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RESUMEN  

En Colombia, al año se producen alrededor de 240000 toneladas de residuos provenientes de los 

huesos de pollo. Este subproducto presenta una gran cantidad de péptidos potencialmente 

bioactivos que pueden ser aprovechados por diversas industrias. A lo largo de los años, se ha usado 

la enzima Alcalasa para hidrolizar residuos de la industria alimenticia, a pesar de esto, el uso en su 

forma libre puede causar dificultades operacionales y altos costos de proceso. Con el fin de 

solucionar esta problemática que presenta la hidrólisis con enzimas libres, se han adelantado 

investigaciones sobre procesos de inmovilización enzimática. Este proceso es capaz de proveer de 

algunas ventajas al biocatalizador. Hasta la fecha no se encuentran antecedentes de hidrólisis de 

huesos de pollo con enzimas inmovilizadas por lo que esta revisión tuvo como objetivo presentar que 

técnica de inmovilización es potencialmente la mejor opción para ser aplicada en la hidrólisis de 

estos subproductos. Esto fue posible mediante análisis bibliométrico para reconocer el impacto del 

tema en la comunidad científica. Se encontraron diferentes metodologías aplicadas en sustratos 

vegetales y animales, se contrastaron las diferencias fisicoquímicas de las matrices, esto con la 

finalidad de analizar aquellas que fueron aplicadas en sustratos fisicoquímicamente similares a los 

huesos de pollo. Finalmente se realizó un cuadro comparativo presentando ventajas y desventajas 

de 7 metodologías de inmovilización diferentes, encontrando así que a nivel operacional la unión 

covalente multipunto con esferas de quitosano con glutaraldehído resulta ser la metodología más 

ventajosa, económica y eficaz para ser aplicada en los huesos de pollo.  

Palabras Clave: Huesos de pollo, hidrólisis enzimática, Alcalasa, Inmovilización enzimática, 

Péptidos bioactivos.  

ABSTRACT 

In Colombia, around 240000 tons of waste from chicken bones are produced per year. This by-

product has a large amount of potentially bioactive peptides that can be exploited by various 

industries. Over the years, the enzyme Alcalase has been used to hydrolyze waste from the food 

industry, however, the use in its free form can cause operational difficulties and high process costs. 

To solve this problem of hydrolysis with free enzymes, research has been carried out on enzyme 

immobilization processes. This process can provide some advantages to the biocatalyst. To date, 

there are no antecedents of hydrolysis of chicken bones with immobilized enzymes, so this review 

aimed to present which immobilization technique is potentially the best option to be applied in the 

hydrolysis of these by-products. This was possible through bibliometric analysis to recognize the 

impact of the topic in the scientific community. Different methodologies applied on plant and animal 

substrates were found, and the physicochemical differences of the matrices were contrasted to 
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analyze those that were applied on substrates that were physicochemically like chicken bones. 

Finally, a comparative table was made presenting advantages and disadvantages of 7 different 

immobilization methodologies, thus finding that at the operational level the multipoint covalent 

bonding with chitosan spheres with glutaraldehyde turns out to be the most advantageous, economic, 

and effective methodology to be applied on chicken bones.  
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INTRODUCCIÓN 

En Colombia la industria avícola es uno de los motores para el impulso de la economía, según cifras 

oficiales de FENAVI para el año 2020 se presentó una producción superior a 1.600.000 toneladas 

de pollo lo que equivale aproximadamente a 17.5 billones de pesos en ingresos. Sin embargo, 

aproximadamente el 15% del peso de un pollo mediano corresponde a huesos, que son desechados 

en rellenos sanitarios, causando contaminación (Federación Nacional de & Avicultores de Colombia, 

2018) (Arévalo Bohórquez, 2014). Estos subproductos contienen proteínas y otros nutrientes de los 

cuales es posible obtener péptidos con propiedades potencialmente bioactivas que pueden ser 

aprovechados para formulaciones alimentarias beneficiosas para la salud mediante métodos de 

hidrólisis enzimática. (Aspevik Et al., n.d.) (Tapal & Tiku, 2018)  

La hidrólisis enzimática consiste en la ruptura de moléculas de proteína en péptidos de tamaños 

diversos, mediante el uso de enzimas hidrolasas. En este proceso la Alcalasa ha demostrado estar 

entre las proteasas más eficientes (Tacias-Pascacio et al., 2020), mostrando mejoras en las 

propiedades nutraceúticas y funcionales de los hidrolizados con actividades antioxidantes, 

antihipertensivas, antimicrobianas, anticoagulantes y antitumorales. No obstante, realizar el proceso 

con enzimas libres, resulta ser poco viable, una de las causas se debe a la baja cantidad de producto 

que se obtiene en relación con la concentración de biocatalizador requerida (Moo-Young, 2011).  

Otras de las problemáticas de la hidrólisis con proteasas es que pueden sufrir de autólisis, su alta 

solubilidad en agua les impide recuperarse del medio imposibilitando su reutilización y, además estas 

enzimas pueden ser inhibidas por producto al formarse un complejo enzima-producto estable a 

medida que se obtienen los péptidos (Kasper et al., 2014) (Valencia et al., 2014).  

