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En los ultimos afios la demanda por la industria avicola ha aumentado y con ello la generacién de residuos sélidos. Los
subproductos como los huesos de pollo han despertado el interés por contener una gran cantidad de nutrientes con
potencial para generar compuestos de mayor valor agregado como los polipéptidos bioactivos. Una forma de obtenerlos
es mediante hidrolisis enzimatica utilizando alcalasas inmovilizadas, debido a su alta eficiencia y estabilidad. No
obstante, los estudios sobre estrategias de inmovilizacién de alcalasas para la obtencién de péptidos bioactivos a partir
de subproductos avicolas son pocos y no hay técnicas claras que establezcan el uso de huesos de pollo. Por tanto, este
articulo aporta informacién sobre estrategias de inmovilizacion de alcalasas que ayudan en la obtencion de polipéptidos
bioactivos a partir de la hidrdlisis de huesos de pollo, cuya materia prima se aprovecha de manera limitada por su
compleja composicion. Para esto, se llevd a cabo una revision critica de literatura en Scopus en la cual se contrastaron
diferentes sustratos y estrategias de inmovilizacién de alcalasas. Los resultados sugieren que la técnica de
inmovilizacién mas adecuada es mediante unién covalente multipunto en particulas de silice magnética, debido que
presenta buena estabilidad operativa, se obtienen péptidos de bajo peso molecular y los problemas por difusiéon son
reducidos. Por otra parte, las condiciones mas adecuadas para llevar a cabo la hidrdlisis enziméatica son pH 7-10,
temperatura entre 50-55°C, tiempo de 90-180 min y el uso de sistemas batch repetidos para reutilizar el biocatalizador.

1. Introduccion

La produccién avicola en Colombia se ha convertido en uno de los
mayores motores para el impulso de la economia, pues genera cerca de
1.600.000 toneladas de pollo por afio equivalentes a aproximadamente
17.5 billones de pesos, sin embargo, también es una industria que
representa una considerable fuente de contaminacién por residuos sélidos
a cuerpos de agua, aire y suelos, debido al tratamiento por métodos
tradicionales como quema a cielo abierto y entierro en rellenos sanitarios
(Federacion Nacional de & Avicultores de Colombia, 2018; Arévalo
Bohoérquez, 2014). Por estoy sumado a la creciente demanda de consumo,
es necesario evaluar las corrientes alternas a la cadena de procesamiento
principal y con ello la implementacién de estrategias que permitan
disminuir y valorizar la mayor cantidad de desperdicios. Dentro de estos,
los subproductos como los huesos (equivalentes al 15% o a 240.000
toneladas de la produccién anual) han despertado el interés por contener
proteinas y otros nutrientes esenciales con potencial de ser aprovechados
para obtener hidrolizados con propiedades bioactivas (Teshnizi et al,
2020).

La hidrdlisis enzimatica con el uso de proteasas libres es una
alternativa a los procesos quimicos para la generacion de polipéptidos
bioactivos, en vista de que presenta ventajas operacionales que mejoran
las propiedades nutricionales y funcionales de los productos sin pérdida
estructural de los aminoacidos y sin mayores requerimientos de energia.
No obstante, tiene deficiencias como los altos costos de separacion,
autdlisis e inestabilidad enzimatica y la potencial aparicién de inhibidores,
por lo que el actual interés cientifico se dirige hacia su optimizacién (Hou
etal, 2017a; Collaetal, 2015; Awuor etal.,, 2017). De esta manera, técnicas
como la inmovilizacién pueden aportar robustez y resistencia a las
enzimas frente a la temperatura, presion y diferentes solventes organicos,
no solo con el fin de reutilizarse en otros procesos, facilitar el
almacenamiento y reducir costos, sino también para mejorar las funciones
cataliticas como la actividad, estabilidad y la selectividad, lo que conlleva
al estudio y desarrollo constante de nuevas tecnologias para aumentar la
eficiencia de reacciones catalizadas por enzimas (Glomm et al., 2021a; Cao,
2011).
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Entre las proteasas mas utilizadas, la subtilisina o conocida
comercialmente como “alcalasa”, ha demostrado ser una de las mas
eficientes para hidrolizar diferentes sustratos con alta actividad y
estabilidad enzimatica a pH alcalinos, en aplicaciones como formulaciones
en productos de limpieza, ablandamiento de carnes, tratamiento de cueros,
etc., siendo especialmente interesante su implementacién en residuos
proteicos de las industrias agricola y alimentaria, debido a su potencial
para obtener péptidos con actividades antioxidantes, antihipertensivas,
antimicrobianas, anticoagulantes, antitumorales, entre otras (Zuza et al.,
2017; Tacias-Pascacio et al,, 2020). La bioactividad de estos segmentos
especificos de proteinas se pueden utilizar en el tratamiento y prevencién
de condiciones médicas, pero depende de la materia prima a hidrolizar, asi
como de la especificidad y selectividad de las enzimas (Sun et al., 2020;
Lemes etal, 2016).

Actualmente, la informacion disponible en diversas bases de datos
exhibe el uso de alcalasas libres e inmovilizadas en diversos soportes para
la produccién de hidrolizados poco caracterizados, especificamente en
materias primas como la soya, caseina, clara de huevo y unos pocos en los
subproductos de la industria pesquera y avicola. Respecto a esta ultima,
existen dos investigaciones que representan los primeros ejemplos de
hidrdlisis de materias primas complejas y de relevancia industrial, al
inmovilizar alcalasas en particulas de silice magnética utilizando tres
ligandos de amina diferentes y piedra pémez en una columna de vidrio
(Glomm et al, 2021a; Robatjazi, 2020). Sin embargo, se centran en el
aprovechamiento de residuos combinados como carne adherida, tendones,
huesos, sangre, cabezas, patas, plumas, y no en el uso de alguno en
especifico.

Lo anterior demuestra que la hidrdlisis de huesos de pollo con alcalasas
inmovilizadas no es muy estudiada, posiblemente por: la composicion
heterogénea dificil de manejar; el menor contenido de proteina en
comparacién con otros residuos; los altos costos sujetos al pretratamiento
y disminucién en la actividad enzimatica por los soportes de
inmovilizacion (Wubshet et al,, 2018; Lima et al., 2019). Asi pues, esta
revision critica de literatura pretende contrastar diferentes estrategias de
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inmovilizaciéon de alcalasas, con el fin de presentar una potencialmente
funcional para la hidrélisis de huesos de pollo en la obtencién de
polipéptidos bioactivos.

2. Contexto
2.1. Potencial de los huesos de pollo

La industria del procesamiento de pollo genera una gran cantidad de
residuos sélidos que en su mayoria se disponen de manera deficiente. Los
huesos de pollo son uno de estos subproductos y por lo regular se
aprovechan de forma limitada como suplemento en la alimentacién animal
o como fertilizantes organicos, sin embargo, han recibido atencién debido
a que contienen una gran cantidad de proteinas, colageno, calcio, acidos
grasos, aminoacidos y demds nutrientes con potencial para generar
compuestos funcionales de mayor valor agregado (Cansu & Boran, 2015;
Moutinho et al., 2017). Por ejemplo, algunos estudios han empleado
huesos de pollo como materia prima en: la produccién de carbonato de
apatita para la preparacién de injertos 6seos; la producciéon de carbén
activado para su aplicacién en supercondensadores; la catalisis para la
produccion de biodiesel; la extraccién de hidroxiapatita; la eliminacién de
fosfatos de soluciones acuosas y la obtencién de polipéptidos con
propiedades bioactivas por hidrélisis de proteinas, entre otros (Xuan etal.,
2021; Tarimo et al,, 2022; Kader et al.,, 2021; Vijayaraghavan et al.,, 2022;
Kasim et al., 2020).

2.2. Péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son secuencias cortas de 2-30 aminoacidos
(AA) unidos mediante enlaces covalentes o amida, con peso molecular
entre 400-2000 Da (Maestri et al, 2018; Lafarga et al, 2017). Su
bioactividad deriva de la composicién de la materia prima (animal o
vegetal) y tienen efectos positivos sobre la salud por el tratamiento y
prevencion de condiciones médicas como la coagulacion, obesidad, cancer,
metabolismo intestinal, etc., debido a sus propiedades antihipertensivas,
antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas y antiinflamatorias. Aunque
algunos péptidos se encuentran libres de forma natural, la mayoria hacen
parte de la estructura de las proteinas y son liberados generalmente
mediante hidrélisis enzimatica por la ventajas que conlleva su
implementacion (Sanchez & Vasquez, 2017). A pesar de esto, la comunidad
cientifica se ha enfrentado a varios obstaculos para la obtencidn,
identificacion, caracterizacién, evaluacion y usos de polipéptidos
bioactivos, sobre todo desde el punto de vista tecnoldgico para producirlos
a gran escala y mantener sus propiedades.

