticamente significativa en la eficiencia del protocolo para

reducir los niveles de actividad de ATP entre los diferentes puntos de muestreo.

H1: Existe diferencia estadisticamente significativa en la eficiencia del protocolo para

reducir los niveles de actividad de ATP entre los diferentes puntos de muestreo.

Tabla 18. ANOVA %Eficiencia Coldgeno y Calostro actividad de ATP

Suma de Grggos Media . Significancia
Cuadrados .04 4 Cuadrética (p-valor)
37,3
Entre 256,167 2 128,083 000
Eficiencia grupos 4
Colageno Dentro de 51,406 15 3,427
Grupos
Total 307,572 17
37,3
Entre 630,250 2 315,125 000
Eficiencia grupos 74
Calostro ~ Deénrode - 2g 056 15 1,870
Grupos
Total 658,305 17

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Como se observa en la Tabla 18. donde se encuentra el analisis de varianza entre la
eficiencia de cada punto, se hallan valores de significancia menores a 0,05 (p<0,05) tanto
para la eficiencia del protocolo sobre el colageno hidrolizado y sobre el calostro bovino
rechazando la hipétesis nula y adoptando la hipétesis alterna la cual afirma que existen
diferencias significativas entre la eficiencia del protocolo en los diferentes puntos

muestreados.

Para conocer cuales son los puntos con menores 0 mayores valores de eficiencia se

realizd la prueba de Tukey que coloca los promedios de eficiencia en diferentes

subgrupos estadisticamente diferentes.
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Tabla 19. Prueba Tukey Eficiencia sobre colageno actividad de ATP

Subconjunto para alfa = 0,05

Punto de Muestreo N il 2
Punto 1 6 83,118
Punto 2 6 90,032
Punto 3 6 91,885
Significancia 1,000 225

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

Como se observa en la Tabla 19. el punto 1 se ubica en el subconjunto estadistico 1,
mientras que los puntos 2 y 3 se encuentran agrupados en un mismo subconjunto, esto
indica que el protocolo de limpieza tiene una menor eficiencia en el punto 1 mientras que
en los puntos 2 y 3 ademas de tener una mayor eficiencia, ambos puntos tienen una

eficiencia estadisticamente similar.

Tabla 20. Prueba Tukey Eficiencia sobre Calostro Bovino actividad de ATP

Subconjunto para alfa = 0,05

Punto de Muestreo N 1 2
Punto 1 6 76,946667
Punto 2 6 89,331667
Punto 3 6 89,6600
Significancia 1,000 ,910

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

En la tabla 20. se encuentra la prueba de Tukey aplicada a la eficiencia del protocolo
para disminuir la actividad de ATP tras el procesamiento de calostro bovino, se puede
observar que al igual que tras el procesamiento de colageno el punto 1 se encuentra en
un subconjunto estadistico diferente a los puntos 2 y 3, por lo que el protocolo de limpieza

en el punto 1 es menos eficiente en comparacion con los puntos 2 y 3 cuya eficiencia es

similar.
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Andlisis de Eficiencia del protocolo para disminuir la concentracion de residuos
Al igual que con los valores de eficiencia del protocolo para disminuir los niveles de ATP,
se realizo un analisis de varianza (ANOVA) sobre los datos de eficiencia para disminuir
la concentracion de residuos tras el procesamiento de colageno hidrolizado y calostro

bovino, tomando en cuenta las siguientes hipotesis:

HO: La eficiencia del protocolo de limpieza es estadisticamente similar para reducir la la
concentracion de residuos tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el
procesamiento de calostro bovino.

H1: La eficiencia del protocolo de limpieza no es estadisticamente similar para reducir la
concentracion de residuos tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el
procesamiento de calostro bovino.