Por lo anterior y al existir un incremento en la necesidad de obtener proteínas de diferentes fuentes 

para suplir las necesidades de una población creciente y ante las dificultades que presenta la 

hidrólisis con enzimas libres, los investigadores han adelantado estudios con Alcalasas inmovilizadas 

para hidrolizar distintos sustratos y obtener péptidos potencialmente bioactivos para realizar 

procesos de hidrólisis más eficientes. La ventaja ante las enzimas libres es que al realizar este 

confinamiento aportan a las mismas robustez y resistencia frente a temperatura y presión (Glomm et 

al., 2021).  Además, es posible que la enzima pueda reutilizarse en otros procesos y su unión con el 

soporte facilita el almacenamiento, reduce costos y también mejora las funciones catalíticas como 

actividad, estabilidad y selectividad (Cao, 2011).  

Entre los sustratos más estudiados para la obtención de polipéptidos se encuentran la clara de 

huevo, el suero de leche, la caseína y diversas fuentes vegetales como la soja, el trigo y la canola. 

También, existen otros sustratos menos estudiados, como la piel de tilapia, la colza, tendones, 

sangre y huesos de res, pescado y pollo, para este último, una de las posibles razones de su limitado 

estudio es que al ser matrices heterogéneas son difíciles de manejar y requieren tratamiento previo 

(imbshet et al., 2018). Esto puede incurrir en costos adicionales que incrementen el valor de la 
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producción de los hidrolizados, además el contenido proteico de los huesos se encuentra rodeado 

de calcio, lo que hace que sea de difícil acceso y se corre el riesgo de dañar la proteína (Meyers et 

al., 2008). Actualmente, se reportan un estudio que usa subproductos de la industria avícola como 

tendones, para la obtención de péptidos con Subtilisina A. Los resultados obtenidos muestran la 

obtención de péptidos bioactivos antioxidantes, que pueden ser posteriormente usados por 

diferentes industrias.  

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y considerando que la información encontrada 

sobre la inmovilización enzimática para la hidrólisis de huesos de pollo es limitada. Esta revisión de 

literatura busca presentar que técnica de inmovilización es potencialmente la mejor opción para ser 

aplicada en la hidrólisis de subproductos de la industria avícola para la obtención de polipéptidos 

bioactivos. Esto se llevará a cabo mediante una comparación fisicoquímica de los huesos de pollo 

con los sustratos usados en las diferentes investigaciones, analizando los resultados de las 

investigaciones y finalmente contrastando ventajas y desventajas de las metodologías donde usen 

sustratos fisicoquímicamente similares a los huesos de pollo.    

Métodos  

Revisión sistemática de literatura 

El proceso de revisión sistemática de literatura se realizó mediante la identificación y selección de 

información relacionada con métodos de inmovilización de Alcalasas para la obtención de 

polipéptidos bioactivos en artículos e investigaciones disponibles en la base de datos Scopus. Ahora 

bien, dado que no toda la información es relevante y específica, se construyó una fórmula de 

búsqueda avanzada para limitar los resultados utilizando los términos ((“Alcalase” OR “Subtilisin”) 

AND (“Immobilized” OR “Immobilization)) disponibles en títulos, resúmenes y palabras. Finalmente, 

se obtuvo una lista con todos los documentos de interés, a fin de exportar cada uno en formato “CSV” 

y utilizarlos en el posterior análisis bibliométrico con la herramienta de manejo de datos Microsoft 

Excel.  

Blibliometría 

La búsqueda inicial en Scopus con la fórmula ( ( "Alcalase"  OR  "Subtilisin" )  AND  ( "Immobilized"  

OR  "Immobilization" ) ) arrojó 386 resultados, para evaluar la producción científica. De esta manera, 

para evaluar el impacto científico se consideraron indicadores producción científica anual y revistas 

de publicación. 

 

 

 

Figura 1 Producción científica anual. 
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Figura 2 Dispersión de literatura científica. 

 

 

En la figura 1 se evidencia que a partir del año 1973 inicia la producción científica, pero es a partir 
de los años 90 inicia un crecimiento en la productividad científica y esto puede sustentarse en la 
necesidad creciente de obtener proteínas de diferentes fuentes. A pesar de que la producción 
científica es muy constante, es necesario tener información actualizada por lo que el periodo de 
tiempo a estudiar será a partir del año 2011 a fin de conocer la tendencia de la última década, 
evaluando 126 artículos. Después del año 2010 la producción científica se mantiene entre 10 y 14 
publicaciones todos años hasta el 2021 salvo por pequeñas oscilaciones en los años 2017 y 2020, 
donde el número de publicaciones desciende a 8, se espera que esta tendencia presente crecimiento 
en el futuro. Ahora bien, en lo que va del 2022 se han registrado 5 publicaciones, por lo que no es 
conveniente valorar con certeza su productividad, sin embargo, teniendo en cuenta las oscilaciones 
en el comportamiento de la comunidad científica a través del tiempo, es posible que este año culmine 
con 8-15 publicaciones. Por lo anterior, se evidencia que la producción de hidrolizados de proteínas 
mediados por hidrólisis enzimática con enzimas inmovilizadas es un tema de interés, lo que ha 
llevado a que en los últimos años incrementen las investigaciones alrededor del tema. Teniendo en 
cuenta que es necesario llevar a cabo el análisis de información actualizada y que las técnicas de 
inmovilización más relevantes son las implementadas en la última década, se tendrán en cuenta solo 
los artículos publicados entre el 2011 y el 2021.  