2.3. Hidrdlisis enzimdtica de proteinas

Tabla 1). Cada una presenta ventajas y limitaciones segin la enzima,
material de soporte, sustrato y reaccion, por lo que es un desafio hallar las
condiciones para cada proceso especifico, como una alternativa al uso de
enzimas libres.

3. Metodologia

El proceso de bisqueda y seleccion bibliografica comprende las etapas:
revision sistematica de literatura; bibliometria y seleccion de los articulos.

La hidrolisis enzimatica al igual que el proceso quimico, se basa en la
ruptura del enlace peptidico de una proteina en un medio acuoso, pero con
el uso de una enzima proteasa. A lo largo del tiempo se ha convertido en
una herramienta valiosa y flexible para mejorar las propiedades
nutricionales y funcionales de las proteinas, debido a los beneficios en
comparacion con la hidrélisis quimica convencional. Condiciones como la
temperatura y el pH son moderadas (pH neutros-alcalinos y temperaturas
menores a 80°C) por lo que no ocasiona la pérdida estructural de
aminoacidos, la hidrélisis es mas especifica, la inactivacién del
biocatalizador es sencilla después del proceso, los requerimientos
energéticos son menores, la huella de carbono es reducida y se obtienen
péptidos de longitud variable con una salinidad baja (Hou et al, 2017a;
Colla et al,, 2015). No obstante, las principales desventajas como los altos
costos y la presencia potencial de inhibidores enzimaticos representan un
desafio para el desarrollo y aplicacién de dicha estrategia (Hou et al,,
2017a).

2.4. Alcalasas

Proteasas como las alcalasas son serina endopeptidasas con sitios
activos conformados por la triada catalitica clasica de aminoacidos:
aspartato como electroéfilo, histidina como base y serina como nuclebfilo,
siendo esta ultima esencial para la posterior unién al sustrato y corte de la
proteina (Novozymes, 2016). Las alcalasas se caracterizan por su actividad
y estabilidad a pH alcalinos, ademas, por la variedad de aminoacidos que
puede identificar, es probable la obtencién de hidrolizados de pequefio
tamafio (Tacias-Pascacio et al, 2020). Ahora, si bien es una de las mas
utilizadas por su versatilidad en muchas industrias, los procesos de
hidrdlisis no estan exentos de dificultades desde el punto de vista de las
alcalasas. Estas enzimas pueden sufrir de autélisis por condiciones del
medio como temperatura o pH y degradacién por otras proteasas debido a
que también se componen de proteinas, al igual que de inhibicién por
producto lo que reduce la velocidad de reaccién (Awuor et al., 2017).

2.5. Inmovilizacion enzimdtica

La inmovilizacién provee de propiedades quimicas, fisicas y mecanicas
que puede aportar a las enzimas robustez y resistencia frente a condiciones
del medio como temperatura, presién y solventes organicos, con el fin de
mejorar su estabilidad y selectividad, asi como disminuir los costos
asociados por su separacién y almacenamiento (Glomm etal.,, 2021a; Cao
etal, 2011). Por otro lado, se trata de una tecnologia que puede afectar de
manera negativa el rendimiento de operacién por la pérdida de actividad y
menor velocidad de reaccién en comparacién con las enzimas libres (Basso
et al, 2019). Son reconocidas seis metodologias tradicionales de
inmovilizacién enzimatica: quelacién, encapsulacién, adsorcion,
atrapamiento, unidn covalente, y entrecruzamiento (
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Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia de revisién y seleccién realizada.

Tabla 1. Técnicas de inmovilizacién enzimdtica y sus ventajas y desventajas. Elaboracién propia.

Técnica de . . .
inmovilizacién Fundamento Ventajas Desventajas Referencias
Reduccioén de la
Facil actividad por la
Quelacion L unién de los
regeneracion o
del soporte metales al sitio
Unién de los p activo de la
aminodacidos de enzima (Krishnamoorthi
la enzima a etal, 2015;
iones metalicos Kouachi et al,,
de la superficie La unién entre Los reactivos 2012)
del soporte . involucrados
la enzimay el
pueden no ser
soporte es
, seguros para
fuerte, ademas
. productos de
es reversible
consumo
; Proteccion de .
Encapsulamiento La enzima se 1 . Posible ruptura
confinaenuna 1@ €nzimaante dela
membrana agentes
. . membrana ; ;
semipermeable microbianos (Krishnamoorthi
. etal, 2015; Es et
para garantizar al. 201 Sa)s
solo el paso de ’
sustrato y o
. Limitaciones
producto Facil
< enla
separacion .
. transferencia
posterior

de masa por la
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2014b; Es et al,,

2015a)
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el sitio activo
de la enzima

3.1. Revision sistemdtica de literatura
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El proceso de revision sistematica de literatura se realiz6 mediante la
identificacién y seleccién de informacién relacionada con métodos de
inmovilizacidn de alcalasas para la obtencién de polipéptidos bioactivos en
articulos e investigaciones disponibles en la base de datos Scopus. Por
consiguiente, dado que no toda la informacion es relevante y especifica, se
construy6 una férmula de busqueda avanzada para limitar los resultados
utilizando los términos ((“Alcalase” OR “Subtilisin”) AND (“Immobilized”
OR “Immobilization)) en titulos, resimenes y palabras clave desde 1973
hasta 2021. Finalmente, se obtuvo una lista con todos los documentos, a fin
de exportarla en formato “CSV” y utilizarla en el posterior analisis
bibliométrico con la herramienta de manejo de datos Microsoft Excel.

3.2. Bibliometria

Se importaron los datos delimitados por coma desde el archivo “CSV”
previamente descargado a un libro en blanco de Microsoft Excel. A
continuacion, se eliminaron las filas duplicadas por “titulo” y se insertaron
tablas dindmicas con sus respectivos graficos filtrando entre los afios 2011
y 2021 (Figura 2B).

3.3. Seleccion de los articulos

Seguido, se procedié a revisar en cada una los apartados: titulo,
resumen, metodologia y conclusiones. De esta manera, se construyé una
nueva lista con aquellos documentos que establecian una metodologia de
inmovilizacion de alcalasas, teniendo en cuenta factores técnicos, variables
evaluadas, sustratos empleados y productos generados (los criterios de
seleccidn se presentan en la Tabla 2). Por dltimo, dichas investigaciones se
agruparon en funcién del tipo de sustrato, con el propdsito de relacionar
sus propiedades fisicoquimicas con los huesos de pollo y posteriormente
contrastar caracteristicas de las metodologias de inmovilizacion.

Tabla 2. Criterios de seleccion de los articulos.

Factor Criterio
. Alcalasa o Subtilisina; sin catalisis simultdnea con
Catalizador .
otras enzimas

Sustrato Proteina vegetal o animal

Producto Hidrolizados de proteinas; con o sin caracterizacion

Sistema Inmovilizacién; independiente del tipo
Condiciones pH, temperatura y tiempo de hidroélisis

Variables para
evaluar

Actividad, grado de hidrdlisis y/o ciclos de
reutilizacién

4. Resultadosy discusion
4.1. Bibliometria

La busqueda inicial en Scopus con la férmula ((“Alcalase” OR
“Subtilisin”) AND (“Immobilized” OR “Immobilization”)) arroj6 387
resultados y una vez eliminados los duplicados, estos disminuyeron a 378.
De esta manera, para evaluar el impacto cientifico se consideraron
indicadores como la produccién cientifica anual, promedio total de
citaciones por afio y revistas de publicacion.

En la Figura 2A se aprecia que, durante los afios 70 y 80 la produccién
cientifica era muy baja, probablemente debido a que el campo de
inmovilizacién enzimadtica se encontraba ain muy inexplorado. Es
entonces que, a partir de los afios 90 se evidencia un crecimiento y esto
puede sustentarse en la necesidad de obtener proteinas de diversas
fuentes a partir de procesos enzimaticos mejorados. No obstante, durante
las tultimas dos décadas (2000-2010 y 2011-2021) la publicacién de
articulos se ha mantenido constante, probablemente debido a las
dificultades que conlleva implementar la inmovilizacién de enzimas en un
proceso de baja productividad, haciendo que el enfoque se concentre en el
uso y optimizacién de hidrélisis con alcalasas libres. Asi pues, a fin de
contar con informacidn actualizada, el periodo de tiempo a evaluar sera
entre los afios 2011 y 2021 (Figura 2B). Ahora bien, en lo que va del 2022
se han registrado 5 publicaciones, por lo que no es conveniente valorar con

certeza su productividad, pero teniendo en cuenta el comportamiento de
la comunidad cientifica a través de los afios, es posible que esta culmine
con alrededor de 14 publicaciones.