Tabla 21. ANOVA %Eficiencia Colageno vs Calostro concentracion de residuos

Suma de Grados de Media = Significancia
Cuadrados libertad Cuadrética (p-valor)
Entre grupos 13,032 1 13,032 6,156 ,018
Dentro de
71,981 34 2,117
Grupos
Total 85,013 35

Fuente: SPSS Statistics

Elaboracion: Propia

En la tabla 21. se observan los resultados de la prueba ANOVA encontrandose un valor
de significancia mayor a 0,05 por lo que se rechaza la hipétesis nula y se acepta la
hipoétesis alternativa, esto indica que el protocolo de limpieza es mas eficiente para
eliminar residuos de uno de los 2 productos, revisando la Tabla 14. se observa que la
eficiencia promedio del calostro bovino (91,98%) es superior a la eficiencia del colageno
(90,78%) por lo tanto el protocolo tiene una mayor eficiencia para eliminar residuos de

calostro bovino.

Posteriormente se procedidé a realizar un analisis de varianza adicional con el fin de
identificar si existen diferencias significativas en la eficiencia sobre cada punto

muestreado segun cada producto procesado, para ello se tomo en cuenta las siguientes

hipotesis:
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HO: La eficiencia del protocolo de limpieza es estadisticamente similar para reducir la
concentracion de residuos tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el
procesamiento de calostro bovino.

H1: La eficiencia del protocolo de limpieza no es estadisticamente similar para reducir la
concentracion de residuos tras el procesamiento de colageno hidrolizado y el
procesamiento de calostro bovino.

Tabla 22. ANOVA %Eficiencia Colageno y Calostro concentracion de Residuos

Suma de Grados Media Significancia
Cuadrados de Cuadrética (p-valor)
libertad P
Entre 1,839 2 919 372 ,695
Eficiencia —4arupos
. Dentro de 37,056 15 2,470
Colageno Grupos
Entre 12,831 2 6,416 4,751 ,025
Eficiencia —Dgr—‘ii%
entro de
Calostro Grupos 20,255 15 1,350
Total 33,086 17

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracion: Propia

Como se observa en la Tabla 22. el valor de significancia para la eficiencia de reduccion
de la concentracion de residuos de colageno obtuvo un valor de significancia mayor a
0,05 (p>0,05) lo que indica que se debe aceptar la hipo6tesis nula y por lo tanto no existe
una diferencia estadisticamente significativa sobre la eficiencia del protocolo en los
puntos muestreados. Por otro lado, el valor de significancia del calostro bovino fue
inferior a 0,05 (p<0,05) esto indicando que se debe rechazar la hipétesis nula e indicando
gue el protocolo tiene una mayor o menor eficiencia en alguno de los puntos
muestreados, para corroborar estos resultados se realiz6 una prueba de Tukey tanto

para la eficiencia del protocolo para reducir la concentracion de residuos de colageno

hidrolizado como residuos de calostro bovino.
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Tabla 23. Prueba Tukey Eficiencia sobre colageno concentracion de Residuos

Subconjunto para alfa = 0,05

Punto de Muestreo N 1
Punto 1 6 90,400
Punto 2 6 90,753
Punto 3 6 91,181

Significancia 672

Fuente: SPSS Statistics

Elaboracién: Propia

Como se observa en la Tabla 23. los promedios de eficiencia del protocolo para disminuir
la concentracion de residuos de colageno se agrupan en un mismo subconjunto, lo que
indica que no hay una diferencia significativa entre la eficiencia en los puntos

muestreados para el caso del colageno hidrolizado.

Tabla 24. Prueba Tukey Eficiencia sobre Calostro Bovino actividad de ATP

Subconjunto para alfa = 0,05

Punto de Muestreo N 1 2
Punto 1 6 90,825
Punto 2 6 92,303 92,303
Punto 3 6 92,816
Significancia , 103 , 729

Fuente: SPSS Statistics

Elaboracion: Propia

En la Tabla 24. se observa la prueba Tukey aplicada sobre la eficiencia del protocolo
para disminuir la concentracion de residuos de calostro bovino, se aprecia que existen 2
subconjuntos estadisticamente diferentes donde los puntos 1 y 2 se agrupan en el
subconjunto 1y los puntos 2 y 3 se agrupan en el subconjunto 2, esto indica que el punto
2 es estadisticamente similar tanto al punto 1 como al punto 2, no obstante, el punto 3

tiene una mejor eficiencia en comparacion con el punto 1.