Por su parte, en la figura 2 se encuentra una relación entre el número de revistas y el número de 

artículos científicos publicados sobre el tema de interés. Esta indica que la mayoría de la producción 
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científica se concentra en Food Chemistry, Journal of Molecular Catalysis, Biocatalysis and 

biotransformation y methods in molecular biology. Los artículos de investigación pertenecientes a 

estas revistas están relacionados con reacciones químicas, reactores, industria alimentaria, 

bioquímica, compuestos bioactivos, catálisis, tecnología y enzimas, lo cual es congruente teniendo 

en cuenta que el objetivo de la búsqueda son estrategias de inmovilización de Alcalasas para generar 

hidrolizados de proteína como suplemento alimenticio. Sin embargo, se encontró que en revistas 

colombianas no se ha realizado ninguna publicación sobre el tema, por lo cual, con el fin de contribuir 

en la producción científica del país, esta revisión se realizó con el formato de publicación para la 

revista colombiana de biotecnología.  

Este análisis bibliométrico es una importante referencia para proporcionar una visión general de la 

evolución de la investigación e identificar posibles vacíos alrededor de metodologías de 

inmovilización de Alcalasas. Según lo anterior descrito, para llevar a cabo una segunda filtración se 

tuvieron en cuenta los 125 documentos publicados a partir del 2011 con el fin de, reconocer los 

problemas, estrategias, avances y recomendaciones que pudieron o no abordarse hasta la 

actualidad, utilizando artículos de revisión provenientes de otras bases de datos que apoyen el 

desarrollo de este proyecto. 

Criterios de filtración 

Una vez recolectadas las investigaciones, se procedió a filtrar la información revisando en cada una 

los apartados: título, resumen, metodología y conclusiones. De esta manera, se construyó una nueva 

lista con aquellos documentos que establecían una metodología de inmovilización de Alcalasas, 

teniendo en cuenta factores técnicos, variables evaluadas, sustratos empleados y productos 

generados (los criterios de selección se presentan en la Tabla 1). Por último, dichas investigaciones 

se agruparon en función del tipo de sustrato, con el propósito de relacionar sus propiedades 

fisicoquímicas con los huesos de pollo y posteriormente contrastar las características técnicas de las 

metodologías de inmovilización.  

Tabla 1. Criterios de selección de los artículos. 

Factor Criterio 

Catalizador 
Alcalasa o Subtilisina; con o sin catálisis 

simultánea con otras enzimas 

Sistema Inmovilización; independiente del tipo 

Sustrato Proteína vegetal y/o animal 

Variables a 
evaluar 

Grado de hidrólisis, ciclos de uso, 
actividad residual 

Producto 
Hidrolizados de proteínas; con o sin 

caracterización 

 

Aplicando estos criterios se evaluaron 20 artículos entre proteínas animales y vegetales con el fin de 

encontrar que metodología de inmovilización es la más adecuada para ser aplicada en la hidrólisis 

de huesos de pollo, realizando una comparación de los sustratos y discutiendo factores técnicos de 

las metodologías, que técnica de inmovilización se podría aplicar a la hidrólisis de huesos de pollo.  

PRODUCCIÓN DE PÉPTIDOS BIOACTIVOS CON ALCALASA INMOVILIZADA. 

El desperdicio de alimentos comprende todo el proceso de producción, distribución, venta y 

elaboración, incluyendo materiales crudos o cocidos, y las perdidas antes durante y después de la 

preparación doméstica. Lo componen materiales vegetales o animales, incluidos huesos y órganos. 

Hasta hace unos años, la sociedad no consideraba los residuos alimentarios como un coste ni un 

beneficio, siendo tratados únicamente para compostaje o desechados (Nazzaro et al., 2018).  
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El incremento de la producción de pollo en Colombia acrecienta la preocupación de la cantidad de 

desechos,  ya que en torno al 30% del peso total se clasifica como residuo (Aspevik et al., n.d.) entre 

los cuales se encuentran cabezas, huesos, sangre, piel, vísceras, pezuñas y plumas, sin contar los 

desechos sólidos que generan las aves a lo largo de su vida. Todo esto, genera problemas 

ambientales como la acumulación de materia orgánica que atrae insectos y roedores. También el 

alto contenido de nitrógeno lleva a la formación de nitratos que propician el desarrollo de 

microorganismos con potencial patógeno para animales y humanos (Tamayo Rojas, 2014) 

Lo anterior ha contribuido al incremento en la contaminación mundial por lo cual se ha buscado 

alternativas para tratar estos desechos. Una de las opciones para obtener valor agregado de estos 

subproductos es la hidrólisis enzimática con Alcalasas. Este proceso consiste en la ruptura de 

enlaces péptidos llevado a cabo por una enzima. La subtilisina A es una serina endopeptidasa 

proveniente de Bacillus subtilis con sitios activos conformados por la tríada catalítica de aminoácidos: 

aspartato como electrófilo, histidina como base y serina como nucleófilo, siendo esta última esencial 

para la posterior unión al sustrato y corte de la proteína (Novozymes, 2016) (Ye et al., 2021). A nivel 

industrial son muy significativas debido a su actividad y estabilidad a valores de pH alcalino. Además, 

tienen un alto potencial para la liberación de polipéptidos a partir de diferentes fuentes proteicas que 

cuando son consumidos proporcionan una influencia positiva al tener efectos fisiológicos similares a 

los de las hormonas.  