La Figura 3 muestra el promedio total de citaciones de todos los
articulos por afio de publicaciéon (impacto anual) y se calcula dividiendo el
nuimero total de citas por el nimero de articulos. Para el 2013 se alcanzé
el punto maximo con mas de 50 y ha descendido drasticamente hasta el
ultimo afio a evaluar (2021). A pesar de que esto sugiere el aumento en la
cantidad de bibliografia a consultar y al interés por investigar, no es una
métrica para estimar el impacto de los autores o la revista, por lo que se le
puede atribuir ademaés a la relevancia de los avances producidos en cada
afio para referenciar otros estudios en afios posteriores.

Finalmente, la Figura 4 trata de una relacién entre las revistas y el
numero de articulos cientificos publicados en ellas sobre el tema de interés.
Esta indica que la mayoria de la produccién cientifica se concentra
principalmente en Food Chemistry, seguida de Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, Biocatalysis and Biotransformation y Methods in
Molecular Biology. Los articulos de investigacion pertenecientes a estas
revistas se encuentran relacionados con reacciones quimicas, reactores,
industria alimentaria, bioquimica, compuestos bioactivos, catalisis,
tecnologia y enzimas, lo cual es congruente teniendo en cuenta que el
objetivo de la busqueda son estrategias de inmovilizacién de alcalasas para
generar hidrolizados de proteina como suplemento alimenticio.

Produccién anual cientifica A

20
18
g 16
= °
g 14 ° M oo
= 12 ° oo °
© 10 ® o0 * % *°
< e o ° )
o 8 o o oo o e o
5 ° *
Eb L ] °
‘24 .oo o.o .
2 L] e
o9 o o
MmN 0o NN OO oONF OV OoON OO NF O 0D
I 0 W00 O A A o~
oo OO OO0 000000 O OO
ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ SSSSRI838R83838¢%
Ano
Produccion anual cientifica B
20
18
[
S 16
214 e o o
= 12 e L, e e °
210
° 8 . .
3
2 4
2
0
— o~ o =+ wn O o~ [=e] [=)) (=] =
89 8 F 8 575 5 & g2 & a8
(=1 [=] [= [=] (=] [= (=] (=] [=] (=1 (=]
S &8 &8 &8 8 8 %8 88 &8 & =8
Ano

Figura 2. Produccién anual cientifica. A: Corresponde a la produccién anual cientifica
entre 1973-2021. B: Corresponde a la produccién anual cientifica de los tiltimos diez
arios.

Este andlisis bibliométrico es una importante referencia para
proporcionar una visiéon general de la evolucion de la investigacién e
identificar posibles vacios alrededor de metodologias de inmovilizacion de
alcalasas. Segun lo anterior descrito, se tomara la informacién disponible
desde el 2011 para llevar a cabo una segunda filtracién y reconocer los
problemas, estrategias, progresos y recomendaciones que pudieron o no
abordarse hasta el 2022 (a fin de dar robustez), utilizando articulos
provenientes de otras bases de datos que apoyen el desarrollo de este
proyecto.
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4.2. Seleccion de los articulos

La Tabla 3 resume los resultados de la filtraciéon bibliografica con
respecto a los criterios de seleccién previamente mencionados empleando

para este proyecto, 18 articulos en total: 17 entre los afios 2011-2021 y
uno de 2022. Es de aclarar que la eficiencia del proceso completo se
determina mediante factores que indican una buena técnica de
inmovilizacién como la actividad residual teniendo como referencia la
actividad de la enzima libre y la actividad recuperada tras determinados
ciclos de reutilizacion. A su vez, la naturaleza del sustrato y las condiciones
de hidrdlisis (pH, temperatura y tiempo) influyen en el grado de hidroélisis
y, por ende, en las caracteristicas del producto obtenido.

4.3. Materias primasy polipéptidos bioactivos

Es importante identificar y seleccionar las materias primas adecuadas
para la obtencién de hidrolizados, debido a que las actividades bioldgicas
dependen principalmente de la disponibilidad de los péptidos en las
proteinas. Por esto, es importante saber que las proteinas se clasifican
segun su forma (globulares o fibrosas) y su composicién quimica (simples
o conjugadas). Los sustratos vegetales y algunos animales se componen en
su totalidad por proteinas globulares con un propésito funcional y son
compactas/redondeadas debido a los multiples dominios de plegamiento
en las secuencias irregulares de aminoacidos. A diferencia de las fibrosas,
son mas sensibles a los cambios ambientales al contener grupos R
complejos y estructura terciaria definida, con dificil acceso para las
proteasas a sus enlaces peptidicos. A su vez, generalmente son solubles en
agua a causa de la exposicién de las cadenas laterales de aminoacidos
hidrofilicos en la superficie de la proteina (Shen, 2019). Por otro lado, los
sustratos complejos animales poseen proteinas fibrosas que proporcionan
andamiaje y se componen de secuencias de aminodcidos altamente
repetitivas formando hebras largas y estrechas a menudo insolubles en
agua, con muy poca estructura terciaria que les confieren mayor
resistencia frente al pH y la temperatura (Shen, 2019). Con respecto a la
composicién quimica, las proteinas pueden ser holoproteinas (proteinas
simples) conformadas por solo cadenas de aminoacidos o heteroproteinas
(proteinas conjugadas) compuestas por cadenas de aminodacidos unidas a
grupos prostéticos. Las primeras pueden ser globulares (albiminas,
globulinas, gluteinas, prolaminas, histonas, protaminas, hormonas y
enzimas) o fibrosas (colagenosas, fibrinas, queratinas y elastinas). Por el

Tabla 3. Matriz comparativa de metodologias de inmovilizacion de Alcalasas en diferentes materias primas.

Actividad
e s Condiciones Gradode Actividadtras tras ciclos .
Sustrato Producto Inmovilizacion oy rve e r o cre s s e es Referencia
de hidrolisis  hidrdlisis inmovilizacion de
reutilizacion
Particulas magnéticas de
quitosano como soporte a pH=9; T=50°C; 86% en 10 (Wang et
18,389 77,669 .
través de reticulacion de t=140 min & % ciclos al, 2014)
glutaraldehido
Particulas de silice pH=10;
759 Zhu et al.
Aislado Hidrolizado d mesoporosas modificadas T=50°C; t=180 ~22,5% 90% scfc)l?)rsl > ( zgzez)a ’
de 1drofizado de con HMSS-3N-Ni2 min
roteina proteina de Microesferas de quitosano
I:ie soya soya mediante extgusién pH=8; T=50°C; 15,00% - - (Zuza etal,
Y - t=200 min s 2017)
electrostatica
Perlas de alginato de calcio ~ pH=8: T=50°C; 26.5% ) ~75%en8  (Jonovi¢ et
por UAD t=225 min =7 ciclos al, 2021)
Compuesto hibrido con pH=8: T=50°C; ~36% ) 854%en7 (Memon et
hidrégeno fosfato de calcio t=120 min ’ ciclos al, 2019)
Aislado
Hidroli Perl Igi i
de idro 1’zado de erlas de alginato de .SOle pH=9.5,T=60°C; (Wang et
, proteina de asistidas con ultrasonido de . 17.8% ~90% -
proteina . t=76 min al, 2016)
colza doble frecuencia
de colza
Aislado
de Hidrolizado de
proteina semilla de .
H=8; T=50°C; ~100% en 4
de melinjo con Matrices sol-gel pH=8; 59 G 23% R . % en (Siswoyo et
. . t=120 min ciclos al,, 2017)
semillas actividad
de antioxidante
melinjo
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Hidrolizado de