4.4. Andélisis Correlativo
Finalmente se realizé un analisis correlativo entre la eficiencia del protocolo de limpieza

aplicado y el nivel de actividad de ATP tras la limpieza, asi como también con el nivel de

residuos tras la limpieza.

Tabla 25. Correlacion entre Eficiencia del Protocolo y Actividad final de ATP.

Eficiencia Protocolo Actividad de ATP




Correlacion de 1 -,972
Eficiencia Pearson (r)
Protocolo Significancia ,000
N 36 36

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia7

Como se observa en la tabla 25. correspondiente a la correlacion entre la eficiencia del
protocolo y los niveles de actividad de ATP tras la aplicacion del protocolo, existe un
coeficiente de correlacion muy cercano a -1 (r=-1) lo que indica una fuerte correlacion
entre la eficiencia del protocolo con el nivel actividad de ATP medido, ademas se observa
que el valor del coeficiente es negativo, esto indica una correlacion inversamente
proporcional, es decir, a mayor eficiencia del protocolo existe un menor nivel de actividad
de ATP, lo cual es congruente con los analisis anteriores y mas importante aun es que
estos resultados revelan que si se optimiza la eficiencia el protocolo se puede alcanzar

menores niveles de actividad de ATP.

Tabla 26. Correlacion Entre eficiencia de Protocolo y Concentracion final de Residuos

Concentracion de Eficiencia de
Residuos Protocolo
Correlacion de 1 -,564
Eficiencia de Pearson (r)
Protocolo Significancia ,000
N 36 36

Fuente: SPSS Statistics
Elaboracién: Propia

En la Tabla 26. se observa la correlacion entre la eficiencia del protocolo y la
concentracion de residuos tras la aplicaciébn del protocolo de limpieza, donde el
coeficiente de correlacion (-0,564) se encuentra en un rango entre -0,5 y -0,6; indicando
una correlacion inversa moderada, es decir, que a mayor eficiencia del protocolo existe
una menor concentracion de residuos, no obstante, al ser una correlacion moderada si
se desearia realizar una optimizacion que aumente la eficiencia del protocolo esta no se

vera reflejada con una mejorar sustancial en la disminucion de la concentracion de

residuos.
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4.5. Acciones de mejora
En base a los resultados obtenidos, existe un margen de mejora para el protocolo de

limpieza del Spray Dryer en la produccion de productos biotecnolégicos como colageno

y calostro, es por ello que se proponen las siguientes estrategias:

Optimizacion de Métodos de Limpieza segun el Tipo de Residuo
Uso de agentes limpiadores especificos: Emplear detergentes y agentes limpiadores
especificos para los residuos particulares de colageno y calostro, como agentes
enzimaticos para proteinas y grasas, puede facilitar la eliminacion de residuos organicos

persistentes.

Protocolo de limpieza por etapas: Dividir el protocolo en multiples fases con agentes
especificos (por ejemplo, prelavado con detergentes enzimaticos seguido de un agente
desinfectante) puede maximizar la eficacia de cada etapa en la eliminacién de distintos

tipos de residuos.

Implementacion de Técnicas de Monitoreo Avanzado
Analisis de Carbono Orgéanico Total (TOC): La incorporacion de TOC como una técnica
adicional de monitoreo, ademas de la espectrofotometria UV-visible, permite evaluar de
manera mas precisa la eliminacion de residuos orgénicos totales y detectar niveles bajos

de contaminacion residual.

ATP Bioluminiscencia a Multiples Puntos: Realizar andlisis de ATP en varios puntos del
equipo después de cada ciclo de limpieza para obtener datos mas detallados sobre las

areas con residuos persistentes y ajustar el protocolo en consecuencia.

Ajuste de Pardmetros Operativos en el Protocolo
Extension del tiempo de contacto: Ampliar el tiempo de contacto de los agentes
limpiadores en superficies con mayor concentracion de residuos (segun los resultados

de muestreo) podria mejorar la eliminacién de residuos en esos puntos criticos.