HIDRÓLISIS DE PROTEINAS VEGETALES  

Previamente, se ha estudiado los hidrolizados de proteínas vegetales para la obtención de péptidos 

bioactivos usando métodos convencionales de hidrólisis ácida, alcalina y enzimática (de Queiroz et 

al., 2017). La hidrólisis enzimática atrae mayor atención por su simplicidad, alta selectividad y 

naturaleza respetuosa con el medio ambiente (Xue et al., 2018). Por lo anterior, los investigadores 

han buscado diferentes alternativas de inmovilización enzimática, como se evidencia en tabla 2, que 

permitan hacer más atractiva esta propuesta de hidrólisis.   

Tabla 2 metodologías de inmovilización en sustratos vegetales 

Sustrato Técnica de inmovilización 
Actividad 

enzimática 
(UI/g) 

%DH  ciclos de uso 
Actividad 
residual 

Referencias 

Soja 

Nanopartículas magnéticas de 
quitosano  

0,87 18.38 10 86% 
(Wang et al., 

2014) 

Unión covalente con perlas de alginato 
de sodio con carbodiimida por 

extrusión electrostática  
10,64 26, 5 8 - 

(Jonovic et al., 
2021) 

Unión covalente con perlas de alginato 
de sodio con carbodiimida por 

pulverización ultrasónica  
10,64 16.00 8 - 

(Jonović et al., 
2021) 

Nanocompuesto con CaHPO4 -  35.00 7 83% 
(Memon et al., 

2019) 

Colza 
Unión covalente con perlas de alginato 

de sodio  
90,00 18,40 - - 

(Wang et al., 
2016) 

Semilla de 
melinjo 

Matriz sol-gel - 23.00 - - 
(Siswoyo et al., 

2017) 

Zeina (proteína 
de maíz) 

Perlas de alginato de sodio con 
ultrasonido 

- 20.60 - - 
(Qu et al., 

2018) 

Soporte compuesto de alginato-calcio-
quitosano 

- 59.1 3 36% 
(Wang et al., 

2014) 
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Tabla 2 construida a través de los resultados encontrados en diferentes artículos de hidrólisis de proteínas vegetales con 
enzimas inmovilizadas. Muestra la técnica de inmovilización usada, actividad enzimática inicial, grado de hidrólisis, 
cantidad de ciclos de uso y actividad residual.  

En la tabla 2 se evidencia que uno de los sustratos más estudiados para su conversión en péptidos 

por hidrólisis con Alcalasa inmovilizada, es la soja. Se encontró que, S. nan Wang et al (2014) realizó 

la inmovilización con nanopartículas magnéticas recubiertas de quitosano, las condiciones óptimas 

se dieron a 55°C y pH 10. Con lo anterior, el grado de hidrólisis fue 18,38%, superando el valor 

encontrado con enzimas libres, que fue de 17,50%. Del mismo modo, la enzima logró conservar el 

86% de la actividad después de diez ciclos de uso. Por otra parte Memon et al., (2019) sintetizaron 

un nanocompuesto híbrido Alcalasa/CaHPO mediante la inmovilización de Alcalasa con fosfato de 

hidrógeno cálcico. Con este nanocompuesto, obtuvieron una actividad enzimática superior al 80% 

en un rango de condiciones de 50°C-70°C a pH 4 y con un grado de hidrólisis de 35%. Obteniendo 

hidrolizados de proteína de soja que poseían un 70% de capacidad de eliminación de radicales libres.  

También, en estudios realizados por Jonović en 2021, inmovilizaron proteínas de soja en perlas de 

alginato de calcio mediante la técnica de atomización por pulverización ultrasónica y extrusión 

electrostática, evaluando los soportes sin secado (UA) y con secado (UAD). En esta técnica, se 

encontró que, bajo las mismas condiciones, pH 8.5 y 55°C, las enzimas inmovilizadas en el soporte 

con perlas obtenidas mediante extrusión electrostática con UAD expresaron una mayor actividad 

enzimática y grado hidrólisis. Lo anterior puede deberse a que las partículas UAD eran mucho más 

pequeñas que las UA, por lo que tenían una mayor área de superficie específica para hidrolizar los 

enlaces peptídicos. (Jonović et al., 2021) (Jonović et al., 2019) 

Basándose en los resultados de los anteriores estudios, se encontró que el grado de hidrólisis más 

alto para la soja es 35%. Este resultado se logró con la técnica de un nanocompuesto híbrido 

mediante la inmovilización de Alcalasa con fosfato de hidrógeno cálcico. Esta técnica ha sido poco 

estudiada y los resultados obtenidos son prometedores, mostrando ventajas como la reducción de 

la resistencia a la transferencia de masa, la carga efectiva de enzimas y una mayor área de 

superficie. Estas características los investigadores las atribuyen a la formación de una estructura 

similar a pétalos de flores, donde la Alcalasa forma enlaces covalentes sobre la superficie (Zhao et 

al., 2022). Por otra parte, el soporte brindó la posibilidad de llevar a cabo la hidrólisis a condiciones 

ácidas. Lo anterior, hace destacar al procedimiento ya que las condiciones de pH óptimas de la 

Alcalasa oscilan entre 6.5 y 7.8 (Figueroa et al., 2012). 