Hadréna 1:;2:22 (:r(:aiz Perlas de alginato de sodio pH=8,5; (Quetal
g . asistidas con ultrasonidode  T=60°C; t=90 20.6% 19.1% - v
gluten con actividad triple frecuencia min 2018)
demaiz  inhibitoria de P
ACE
Hldrl;)otlelizjsloi:e Perlas de glioxil agarosa pH=8; T=60°C; 22.20% 85% ~85%en6  (Pessatoet
P o 4BCL t=180 min B ° ciclos al, 2016)
Hidrolizado de  Perlas de silice mesoporosas pH=10; o
Zh 1.
proteinade  modificadas con HMSS-3N-  T=50°C; t=180  ~17,50% 90,00% 75%en5 - (Zhuetal,
suero Ni2 min ciclos 2022)
Aislado Hldrolllzado de
de proteina de
roteina suero con
ge suero actividades Perlas de glioxil-maiz- pH=9; T=50°C; 26.59% ) ) (Da Cruz et
antioxidantes y mazorca-polvo (AGCCP) t=24h-48h =770 al,, 2020)
quelantes de
hierro
antimicrobianas
Hidrolizado d F li
1aro 1/za ode Perlas de quitosano pH=9; T=50°C; (Fenoglio
proteina de . , . 9% - - etal,
activadas con glutaraldehido t=30 min
suero 2016)
Hidrolizado de Perrriiij?fiecggz)sﬂijfzrgza CL pH=9; T=45°C; ) 85% ~100% en 6  (Hussain et
caseina it t=180 min ° ciclos al, 2018)
, glutaraldehido
Caseina Perlas de glioxil agarosa (Ait
Hidrolizado de . ° & garosa -9, T=40°C; ~100% en 5
, activadas con glutaraldehido . - 95% . Braham et
caseina . . t=360 min ciclos
a baja fuerza ionica al,, 2018)
Microesferas de quitosano g 7_sgoc; ~90.65% en5 (Zuzaetal,
mediante extrusiéon 30,28% -
. t=200 min ’ ciclos 2017)
electrostatica
Proteina Hidrolizado de Perlas magnéticas activadas
de clara con carbodiimda y pH=8; T=60°C; 55%tras 10 (Yangetal,
clara de huevo 20,00% -
de huevo funcionalizadas con t=180 min ’ ciclos 2017)
carboxilo
Perlas de alginato de calcio =~ pH=8: T=50°C; 36.40% ) ) (Jonovi¢ et
por UAD t=135 min et al, 2021)
Proteina  Hidrolizado de
lati Paiva-d
de. g.e at.lna de Perlas de quitosano pH=6; T=55°C; ~62% en 3 (Paiva-dos
gelatina tilapia con activadas con glutaraldehido t=120 min i ~100% ciclos Santos et
de actividad g al.,, 2020)
tilapia antioxidante
Coladgeno Hidrolizado de
de piel colageno con Nanoesferas de poliestireno  pH=6.5;T=37°C; ) 77 30% 68,65%en5 (Yeetal,
de actividad sulfonado t=120 min St ciclos 2021)
tilapia antioxidante
220[;332 Hidrolizado de (Robatjazi
de gssl‘e’sh‘les Piedra pomez thi?;sf):nSnSn G 410% - ; etal,
desechos . - 2020)
P avicolas
avicolas
Carne de Hidrolizado de mapfliéttlicct;lzzt?jasclllaiion
polloy  carnede polloy & lutaraldehido pH=7; T=42°C; ) 87.39% <85%en6 (Glomm et
tendones tendones de .g . y t=180 min 2770 ciclos al, 2021a)
funcionalizadas con ATMS,
de pavo pavo

Jeffamina y quitosano

contrario, las heteroproteinas son globulares y pueden ser glucoproteinas,
lipoproteinas, nucleoproteinas o cromoproteinas. Consecuentemente, los
péptidos que se encuentran inactivos e inmersos en las proteinas exhiben
propiedades funcionales determinadas por la secuencia de entre 2 y 20
aminodacidos una vez son liberados. Por ejemplo, los péptidos con actividad
antioxidante presentan regularmente AA aromaticos como Tyr, Trp o Phe
en las cadenas terminales y Cys, Glu y Gly al interior, debido a su capacidad
para neutralizar radicales libres y los reactivos de oxigeno y nitrégeno y la
actividad antihipertensiva o inhibidora de ACE, viene dada por Pro, Phe o
Tyr en los C-terminal y Val o Ile en los N-terminal (Romero et al, 2022;
Zheng et al,, 2016). Los articulos de investigacién que evaltan fuentes
vegetales han reportado la generacién de péptidos a partir de hidrélisis de

proteinas globulares con un amplio espectro de propiedades, en las que se
destacan hipocolesterolémicas, hipotrigliceridémicas, antidiabéticas,
anticancerigenas, antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras. Ademas, se
ha descubierto que la alcalasa es la mejor enzima para obtener
hidrolizados antioxidantes a partir de proteinas vegetales por su amplia
especificidad y preferencia por aminodacidos hidrofébicos que actian como
donantes de hidrégeno. Dentro de estas, la soya (mayormente compuesta
por glicinas y coglicinas) ha sido el sustrato mas estudiado a través de los
afios, pues contiene todos los aminoacidos esenciales que se encuentran en
las proteinas animales sin colesterol y con menos grasas saturadas, no
obstante, las actuales investigaciones recomiendan seguir indagando en
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las condiciones de proceso para mejorar el sabor de los hidrolizados y
comprender sus mecanismos de accién (Chatterjee et al., 2018).

En cuanto a los sustratos de origen animal mediante el uso de alcalasas,
las proteinas del suero han mostrado hidrolizados de bajo peso molecular
con actividad antioxidante, mayormente. Ademas, proteinas del suero
como la caseina se usa como sustrato estandar para los ensayos de
actividades enzimdticas de proteasas, debido a que todas las que se
conocen hidrolizan la caseina a tirosina sin necesidad de desnaturalizacion
previa (Reimerdes & Klostermeye, 1976). Por otra parte, los residuos
industriales como fuentes de proteina han tomado relevancia por su
transformacién en compuestos funcionales y la disminucién de problemas
asociados con su disposicién final y contaminacién. Se ha evaluado la
produccién de péptidos bioactivos a partir de esquelones de pescado,
cabezas, visceras, escamas, musculo, piel, entre otros, por su alto contenido
de colageno y gelatina, siendo este tiltimo una forma hidrolizada parcial del
primero. Estas proteinas se componen de una secuencia Unica de mas del
80% de aminoacidos no-polares como la glicina alanina, valina y prolina
que les confiere propiedades variadas, especialmente antioxidantes (Ghaly
etal,, 2013). Por ejemplo, entre muchos otros, se hidrolizaron con alcalasas
subproductos de rodaballo, caballa de la India, sardinella, lenguado y
tilapia en condiciones previamente optimizadas y obtuvieron perfiles
peptidicos hidrofilicos de bajo peso molecular con actividades
antioxidantes, antihipertensivas o inhibidoras de ACE (Vasquez et al,
2020; Gaikwad et al,, 2021; Souissi et al.,, 2007; Viji et al., 2019; Roslan et
al, 2014).

De manera similar, los desechos de la industria avicola como las
cabezas, patas, visceras, plumas, piel, huesos, sangre, etc., son ricos en
colageno, gelatina, elastina, fibrindgeno, trombina, glicosaminoglicanos,
queratina, calcio, entre otros y se han obtenido propiedades especialmente
antihipertensivas y antioxidantes, con el uso de alcalasas (Cheng et al.,
2009; Yusop et al, 2016; Onuh et al, 2015; Nikolaev et al, 2016).
Particularmente, los huesos de pollo se componen sobre todo de coldgeno
(cerca del 90%; ver jError! No se encuentra el origen de la referencia.),
aunque también contienen musculo, tejido conectivo y grasa con proteinas
no colagenosas como la fibrina, elastina y osteocalcina (cuya funcién es la
fijacién del calcio) y presentan gran proporcién de aminoacidos como Gly,
Glu, Lys y Tyr, lo que los hace susceptibles de obtener péptidos con
actividades antioxidantes y antihipertensivas (Cheng et al, 2009). No
obstante, en comparacion con la piel, las plumas y la sangre exhibe ~33%
de menor contenido de proteina, sumado a que se trata de una estructura
estable de enlaces cruzados de fibras contenidas en complejos de oseina-
hidroxiapatita (Romero et al.,, 2022; Zhou et al.,, 2019).

Laminas

Fibras de
colageno

Proteina de
colageno

Figura 5. Esquema representativo de la composicién de los huesos de pollo. Elaboracién
propia.