Optimizacion de la temperatura y concentracion de los agentes de limpieza: Incrementar
la temperatura y ajustar la concentracion de los agentes limpiadores para areas con alta
acumulacion de residuos puede mejorar la efectividad del protocolo sin comprometer la

integridad del equipo.

Incorporacién de Tecnologia de Limpieza Avanzada
Limpieza Ultrasonica: Implementar limpieza ultrasonica en las etapas de prelavado para

equipos con partes de dificil acceso ayudaria a remover residuos incrustados sin dafiar

la superficie del equipo.
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Tecnologia de microfibra para eliminacion fisica de residuos: La limpieza manual con
pafios de microfibra, previamente impregnados con agentes desinfectantes, ha
demostrado ser eficaz en reducir significativamente los niveles de ATP y puede

emplearse en combinacion con otros métodos para asegurar una limpieza completa.

Entrenamiento y Estandares de Buenas Practicas de Limpieza
Capacitacion de personal en técnicas de limpieza avanzada: Instruir al personal en el
uso correcto de los agentes y tecnologias de limpieza garantiza la consistencia y eficacia
del protocolo.

Estandarizacion de procedimientos de muestreo y documentacion: Implementar
protocolos estandarizados para el muestreo y monitoreo de residuos permite detectar y
corregir variaciones en los resultados de limpieza, mejorando la trazabilidad y la

validacion del protocolo.

Implementar estas mejoras contribuira a un protocolo de limpieza méas robusto y
eficiente, adecuado para los requisitos estrictos de la produccion biotecnolégica y que
garantizard la calidad y seguridad en el proceso de fabricacion de colageno y calostro.
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusién y Recomendaciones

5.1. Discusion
Los protocolos de limpieza en equipos de secado por aspersion, especialmente en la

industria biotecnologica y alimentaria, han sido objeto de multiples estudios. Un analisis
sobre el ciclo de vida del proceso de limpieza en la produccién de polvo de yema de
huevo, utilizando técnicas de cleaning-in-place (CIP), reveld que el impacto ambiental y
el uso excesivo de agua y energia durante el lavado son problemas criticos. Sin
embargo, el uso intermitente de soluciones de NaOH ha demostrado ser eficaz para
reducir los residuos y mejorar la sostenibilidad del proceso de limpieza (Tsai et al., 2021).
En otro estudio, la limpieza de polimeros secos en spray mediante técnicas de secado
asistido por solventes mostr6 que los métodos basados en metanol fueron
significativamente mas eficientes que los de vacio o agua, reduciendo el tiempo de

limpieza y mejorando la eliminacion de residuos (Shepard et al., 2020).

Los resultados obtenidos en el protocolo de limpieza del Spray Dryer mostraron una
reduccion significativa en la actividad de ATP, lo cual indica una alta eficacia del método.
Comparando estos hallazgos con estudios de validacion de limpieza en otros contextos,
como en ambientes hospitalarios y farmacéuticos, también se ha observado una
reduccion eficaz de ATP mediante protocolos de limpieza especializados. Por ejemplo,
el uso de tecnologia de microfibra y ATP-bioluminiscencia en unidades de cuidados
intensivos demostré una reduccion significativa de ATP, lo que respalda la efectividad de
monitorear la limpieza usando valores de unidades de luz relativa (RLU) para evaluar la

contaminacion microbiana superficial (Moore et al., 2010).

El analisis de concentracion de residuos demostré una reduccion considerable en los
niveles tras la limpieza, con eficiencias que se situaron alrededor del 90% en diferentes
puntos de muestreo. Este hallazgo es consistente con estudios en el sector farmacéutico,
donde el proceso de validacion de limpieza para residuos de productos previos establece
criterios especificos de aceptacion. Un estudio similar sobre la eliminacion de residuos
de cefixima en equipos de produccion resaltd que una estrategia de validacién eficiente
es crucial para reducir residuos a niveles seguros, garantizando la limpieza del equipo y

evitando la contaminacion cruzada (Manasova et al., 2021).