La colza es uno de los principales cultivos oleaginosos del mundo (Zhan et al., 2022). La harina 

derivada de estas semillas contiene alrededor de 35% de proteína. A pesar de esto, su uso no es 

deseable para consumo humano debido a su alto contenido de ingredientes antinutricionales, 

incluidos los glucosinolatos, el ácido fítico y los taninos.  (Xie et al., 2022) (Lomascolo et al., 2012). 

Sin embargo, B. Wang et al  (2016) demostraron que mediante un método de enzimólisis asistida 

por ultrasonido de doble frecuencia, se logra un cambio en la estructura secundaria un incremento 

en la cantidad de proteínas solubles en el medio. Con este pretratamiento e inmovilizando la 

Alcalasas en perlas de alginato de calcio lograron tener acceso a la proteína de la colza aislando los 

componentes antinutricionales de la misma, lograron un grado de hidrólisis de 18,40% y actividad 

catalítica de 5516 UI con condiciones de 50°C y pH de 8.  

La zeina reserva alrededor de 45-50% de la proteína del maíz, convirtiéndose en la proteína de 

almacenamiento más abundante de la planta (He et al., 2021) (Zhang et al., 2022). Con el fin de 

obtener péptidos bioactivos Y. Wang et al (2014) usaron Alcalasa y tripsinas inmovilizadas 

eficazmente en un soporte de alginato de calcio con quitosano; el procedimiento se llevó a cabo a 

55°C y pH 8,5. Las condiciones favorecieron la obtención de un grado de hidrólisis de 59,1% 

conservando el 36,0% de la actividad después de tres ciclos de uso. También Qu et al (2018) realizó 

la desnaturalización de la proteína por medio de diferentes frecuencias de ultrasonido, para llevar a 
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cabo la hidrólisis con Alcalasa, sin embargo, el resultado del grado de hidrólisis terminó por debajo 

del obtenido en la investigación de Y. Wang et al (2014) .  

En tabla 2 se evidencia que para las dos metodologías de inmovilización enzimática para hidrolizar 

zeina observamos una gran diferencia en el grado hidrólisis. Según tabla 2 para los sustratos 

vegetales, el mayor grado de hidrólisis se consiguió mediante la digestión enzimática de la proteína 

de maiz con Alcalasa y tripsinas inmovilizadas en un soporte de alginato de calcio con glutaraldehído. 

Teniendo en cuenta que, para esta proteína, las dos técnicas de inmovilización realizadas son 

similares y dan resultados muy distantes. Lo anterior, puede atribuirse a qué  Y. Wang et al (2014) 

llevó a cabo el proceso de hidrólisis con inmovilización multienzimática, lo que puede generar 

reacciones enzimáticas en cascada con un tiempo de conversión más corto y mayor afinidad al 

sustrato, logrando así hidrolizar una mayor cantidad de enlaces peptídicos (Chen et al., 2018).  

El grado de hidrólisis se define como el porcentaje de enlaces peptídicos cortados en los hidrolizados 

en relación con la cantidad de enlaces péptidos totales (B. Wang et al., 2016). El bajo resultado 

obtenido por algunos sustratos en esta variable puede deberse a que la disponibilidad de enlaces 

peptídicos para hidrolizar se encuentra en menor proporción.  

HIDRÓLISISDE PROTEINAS DE ORIGEN ANIMAL  

Con el fin de obtener hidrolizados de matrices animales, también se han adelantado investigaciones, 

reportadas en tabla 3, buscado diferentes alternativas de inmovilización de la enzima Alcalasa, que 

permitan evidenciar mejores resultados en los productos obtenidos y optimizar los procesos de 

producción de derivados animales, aprovechando los subproductos del sector agropecuario. 

Tabla 3 Metodologías de inmovilización en sustratos de origen animales. 

Sustrato 
Contenido 
proteico 

Técnica de inmovilización 
Actividad 

enzimática 
(UI/g) 

%DH 
 ciclos 
de uso 

Actividad 
residual 

Referencias 

Clara de 
huevo 

60% por 
ovoalbúmina  

Absorción microperlas de 
quitosano  

8,33   - - (Zuza et al., 2017) 

Entrecruzamiento con 
microperlas de quitosano  

4,17   - - (Zuza et al., 2017) 

Unión covalente con microperlas 
de quitosano  

13,08 29.85 5 90% (Zuza et al., 2017) 

Unión covalente con perlas de 
alginato de sodio con 

carbodiimida por extrusión 
electrostática  

10,64 36.4 - - (Jonovic et al., 2021) 

Unión covalente con perlas de 
alginato de sodio con 

carbodiimida por pulverización 
ultrasónica  

10,64 35,9 8 - (Jonovic et al., 2021) 

Perlas magnéticas con 
carbodiimida 

5 20.00 10 55% (Yang et al., 2016) 

Albúmina - 
Nanocompuesto con HMSS-NH2-

Fe3+ 
0,055 65.7 10 70,70% (Zeng et al., 2020) 

Suero 
55% de 

lactoglobulina 

Unión covalente con perlas de 
Glyoxyl-agarosa 

120 22.20 3 85% (Pessato et al., 2016).  