El grado de hidrélisis como parametro de seguimiento de la proteélisis,
consiste en la relaciéon porcentual entre el nimero de enlaces peptidicos
escindidos y el numero total de enlaces disponibles. El porcentaje se
encuentra determinado por condiciones como la concentracién de
enzima/sustrato, el tiempo de hidrdlisis, el pH y la temperatura, asi como
de la naturaleza de la enzima (Rutherfurd., 2010). Teniendo como enfoque
este Ultimo, la alcalasa inicia el ataque nucleofilico a través de un residuo

de serina en el sitio activo en una variedad de enlaces, generalmente en los
extremos carboxilo de Phe, Trp, Tyr, Glu, Met, Leu, Ala, Ser y Lys por lo que
los péptidos suelen ser de pequefio tamaiio (Doucet et al.,, 2003). Debido a
esto, se esperaria que el grado de hidrdlisis fuera mas alto, sin embargo,
todas las fuentes exhiben porcentajes por debajo de 70% para alcalasas
inmovilizadas (Tabla 3). Apartando por el momento las posibles causas
relacionadas con los soportes de inmovilizacién e inhibicién por producto,
la hidrélisis parcial puede deberse principalmente a la complejidad de las
matrices, especialmente las que contienen mezclas de proteinas globulares
y fibrosas. La estructura tnica del hueso rodeado de tejido graso y las
proteinas insolubles que las componen, dificultan el acceso al sitio activo
de la alcalasa, resultando en un bajo grado y tasa de hidrdlisis (Rifqi &
Erwanto, 2020).

4.4. Aplicacion de estrategias de inmovilizacién para la hidrélisis
de huesos de pollo

Antes de llevar a cabo la hidrdlisis enzimatica, es importante someter el
sustrato a un pretratamiento para que las proteinas se desnaturalicen y la
alcalasa pueda acceder al enlace peptidico. Generalmente, dichos
procedimientos consisten en hervir las materias primas, sin embargo, tiene
un efecto limitado en la eliminacién de grasa en los huesos de pollo y la
inmersién a altas temperaturas aumenta la porosidad del colageno
causando posibles dafios irreversibles. Otros tratamientos consisten en la
desmineralizacién con acidos y bases para retirar principalmente los
fosfatos de calcioyla extracciéon por solventes para eliminar grasas
adheridas, ambos con la desventaja del uso de productos quimicos
(Hosseini-Parvar et al ., 2009; Zhang et al,, 2010). Por ejemplo, Cansu &
Boran, 2015, optimizaron el procedimiento de varios pasos que consistian
en la limpieza de huesos de pollo en agua destilada a 65°C,
desmineralizarlos en HCl al 2% y finalmente desengrasarlos en n-hexano a
25°Cy logré conservarse mas del 80% del colageno inicial y se removieron
57.1% de las grasas y el 87.5% de los minerales, no obstante, recomiendan
investigar mas al respecto en relacién con la calidad del producto. Por otro
lado, Kijowsky & Niewiarowicz, 2007, recuperaron el 18% de la proteina
total utilizando solucién al 6% de NaCl + 0.015% NaNO2 + 0.05% ascorbato
. Demas ejemplos incluyen el secado a 60°C en deshidratador convectivo y
congelaciéon a -18°C, adicién de HCl, NaOH y EDTA (para la
descalcificacién), etc. (Londofio et al, 2022; Duan et al, 2009). Estos
procesamientos normalmente incluyen condiciones criticas, reactivos
agresivos y equipos complicados, por lo que alternativas mas sencillas y
ecolégicas como el uso de lipasas podrian hidrolizar especificamente
enlaces éster de aceites/grasas y mejorar efectivamente el contenido de
proteinas y superficie de las muestras de hueso (Yao et al,, 2020). De este
modo, seria interesante abordar en futuros estudios la influencia que
tendria la hidrdlisis acoplada de lipasa-alcalasa inmovilizada en el DH
(grado de hidrélisis) en las proteinas de huesos de pollo.

En lo que respecta a la inmovilizacién de proteasas, las alcalasas han
sido utilizadas en una variedad de materias primas tanto vegetales como
animales y la mayoria de los estudios informan mejoras en el grado de
hidrdlisis, estabilidad térmica y operativa en comparacién con el uso de
enzimas libres. Teniendo en cuenta las investigaciones en la Tabla 3, parece
ser que se presentan algunas tendencias en relacién con los factores
anteriormente mencionados. Por ejemplo, la curva de grado de hidrélisis
para las alcalasas solubles generalmente exhibe un crecimiento hasta
pasados ~100 min seguido de una constante, comportamiento que en
algunos casos es similar una vez se inmovilizan las enzimas, producto de la
inhibicién a medida que se generan los péptidos, como en Jonovic¢ et al,
2021 (Valencia et al.,, 2014). Caso como el de Wang et al, 2014, solo se
observa un aparente crecimiento una vez ha transcurrido el tiempo en el
que es evidente la inhibicién para la enzima libre, mientras que en Zuza et
al, 2017, Fenoglio et al, 2016 y Robatjazi et al, 2020 los valores de DH se
encuentran por debajo de los obtenidos para alcalasas libres. Por otro lado,
en Zhu et al, 2022, Memon et al, 2019 y Yang et al, 2016 los DH fueron
mayores para la enzima inmovilizada. Si bien la naturaleza de las proteinas
influye en los resultados de dicha variable, la técnica de inmovilizacién
provee estabilidad a la enzima para garantizar el contacto entre esta y los
enlaces peptidicos del sustrato (los factores involucrados con el tipo de
inmovilizacidn se discutirdan mas adelante). Para todos los casos en la Tabla
3 se puede decir que la inmovilizacién proporciona a las alcalasas
estabilidad térmica y operacional, siendo mas resistentes a cambios
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ambientales como el pH y la temperatura y manteniendo un porcentaje de
la actividad residual (entre ~20 y 50% tras determinados ciclos de
hidrdlisis en comparacién con las enzimas libres, a su vez, se resalta el
hecho de que es posible reutilizarlas en una posterior hidrélisis con
sustrato fresco o remanente.

Ahora, debido al tamafio de las proteinas presentes en estos residuos
complejos, el acceso al centro activo de la enzima puede estar limitado por
la orientacidon de la proteasa en la superficie del soporte, de manera que la
estrategia adecuada deberia permitir la maxima cobertura, la maxima
actividad residual tras determinados ciclos de hidrdlisis y que no induzca
desnaturalizacion. En la literatura se han reportado estudios de alcalasas
inmovilizadas en diversos soportes como perlas de silice, acrilicas
macroporosas, agarosa, alginato, quitosano, entre otros, mediadas por
enlaces covalentes, entrecruzamiento, adsorcion y quelacion
principalmente, no obstante, diferentes autores afirman que la unidon
covalente multipunto favorece tanto la estabilidad térmica, como la
operativa y de almacenamiento de la enzima en comparacién con su forma
libre, pues le proporciona rigidez a la estructura terciaria (Dos Santos et
al,, 2015; Corici et al,, 2011; Lépez et al.,, 2020; Mateo et al.,, 2007; Wang et
al,, 2014). Desde otro angulo, en el universo de los soportes/matrices, la
seleccion del material recae sobre una serie de ideales que la mayoria no
posee, por lo que es de vital importancia identificar las ventajas y
desventajas de cada uno para su aplicacién en casos particulares. Dentro
de estas propiedades se encuentran: deberia ser de bajo impacto ambiental
y econémico, totalmente inerte después de la inmovilizacidn, resistente
térmica y mecanicamente, regenerativo, deberia mejorar la especificidad
de la enzima, retener la mayor cantidad de enzima y minimizar la
hidrofobicidad de la superficie (Sirisha et al,, 2016).

Tanto los soportes inorganicos (silice y piedra pémez) como los
organicos (polisacaridos) son eficaces para la inmovilizacién de enzimas
pues brindan rigidez y porosidad. Sin embargo, este ultimo es crucial
especialmente cuando los sustratos son de gran tamafio (como los huesos
de pollo), pues un poro muy pequefio puede desencadenar obstaculos de
difusién en el proceso de unién enzima-sustrato (E-S) y si es muy grande,
es probable que se presente una considerable fuga de enzima y por ende
una disminucién en la eficiencia catalitica durante ciclos de hidrdlisis
continuos, aunque es mas probable que se evite la autélisis (Jonovi¢ et al.,

2021). Por esto, la activacion mediante enlaces covalentes es una forma de
fortalecer la unién enzima-soporte, por lo que la transferencia de masa
(enzima-sustrato) no suele verse limitada, pero existe el riesgo de que las
condiciones de inmovilizacién ocasionen una orientacién inadecuada o
que después de cierto tiempo se genere un exceso de rigidez, asi como
cierta tension estructural que desestabilice la estructura terciaria (Dos
Santos et al,, 2015; Tran et al,, 2011). El objetivo de agentes activadores
como el glutaraldehido, el gloxilo y la carbodiimida, consiste en acoplar o
“ligar” la enzima con el soporte. Estos se han descrito como estabilizadores
adecuados para llevar a cabo uniones covalentes multipunto, siendo el
primero bastante reactivo con grupos amino terminales a pH neutro y el
glioxilo y la carbodiimida con residuos de lisina generalmente a pH
alcalinos y neutros (Okuda et al,, 1991; Mateo et al,, 2005; Kazenwadel et
al, 2015).