Es fundamental mencionar que, aunque los resultados son favorables, la diferencia en
la eficiencia segun el punto de muestreo sugiere areas de oportunidad para mejorar el

protocolo, especialmente en superficies con mayor retencion de residuos. Estudios

previos han recomendado la implementacion de métodos méas robustos, como el analisis
40
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de carbono orgéanico total (TOC) y técnicas combinadas de muestreo directo e indirecto
para superficies complejas, lo cual podria reforzar la precision en la evaluacién de la

limpieza en equipos biotecnologicos (Inanpudi et al., 1996)

5.2. Conclusiones

Se determind que el protocolo de limpieza implementado en el Spray Dryer es
efectivo para reducir los residuos de productos biotecnolégicos, logrando una
reduccion significativa de contaminantes en las superficies de contacto y
cumpliendo asi con los criterios de seguridad y calidad establecidos. La validacién
del protocolo confirmé que este es adecuado para su aplicacion en la linea de
produccion, minimizando el riesgo de contaminacion cruzada entre lotes y
garantizando un entorno limpio y seguro para la fabricacion de productos
biotecnologicos.

Se evaluo la eficacia del método de limpieza en la eliminacion de residuos de
colageno y calostro a través de la espectrofotometria UV-visible, obteniéndose
una reduccién superior al 90% en los niveles de residuos en las superficies
evaluadas. Estos resultados demuestran que el protocolo de limpieza cumple con
los estandares de limpieza necesarios para reducir la presencia de residuos en el
equipo, ofreciendo un control adecuado sobre la contaminacién de productos
previos y protegiendo la integridad de los futuros lotes de produccién.

Se verifico la eficacia del protocolo para disminuir la actividad de ATP mediante
analisis de bioluminiscencia, mostrando que el protocolo logra una reduccion
significativa en las unidades de luz relativa (RLU) en todos los puntos de
muestreo. Los resultados indican que el protocolo es eficaz para reducir la
actividad bioldgica y la posible contaminaciéon microbiolégica en el equipo de
produccion, cumpliendo con los estandares de higiene requeridos para la
produccion de productos biotecnoldgicos seguros y de alta calidad.

Se propusieron acciones de mejora basadas en los resultados obtenidos para
optimizar el protocolo de limpieza vigente, incluyendo recomendaciones
especificas como el uso de analisis de carbono organico total (TOC) y ajustes en
el tiempo de contacto y concentracion de agentes de limpieza en areas de dificil
acceso. Estas propuestas buscan reforzar la eficacia del protocolo, mejorar su
precision y adaptabilidad a distintas condiciones de limpieza en la produccién de
colageno y calostro, asegurando un cumplimiento sostenido de los criterios de

calidad y seguridad en el entorno de produccion.
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5.3. Recomendaciones
Se recomienda investigar el impacto de variaciones en la concentracion y tipo de

agentes de limpieza utilizados en el protocolo, evaluando su eficacia para eliminar
residuos especificos de coldgeno y calostro y determinando el balance éptimo
entre concentracion de agentes y tiempo de contacto para maximizar la eficiencia
del protocolo en diferentes condiciones de produccion.

Es aconsejable explorar el uso de tecnologias de limpieza avanzadas, como sistemas
de ultrasonido y limpieza automatizada, para complementar el protocolo actual,
especialmente en equipos con superficies de dificil acceso o con alta acumulacion
de residuos, lo cual podria mejorar la eficiencia y reducir el tiempo necesario para
cada ciclo de limpieza.

Se sugiere realizar estudios comparativos utilizando métodos de monitoreo
adicionales, como el andlisis de carbono organico total (TOC) y técnicas de
cromatografia, que permitan detectar residuos en niveles traza y proporcionar una
evaluacion mas precisa de la efectividad del protocolo, ampliando asi la validez
de los resultados y la sensibilidad de la evaluacion.

Para optimizar el protocolo en distintos entornos de produccion, se recomienda
realizar investigaciones que comparen la eficacia del protocolo actual en
instalaciones con diferentes configuraciones de equipos y productos procesados,
analizando cémo factores como el disefio del equipo y la naturaleza de los
productos afectan la limpieza y adaptando el protocolo a diversos escenarios

industriales.
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