Unión covalente con soporte 
activado de glutaraldehído 

agarosa 
200 8,00 10 54% (Rocha et al., 2017)  

Piel de 
tilapia 

Alrededor del 
30% es 

colágeno tipo1  

Unión covalente con esferas de 
quitosano con glutaraldehído 

(GLU-Chi). 
100 77,00 5 60% (Kimberle et al., 2020) 

Unión covalente con esferas de 
quitosano con glioxilo (GLY-Chi) 

100 77,00 5 32,85% (Kimberle et al., 2020) 

Unión covalente con esferas de 
quitosano con divinil sulfona  

100 77,00 5 44,00% (Kimberle et al., 2020) 
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Nanoesferas de poliestireno 
sulfonado  

 - - 5 77,30% (Ye et al., 2021) 

Tendones 
de pollo  

75% de 
colágeno tipo 1 

En partículas magnéticas de 
sílice con 

aminopropiltrimetoxisilano 
 - - 6 85,00% (Glomm et al., 2021) 

En partículas magnéticas de 
sílice con Jeffamine 

 -  - 6 78,00% (Glomm et al., 2021) 

En partículas magnéticas de 
sílice con recubrimiento de 

quitosano 
 - -  6 67,00% (Glomm et al., 2021) 

 

Tabla 3 construida a través de los resultados encontrados en diferentes artículos de hidrólisis de proteínas animales con 
Alcalasas inmovilizadas. Muestra la técnica de inmovilización usada, actividad enzimática inicial, grado de hidrólisis, 
cantidad de ciclos de uso y actividad residual.  

Ye et al (2021) Encontró que al hidrolizar piel de tilapia con Alcalasa inmovilizada en un soporte de 

nanoesferas de poliestireno sulfonado a pH 6,5 y 55°C, la actividad enzimática alcanzó el 77,3 % de 

su actividad inicial después de cinco ciclos de utilización. Con estas condiciones obtuvieron péptidos 

que alcanzaron el 89 % de eliminación de radicales DPPH y OH. Al analizar los hidrolizados 

concluyeron que el colágeno tipo I es el más abundante en los tejidos de este subproducto. Mientras 

que, para el mismo sustrato, Kimberle et al (2020) investigaron la activación de perlas de quitosano, 

obtenidas mediante extrusión electrostática, con diferentes agentes, como glutaraldehído (GLU-Chi), 

glioxilo (GLY-Chi) y divinil sulfona (DVS-Chi). Los investigadores notaron que los soportes 

hidrolizaron el 77 % de su proteína total inicial en péptidos menores de 100 kDa, después de 3 horas 

de reacción para todos los soportes. También los autores evaluaron la actividad residual de los 

diferentes soportes después de 5 ciclos de uso, notaron que el mejor rendimiento se obtenía con 

GLU-Chi, que mantuvo el 60% de su actividad inicial, además los hidrolizados obtenidos con este 

método presentaban mayor actividad antioxidante en la prueba DPPH.  

El suero de leche también se ha usado en la obtención de hidrolizados bioactivos. Rocha et al (2017) 

evaluó la actividad antioxidante de hidrolizados de suero de leche, logrando eliminar más de 50% de 

los radicales libres presentes. Esto se logró usando una proteasa aspártica inmovilizada en un 

soporte activado de glutaraldehído agarosa. Con esta enzima evidenciaron que retuvo el 54% de la 

actividad inicial después de diez ciclos del proceso a 50°C, alcanzando un grado de hidrólisis de 6% 

a 8%. Por otra parte, la investigación realizada por Pessato et al (2016) muestra que la enzima 

Alcalasa inmovilizada en un soporte de glioxil-agarosa retuvo 85% de la actividad inicial con tres 

ciclos de uso a pH 8,7 y 48 °C. Estas condiciones permitieron obtener un grado de hidrólisis de 

22,2%. También, encontraron que los hidrolizados obtenidos podían ser usados en la producción de 

hipoalergénicos. Esto mediante la detección y eliminación de los alérgenos residuales α-

Lactoglobulina y β-Lactoglobulina.  