Centrandose en las metodologias de inmovilizacion de alcalasas con el
uso de proteinas vegetales, las técnicas empleadas por Wang et al, 2014 y
Memon et al, 2018 fueron las que mejores resultados obtuvieron en
términos de estabilidad operativa y grado de hidrdlisis. En el estudio
realizado por los primeros, lograron inmovilizar alcalasas en particulas
magnéticas de quitosano activadas con glutaraldehido manteniendo una
actividad residual del 86% tras 10 ciclos, probablemente debido a su facil
separacién mediante una captura magnética sin necesidad de someter a
estrés mecdanico por centrifugaciéon (Wang et al., 2014). Por otro lado, las
alcalasas inmovilizadas en el compuesto hibrido con hidrégeno fosfato de
calcio produjo un DH de aproximadamente 36%, resultado de un cambio
destacable en la estructura de la enzima de conformacion abierta, lo cual
permitié que el sustrato se uniera mejor al sitio activo (Memon et al,,
2019). Dichas estrategias suman valor para ejecutarse en un futuro con
huesos de pollo como sustrato, sin embargo, no es posible asegurar
comportamientos similares en la obtencién de péptidos bioactivos debido
a las diferencias en sus caracteristicas fisicoquimicas. Otras técnicas como
el uso de perlas de alginato de sodio y matrices sol-gel conllevan pasos
relativamente sencillos y faciles, no obstante, es probable que se presente
degradacion de los geles, baja resistencia mecanica y el tamafio de los
poros desencadenen limitaciones en la transferencia de masa (Zhou et al.,
2010, Bangrak et al,, 2011; Kandimalla et al.,, 2006).

Tabla 4. Ventajas y desventajas de las técnicas de inmovilizacién de alcalasas utilizando proteinas animales complejas como sustrato. Elaboracién propia.

Quitosano- Poliestireno Piedra pémez Silice magnética
glutaraldehido sulfonado P g
Técnica simple y Técnica simple y No requiere Mayor estabilidad
econémica econémica modificaciones operativa
Ventajas Enlace covalente Gran area Alta carga de . . P
. . Baja resistencia difusional
fuerte superficial enzimas
.. Gran carga de Bajo riesgo de Y . .,
No toxicidad ) 5 ) . .g. Facil recuperacion
enzimas autolisis
Gran disponibilidad  Pérdida mecanica Diametro variable . e
. Requiere modificaciones
de grupos amino gradual de poro
Desventajas Baja resistencia Requiere atencién con el

mecanica

Baja especificidad

Fuga de enzimas , -
nticleo magnético

Posible exceso de
rigidez

Pérdida de enzimas
por enlaces débiles

Dificultades de

e s Proceso mas elaborado
difusion

Para efectos de comparacion, el enfoque recae sobre aquellas
metodologias de inmovilizacion que se implementan en sustratos
complejos de origen animal, donde la naturaleza de sus proteinas
insolubles pueden relacionarse con las presentes en los huesos de pollo,
por lo que podria esperarse un comportamiento similar durante la
hidrélisis enzimatica. Dentro de estas se encuentran: el uso de perlas de
quitosano activadas con glutaraldehido, perlas de poliestireno sulfonado,
atrapamiento en piedra pémez y unidn covalente en perlas de silice
magnética aminofuncionalizadas y activadas con glutaraldehido. Teniendo
en cuenta los beneficios de la inmovilizacién en términos de estabilidad
operativa, reciclabilidad y separacién del medio final, la

Tabla 4 presenta algunas ventajas y desventajas de estas técnicas.

La unién covalente multipunto con el uso de perlas de quitosano
activadas con glutaraldehido es una técnica ampliamente estudiada y
aplicada con muchas otras enzimas y se caracteriza por ser un proceso
econémico, de baja toxicidad y proporciona enlaces fuertes debido a los
multiples sitios de acople que se encuentran dispersos por toda la
superficie de la enzima (Figura 6). Sin embargo, se trata de una estrategia
de baja resistencia mecénica tras la separacion del catalizador y debido al
gran contenido de grupos amino en el quitosano, el activador puede unirse
a algunos residuos disponibles de la enzima que se encuentran muy cerca
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del sitio activo, por lo que es posible que se presenten impedimentos
estéricos, de difusion en el complejo E-S, asi como exceso de rigidez en los
enlaces (como pudo suceder con los resultados en Wang et al, 2014, Zuza
etal, 2017 y Fenoglio et al, 2016) (Paiva-dos Santos et al., 2020). Por esto,
esta técnica suele emplearse con sustratos pequefios como proteinas de
clara de huevo y los resultados muestran valores de actividades residuales
relativamente altas, por ejemplo, véase que con la hidrolisis de gelatina de
tilapia se obtuvo cerca del 62% en 3 ciclos de reutilizacién, en comparacién
con 90.65% tras 5 ciclos utilizando proteina de clara de huevo.

De manera similar, a pesar de que el uso de perlas de glioxil-agarosa
ofrece gran estabilidad debido al establecimiento de enlaces amino débiles
y reversibles con las zonas mds reactivas de la enzima, las uniones
multipunto son menos intensas que las del glutaraldehido, debido a que
este activador se une a residuos Lys de la enzima y la alcalasa no posee una
alta concentracion de estos (Mateo et al,, 2005). Los pocos Lys presentes
en la superficie de la enzima se encuentran cercanos al sitio activo y si bien
no son tantos comparados con los del glutaraldehido, es probable que la
reaccion se vea parcialmente limitada por el acceso al sustrato, por lo que
también suele utilizarse con sustratos mas pequefios como las proteinas de
suero y la caseina en Pessato et al, 2016, Da Cruz et al, 2020, Hussain et al,
2018 y Ait Braham et al, 2018 (véase Tabla 3). Adicionalmente, otros
autores que inmovilizaron proteasas sobre glioxilo-agarosa, informaron
un efecto negativo similar sobre la estabilidad de la enzima, que podria
estar asociado a cambios conformacionales (Braham et al., 2021).
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Figura 6. Representacion de los residuos de la alcalasa con los que el glutaraldehido
podria reaccionar. SA: Sitio activo. Tomado y adaptado de Paiva-dos Santos et al, 2020.
La estructura 3D se obtuvo de Protein Data Bank, cédigo PDB 1SBC de Neidhart, D.J. &
Petsko, G.A. (1988).

En relacién con los materiales porosos para el atrapamiento de
alcalasas, las matrices sol-gel y las perlas de alginato son las técnicas mas
comunes. Estas se caracterizan por simplicidad de preparacién, facil
inmovilizacidn, inercia quimica y porosidad controlada, pero poseen baja
estabilidad, la alta porosidad puede desencadenar una rapida disminuciéon
en la eficiencia como consecuencia de la fuga de la enzima (Kandimalla et
al,, 2006; Damayanti et al., 2021; Jonovi¢ et al.,, 2021). Algunos ejemplos
han logrado optimizar la estrategia de inmovilizacién y de hidrélisis a
partir de perlas de alginato utilizando pulverizacién ultrasénica con secado
y ultrasonido asistido y los resultados reportan mejoras en las actividades
residuales, no obstante, no lo suficientemente altas comparadas con otras
técnicas de inmovilizacién (~20% tras 180 min para el estudio realizado
por Qu et al, 2018) y una baja velocidad de reaccién (DH) (en Jonovi¢ et al,
2021 y Wang et al, 2016). De manera similar, en Siswoyo et al, 2017 se
hidrolizé proteina de semillas de melinjo y tras 4 ciclos de reutilizacién la
actividad se redujo un 50%, producto de las posibles causas mencionadas
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anteriormente. Ahora, el uso piedra pémez es una alternativa novedosa y
econémica, pero se sugiere estudiar mas al respecto y optimizar las
condiciones a fin de maximizar la actividad enzimatica y el grado de
hidrolisis utilizando desechos avicolas como materia prima. La alta
porosidad de estos materiales pueden proporcionar una adecuada
inmovilizacién y alta carga enzimatica, cuyos impedimentos estéricos son
poco probables, los sustratos y productos circulan libremente y el riesgo
por autélisis disminuya debido a que las enzimas no estan lo
suficientemente cerca como para interactuar entre si (Glomm et al,
2021a). Sin embargo, no es posible controlar el tamafio del poro, por lo que
las enzimas pueden fugarse o las proteinas/péptidos apifiarse por intentar
ingresar o liberarse al medio. Tal es el caso de Robatjazi et al, 2021, en cuya
investigacion lograron hidrolizar polvo de desechos avicolas con alcalasa
libre e inmovilizada con flujo constante de sustrato y los valores de grado
de hidrdlisis resultantes corresponden a 16 y 4% respectivamente.