Uno de los residuos de la industria avícola que se ha estudiado en los últimos años es la clara de 

huevo, Žuža et al. (2017) obtuvo perlas de quitosano por extrusión electrostática. Una vez obtenidas 

las perlas llevaron a cabo diferentes metodologías de inmovilización para Alcalasa, absorción, 

entrecruzamiento y unión covalente. Los investigadores encontraron que los mejores resultados de 

actividad enzimática los evidenciaba la unión covalente, que fue el soporte que se usó para llevar a 

cabo la hidrólisis. Esta metodología de inmovilización se ha convertido en un candidato prometedor 

para su uso en procesos industriales de hidrólisis de proteína de clara de huevo. Lo anterior se 

concluyó debido a su grado de hidrólisis de 29,85% con una carga enzimática de 23,6 UI/mg y de 

proteína de 340,2 mg/g, encontrando que después de cinco ciclos pierde alrededor del 10 % de su 

actividad inicial. Los resultados prometedores de la unión covalente, puede deberse a que es la 

técnica de inmovilización que mayores ventajas presenta, como la facilidad de ejecución y el enlace 

fuerte en la enzima y el soporte. Las enzimas inmovilizadas por adsorción y entrecruzamiento 

presentaron menor actividad enzimática, esto pudo ser causado por el impedimento estérico que 
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tiene la enzima y el sustrato. Por su parte, A. Yang et al (2017) inmovilizando Alcalasa en perlas 

magnéticas de carbodiimida a pH 8,0 y 60°C, mantuvo el 55% de su actividad inicial, después de 10 

ciclos de uso, además lograron reducir eficazmente la unión de inmonoglobulina G y E, que es uno 

de los alérgenos alimentarios más comunes.  

Por otra parte, para la hidrólisis de la principal proteína del huevo, la albumina, Zeng et al (2020) 

inmovilizó Alcalasa en perlas de sílice mesoporosas modificadas con HMSS-NH2 -Fe3+. En esta, 

encontraron que se redujo eficientemente las pérdidas de bioactividades causadas por la fuga de 

enzimas y la autolisis durante la catálisis. Con la técnica de inmovilización lograron conservar el 

70,7% de la actividad inicial tras 10 ciclos de reutilización. Los investigadores encontraron que esta 

metodología resulta ser ventajosa ya que la interacción de coordinación entre el ion metálico y la 

Alcalasa cambió la conformación de la estructura secundaria de la enzima, lo cual le permite tener 

mayor resistencia y adhesión al soporte de sílice. Encontraron que la ventaja que proporciona usar 

soportes mesoporos huecos es el incremento del área de contacto, lo que beneficia la transferencia 

de masa al momento de la hidrólisis, razón por la cual logra un alto grado de hidrólisis conservando 

gran parte de su actividad catalítica inicial. 

La hidrólisis de proteínas animales se ha convertido en una tecnología en desarrollo para la detección 

y eliminación de los alergenos, esto es importante ya que la incidencia de alergias inducidas por 

alimentos y síntomas relacionados sigue aumentando en todo el mundo. Asimismo, con la hidrólisis 

enzimática se busca dejar de lado la glicación, una de las maneras para la eliminación de alergenos, 

debido a la complejidad de la técnica. De los alimentos que más generan rechazo en los niños son, 

la leche y el huevo. Como se evidenció A. Yang y Pessato lograron la eliminación de estos alergenos 

mediante la unión al complejo enzima-soporte, para la producción hidrolizados. Esto es importante 

teniendo en cuenta que la gravedad de la reacción es impredecible ya que puede presentarse 

anafilaxias hasta en 7% de los niños que padecen alergias. (Sánchez et al., 2014) (De Greef et al., 

2012) (Sampson & York, 2001). Así mismo, la eliminación de estas proteínas no es algo viable ya 

que puede causar malnutrición o trastornos alimentarios, lo que influye negativamente en el 

crecimiento. 

También, los hidrolizados obtenidos exhibieron capacidad antioxidante, mediante la eliminación de 

radicales libres que afectan la salud humana. Estos hidrolizados pueden ser usados como aditivos 

alimentarios y farmacéuticos (Sampath Kumar et al., 2011). Para la eliminación de radicales libres la 

Alcalasa inmovilizada en un soporte de nanoesferas de poliestireno sulfonado de Ye et al (2021), 

logró un 89% de eficiencia, seguido del estudio de Kimberle et al (2020) con una eliminación del 77% 

de radicales libres. Lo anterior, puede ser consecuencia de la cantidad de colágeno tipo I que tiene 

la piel de tilapia Ye et al  (2021), ya que este se caracteriza por sus capacidades antioxidantes. Esta 

facultad se ha demostrado con anterioridad, encontrando que potencia su acción con la hidrólisis 

enzimática (W. Li et al., 2021) (Z. Li et al., 2013) (Mateen et al., 2019). 

INMOVILIZACIÓN DE ALCALASA PARA HIDROLIZAR HUESOS DE POLLO. 

Con el fin de seleccionar la metodología de inmovilización que más se adapte a la obtención de 

péptidos bioactivos hidrolizando huesos de pollo, fue necesario buscar que proteínas se asemejan 

más a las que están presentes en los huesos de pollo. Por lo que inicialmente se definió la 

conformación proteica de este subproducto. 

Particularmente los huesos tienen un contenido de proteína fibrilar que oscila entre 8% y 35% (X. 

Wang et al., 2018), el 70% corresponde a colágeno tipo I (Gisbert et al., 2021), seguida de la 

osteocalcina, con 3%. Esta macromolécula es producida por los osteoblastos y se encarga de la 

fijación del calcio al hueso (Villarreal Brito et al., 2013). El porcentaje restante los conforman 

proteoglicanos, proteínas implicadas en la adhesión celular y factores de crecimiento. (Fagbemi & 

Sithole, 2021) (Ghosh et al., 2019). En cuanto a las proteínas globulares, los huesos de las aves de 

corral la poseen únicamente en el femur y el tibiotarso. La ausencia de este órgano en la mayoría de 
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los huesos hace posible que sean neumatizados con el fin de disminuir el peso corporal para 

favorecer el vuelo (Gil Cano, n.d.). 