Ye et al, 2021 inmovilizaron alcalasas por adsorcién en perlas de
poliestireno sulfonado de sintesis escalable para obtener péptidos con
actividad antioxidante a partir de colageno de piel de tilapia y concluyen
que se trata de una estrategia ficil y eficiente que podria mantener la
actividad enzimatica intacta y una estabilidad a pH y temperaturas
superiores. Lo anterior se debe a que el poliestireno presenta ventajas
como la inercia quimica, es mas barato que la mayoria de otros polimeros
sintéticos, no es téxico, brinda rigidez mecéanica y mayor area de superficie,
ademas, es posible que la adsorcion se beneficie por la interaccién
sinérgica de la interfaz hidrofébica y enlaces de hidrégeno (Ye etal., 2021;
Al-Sabagh et al,, 2017). Pero tiene limitantes como la baja especificidad de
unién y pérdida mecanica gradual. La actividad enzimdtica residual se
encuentra por debajo del 80% en el primer ciclo y por debajo del 70% tras
el quinto (Tabla 3), posiblemente a causa de la pérdida de material durante
cada proceso.

Finalmente, una estrategia potencialmente funcional para la hidrélisis
de huesos de pollo, es el uso de perlas de silice magnéticas, ya que son
estructuras nanométricas de gran darea superficial y alta estabilidad
térmica y mecanica, aunque se trata de un proceso de cuidado y mas
elaborado ya que requiere recubrir, aminofuncionalizar y activar las
particulas magnéticas (Sirisha et al., 2016). Por ejemplo, en el estudio de
Glomm et al, 2021a se lleva a cabo la hidrdlisis de tendones de pavo y
musculo de pollo en particulas de silice magnéticas utilizando diferentes
amino-funcionalizadores (ATMS, jeffamina y quitosano) y concluyeron que
con el recubrimiento de ATMS se obtenia la mayor concentracién de
grupos amino en la superficie y por ende se unian mas a la alcalasa en
comparacién con el quitosano y la jeffamina. Sin embargo, se obtuvo
mayor aumento en la actividad enzimatica y péptidos con menor peso
molecular utilizando jeffamina, posible resultado de las cadenas flexibles
que ejercian mejor movilidad de las alcalasas y seguramente disminuia el
riesgo por autélisis (Glomm et al,, 2021a). En términos de comparacién,
con las otras estrategias empleadas con sustratos complejos de origen
animal, se conservd mejor la actividad enzimatica tras 6 ciclos
consecutivos con alrededor de 78%, a diferencia de 68.65% tras 5 ciclos
consecutivos en Ye et al, 2021 y 62% tras solo 3 ciclos en Paiva-dos Santos
etal, 2020. A su vez, teniendo en cuenta que la naturaleza de los péptidos
bioactivos es ser de bajo peso molecular para una mejor absorcién, los
hidrolizados con capacidad antioxidante de Glomm et al, 2021a estuvieron
alrededor de 798 Da inclusive tras 4 ciclos, mientras que Ye et al, 2021
entre 700 y 3000 Da en un solo ciclo. Esto es importante, porque lo mas
comun es que debido a la disminucién en la tasa de hidrélisis a través del
tiempo, también lo haga la escision en los enlaces peptidicos de la proteina
y por ende la presencia de hidrolizados con actividades bioldgicas (Ye et
al., 2021). Ademas, tras 25 meses de almacenamiento utilizando las
particulas de silice se puede conservar hasta el 93% de la actividad
enzimatica inicial, un valor bastante llamativo considerando la estabilidad
operativa a largo plazo. Por ultimo, se destaca la importancia del uso de
particulas magnéticas como estrategia de inmovilizacién enzimatica, ya
que facilitaria los procesos de mezclado y separacion una vez se hayan
ejecutado los ciclos de hidrdlisis. Es decir, solo bastaria con la aplicacién de
campos magnéticos oscilantes y una captura para retirar las enzimas sin
necesidad de centrifugacion y miultiples lavados en contraste con otras
metodologias (Kazenwadel et al.,, 2015; Glomm et al,, 2021a). El esquema
del proceso llevado a cabo para inmovilizar alcalasas en particulas de silice
magnética se muestra en la jError! No se encuentra el origen de la
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referencia.. Ademas, partiendo de la suposiciéon de que los péptidos
obtenidos de bajo peso molecular se atribuyen al “facil” acceso del sustrato
y por ende un posible mayor grado de hidrdlisis, un cambio en la estructura
secundaria de la de la alcalasa puede ser una de las causales. De esta
manera, es razonable que se produzca una disminucién de contenido de
hélices a (en magenta, ver jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) en comparacién con la enzima libre acompafiado de una
reduccién en la actividad enzimatica (Giannakopoulou et al, 2021). A su
vez, las cadenas flexibles de la jeffamina probablemente permitieron que
la movilidad de las enzimas aumentara haciendo que los sitios activos
estuvieran mejor y mas disponibles para el sustrato con la unién covalente
multipunto a través de la activacion con glutaraldehido (Figura 6) (Glomm
etal, 2021a).
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Figura 7. Esquema de inmovilizacion a partir de particulas de silice magnéticas. MPs:
particulas magnéticas. Elaboracién propia.
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Figura 8. Estructura secundaria de la alcalasa. Magenta: hélices alfa, Amarillo: [iminas
beta; Blanco: espirales, Azul: giros beta. La estructura 3D se obtuvo de Protein Data
Bank, cédigo PDB 1SBC de Neidhart, D.J. & Petsko, G.A. (1988).

De igual importancia, las condiciones ambientales de operacién en la
hidroélisis como el pH y la temperatura influyen significativamente en la
actividad y la velocidad de reaccién de las alcalasas. El pH contribuye al
plegamiento de la enzima manteniendo su estructura, la carga y forma de los
aminodcidos y del sitio activo. A pesar de que las alcalasas funcionan a pH
moderadamente alcalinos (entre 7-10) un cambio en el valor éptimo
disminuira la actividad y evitara que el sustrato se una al sitio activo de la
enzima, siendo los medios acidos los de mayor impacto (Novozymes, s.f). Por
otro lado, la eficiencia catalitica sostiene una relacién directamente
proporcional con la temperatura, sin embargo, cuando sobrepasa el rango
optimo (30-65°C) existe el riesgo por desnaturalizacién irreversible
alterando la forma del sitio activo y con ello la disminucién en la actividad
enzimatica y la velocidad de reaccion (Novozymes, s.f). En el caso contrario,
si se mantiene por debajo es posible que no haya suficiente energia para que
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la enzima reaccione con las proteinas. Ahora, si bien los soportes de
inmovilizacién pueden proveer a las alcalasas resistencia frente a intervalos
mas amplios de estas condiciones en comparacién con su forma libre, los
puntos 6ptimos no son significativamente diferentes. Una variedad de
estudios con alcalasas libres e inmovilizadas, indica que los valores éptimos
de pH y temperatura para la hidrdlisis de proteinas tanto vegetales como
animales, generalmente oscilan entre 7-10 y 50-60°C, lo cual corresponde
con los resultados presentados en la Tabla 3. Por ejemplo, Ye et al, 2021
hidrolizaron colageno de gelatina de tilapia y determinaron que a pH 6.5 y
37°C se mantenia la maxima actividad y la enzima cargada al soporte. De
manera similar, Wang et al, 2014 concluyeron que a pH 9 y a 50°C se obtuvo
cerca del 98% de la actividad relativa utilizando enzimas libres e
inmovilizadas en particulas magnéticas de quitosano para producir péptidos
a partir de aislado proteina de soya. Ademas, Fenoglio et al, 2016 expresaron
que a pH 10 y 50°C se obtenia aproximadamente el mismo porcentaje de
grado de hidrolisis (~9%) para ambos casos en proteinas de suero de leche.
Particularmente, en la hidroélisis de huesos de pollo con alcalasas libres se
han empleado condiciones de pH de 8-9 y temperaturas de 50-55°C (Cheng
et al,, 2009; Cheng et al., 2008; Londofio et al,, 2022; Teshnizi et al., 2020).
Para el caso de enzimas inmovilizadas no hay investigaciones que indiquen
el uso exclusivo de huesos de pollo, no obstante, algunas reportan la
hidrolisis de mezclas de subproductos de la industria avicola y tendones de
pavoapH 8a55°Cy pH 7 y 42°C (Robatjazi et al,, 2020; Glomm et al,, 2021).
En este orden de ideas, los resultados sugieren mantener los rangos para pH
y temperatura de 7-10 y 50-55°C a fin de maximizar la actividad de la
proteasa, favorecer la velocidad de reaccién, la unién enzima-sustrato, el
grado de hidrdlisis y disminuir la tasa de desactivacion por exposicion a altas
temperaturas.

Otro parametro para considerar es el tiempo, ya que tiene un efecto
significativo en el grado de hidrélisis. Aunque este ultimo se consigue a un
tiempo mayor, en algun instante la velocidad de reaccion disminuye y por lo
tanto la actividad enzimatica. Esto se debe probablemente a efectos estéricos
entre la enzimay el sustrato, limitaciones en la difusion, desprendimiento de
la enzima, cambios estructurales por los soportes de inmovilizacién,
disminucién de los enlaces peptidicos disponibles, inhibicién por producto
o desactivaciéon enzimatica (Paiva-dos Santos et al., 2020; Salwanee et al,,
2013). Por otro lado, si el tiempo no es suficiente la reaccién se acortard, de
modo que se obtendran grados de hidrélisis mas bajos. Los valores mas altos
obtenidos o la maxima actividad enzimatica se alcanzan alrededor de los 90-
180 min (Tabla 3), lo cual es oportuno segin estudios realizados para la
hidrdlisis de huesos de pollo, como en Londofio et al, 2022 que el proceso se
llevé a cabo en 120 min. No obstante, dichos tiempos varian e incluso se han
obtenido mayor porcentaje de actividad antioxidante e hipertensiva en 12 h
(Cheng et al,, 2008). Igualmente, es importante tener en cuenta la relaciéon
enzima-sustrato para llevar a cabo la hidrélisis de huesos de pollo. Al
aumentar la concentracién de sustrato mejora el area de contacto entre el
sustrato y la enzima, por lo que la eficiencia aumenta, pero la tasa de
hidrdlisis disminuye a través del tiempo por la posible formacién de
péptidos que actian como inhibidores (Deng et al, 2018). A altas
concentraciones de enzima, ademas de desperdiciarse, lo mas probable es
que estas no puedan girar libremente y debido a la cercania con otras, se
genere autdlisis. Por el contrario, a muy poca concentracion las enzimas
escindirian los enlaces peptidicos mas susceptibles y la tasa de hidroélisis
seria mas lenta (O'meara et al, 1984). En la literatura se han reportado
relaciones entre ~0.2 y 4% (Quaglia et al.,, 1987; Awuor et al,, 2017).

Todos los factores anteriormente mencionados influyen en la reaccién
enzimatica, pues de estos depende la calidad de los péptidos obtenidos. Si
bien es comin que la curva de hidrélisis presente un comportamiento
tipico cuya velocidad inicial es mayor y disminuye a través del tiempo,
parametros como la concentracién de sustrato o la inactivacién térmica no
explican por completo lo que alli sucede. En su estudio, Valencia et al, 2014
indica que la inhibicién por producto es la principal causa de la curvatura
tipica de hidrolisis y se puede explicar debido a los bajos valores en las
constantes de inhibicién, lo que da como resultado uniones indeseadas de
péptidos al centro activo de la enzima. A pesar de que la mayoria de los
procesos de hidrdlisis de proteinas se realiza en lotes por el uso de enzimas
solubles, la implementacién de sistemas de lotes repetidos con enzimas
inmovilizadas es una alternativa, ya que es posible recuperar el
biocatalizador del medio. De esta manera, no se acumularian los péptidos
y es probable que se presente un aumento de la actividad enzimatica y el
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grado de hidrolisis, asi como la disminucién en tiempo y costos asociados
(Khanpanuek et al,, 2021).

Por esto, la jError! No se encuentra el origen de la referencia.
presenta una propuesta y/o un panorama general de lo que podria llevarse
a cabo empleando particulas de silice magnética como técnica de
inmovilizacion de alcalasas para la hidrolisis de huesos de pollo, asi como
un pretratamiento de estos. Inicialmente, las condiciones de hidroélisis
documentadas en Glomm et al, 2021a, exponen un proceso a 47°C, pH 7 y
3 h, siendo la temperatura un valor limite en el intervalo de operacién
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6ptimo de la alcalasa, de manera que se plantea la opcién de ejecutar a
>50°C suponiendo que los resultados de actividad y grado de hidrolisis
pudiesen mejorar. El tiempo de 2 h es un promedio aproximado en lo que
normalmente transcurre una hidroélisis enzimatica hasta que se presenta
una inhibicién por producto o una constante en la curva de DH. Finalmente,
en lo que respecta al pretratamiento de la materia prima, la serie de
lavados con distintas soluciones y el secado/molienda sugeririan una
mejor disponibilidad de los enlaces peptidicos para la proteasa.
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Figura 9. Procesamiento general para la hidrélisis de huesos de pollo mediante el uso de alcalasas inmovilizadas. Elaboracién propia.

Por lo demads, seria interesante desarrollar en un futuro
procedimientos experimentales apropiados para evaluar la influencia de la
estrategia de inmovilizacién y las condiciones de hidroélisis sobre el DH en
huesos de pollo y la calidad de los péptidos obtenidos, dado que la
informacién actualmente disponible se orienta hacia la optimizacién en las
condiciones de inmovilizacién y la actividad enzimatica utilizando
alcalasas. A su vez, seria util llevar a cabo un andlisis técnico-econémico
que permita comprender la magnitud del proceso y lo que conllevaria su
ejecucién a largo plazo y, por ultimo, seria importante realizar un disefio
de experimentos que permita estimar la influencia de otras estrategias de
inmovilizacién en condiciones estandar para la obtencién de polipéptidos
bioactivos a fin de que los resultados puedan compararse en su totalidad.

4.5. Desafiosy oportunidades

Establecer y por lo tanto ejecutar un proceso enzimatico a nivel de
laboratorio conlleva una serie de elementos por revisar detenidamente y
mucho mas si considera llevar a una mayor escala. La industria avicola en
la actualidad no cuenta con un procesamiento efectivo de los residuos
sélidos y dificilmente se indaga en soluciones alternativas que mitiguen los
problemas asociados con la generacién en masa de desechos sélidos como
los huesos de pollo. El control minucioso de las condiciones y por ende el
escalamiento, figuran como factores que se limitan a los costos de
inversion por los soportes de inmovilizacion, el catalizador, tiempo, etc.,
por lo que sigue siendo un reto llevar la hidrélisis enzimatica a las grandes
industrias. Sin embargo, la innovacidn y el desarrollo tecnolégico dirigidos
hacia una economia sostenible implicaria una mayor cantidad de bienes y
servicios con menos recursos, por lo que es importante validar y optimizar
procesamientos a escala de laboratorio que ayuden a estructurar y
encaminar este tipo de proyectos.

4.6. Conclusiones

Los resultados de esta revision sugieren que la estrategia de
inmovilizacién mas adecuada para la obtencion de péptidos bioactivos a
partir de huesos de pollo es la uniéon covalente multipunto con particulas
de silice magnéticas, debido que presenta buena estabilidad operativa, se
obtienen péptidos de bajo peso molecular y los problemas por difusién son
reducidos. Por otra parte, es posible la obtencién de péptidos con las
mismas bioactividades tanto en fuentes vegetales como animales, por lo
que los huesos de pollo son una materia prima con potencial en la
obtencién de péptidos antioxidantes y antihipertensivos por su gran
contenido de colageno tipo 1. A su vez, se destaca que la obtencién de
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polipéptidos bioactivos conlleva una serie de factores para tener en cuenta
alrededor de la estrategia de inmovilizacién y el proceso de hidroélisis, asi
que no es adecuado inferir su comportamiento desde un solo punto de
vista. A saber, las condiciones mas adecuadas para llevar a cabo la
hidrdlisis enzimatica son pH 7-10, temperatura entre 50-55°C y tiempo de
90-180 min. Finalmente, aunque la hidrélisis con enzimas solubles
normalmente se realiza por lotes, los sistemas de lote repetido tienen
potencial para disminuir tiempo y costos pues la inmovilizacién permite
separar y reutilizar el catalizador. Se recomienda hacer estudios que
evalien de manera efectiva la influencia de otras metodologias y las
condiciones de inmovilizacién de alcalasas sobre el grado de hidrélisis en
huesos de pollo, asi como un andlisis técnico-econdmico que permita
comprender la magnitud de este tipo de proyectos.
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