Con la búsqueda previa de información, se encontró que es posible liberar péptidos con las mismas 

bioactividades de matrices, tanto animales como vegetales (Adeva-Andany et al., 2022). Sin 

embargo, no se producen con las mismas secuencias, ya que las proteínas animales contienen todos 

los aminoácidos esenciales, las vegetales por su parte carecen de histidina, fenilalanina, isoleucina, 

leucina, lisina, metionina, treonina, triptófano y valina (Lin et al., 2017) (Sousa de Oliveira et al., 

2020), a excepción de la soja que cuenta con los aminoácidos esenciales convirtiéndose en la 

proteína vegetal más completa (Abdulkhani et al., 2017). Por lo cual, a nivel molecular, las proteínas 

animales y vegetales no son comparables para la obtención de péptidos, a pesar de poder exhibir 

las mismas capacidades. (Montesano et al., 2020). 

De la misma manera, las proteínas de las dos matrices son diferentes. Particularmente, las proteínas 
vegetales se dividen en dos: glutaminas y prolaminas que son proteínas de almacenamiento, 
insoluble y soluble, respectivamente, se encuentran en los cereales su única función biológica es 
suministrar a la plántula nitrógeno y aminoácidos durante la germinación y se concentran en el 
endospermo. (Wieser, 2008) (Sharma & Rallabhandi, 2015). A pesar de que las proteínas vegetales 
difieran en conformación de las animales, su estudio nos permite conocer y complementar 
información acerca de las técnicas de inmovilización. También los sustratos de origen vegetal se 
consideran cada vez más relevantes para bioconversiones y ahora representan un importante punto 
de partida para la obtención de péptidos bioactivos, ya que al ser una materia prima más homogénea 
es maleable para obtener los resultados deseados, con esto el análisis de las proteínas vegetales 
puede aportar oportunidades de optimización y mejora, al momento de llevar las técnicas de 
inmovilización a matrices más complejas.  

A pesar de que las proteínas animales compartan cadenas peptídicas formadas por los mismos 
aminoácidos, también difieren en conformación, lo que hace que al momento de ser hidrolizadas 
presenten resultados diferentes. Las proteínas animales se clasifican en fibrilares y globulares: las 
fibrilares como, miosina, actina, actinina, calpaínas, catepsinas, albúmina, creatina, queratina y 
colágeno (Fagbemi & Sithole, 2021) (Ghosh et al., 2019)  son estáticas y su función principal es la 
de proporcionar soporte mecánico a las células y los organismos, suelen ser insolubles y están 
formadas por una unidad repetitiva simple que se ensambla para formar fibras lineales (Katoh & 
Ando, 2017). Por su parte, las globulares como la ovoalbúmina y la lactoglobulina, son de fácil 
digestión y con una alta cantidad de aminoácidos esenciales, suelen ser muy solubles en soluciones 
acuosas, tienen múltiples funciones como unión, catálisis, regulación, transporte, inmunidad, 
señalización celular. La estructura terciaria de estas proteínas se caracteriza por ser mucho más 
compleja y con más plegamientos que en las fibrilares (Shen, 2019).  

Como se detalló con anterioridad, los huesos de pollo se componen en su mayoría de proteínas 

fibrilares, por lo que, los sustratos fisicoquímicamente más similares, son: la piel de tilapia y los 

tendones pollo. Los tendones de pollo tienen un contenido proteico superior al 80%, donde el 75% 

corresponde al colágeno tipo 1, el resto de las proteínas presentes en la matriz extracelular lo 

componen proteoglicanos como la decorina y el aggrecan (James et al., 2008) (Moussa et al., 2007). 

La piel de tilapia por su parte contiene alrededor de 30% en colágeno tipo 1 y una gran cantidad de 

lípidos y glicoproteínas. (Sun et al., 2022) (Niu et al., 2013). 

En revisiones sistemáticas previas realizadas por Tacias-Pascacio et al (2020) reportaron que para 

proteínas presentes en piel de pescado los grados de hidrólisis con enzimas libres oscilaban entre 

el 70%-90%, encontrando el valor más alto, 93%, en la técnica realizada por (Amiza et al., 2012). 

Sin embargo, para el proceso de hidrólisis realizado con enzimas inmovilizadas encontramos solo 

un precedente para esta variable que fue realizado por Kimberle et al (2020), donde Alcalasa 

inmovilizada en perlas de alginato obtenidas por extrusión electrostática, con diferentes activadores, 

obtuvieron grados de hidrólisis de 77%, durante 3 ciclos de uso. Por otra parte, en tabla 2 se 

evidencia que para las proteínas globulares el grado de hidrólisis es menor que en las fibrilares. Esto 
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puede deberse a la diferencia en la estructura tridimensional de las diferentes proteínas. (Mora & 

Jaimes, n.d.) 

Como lo confirman Chalabi et al  (2014) en su estudio realizado con proteasas en proteínas 

globulares y fibrilares, la estructura tridimensional, al igual que la secuencia de aminoácidos afectan 

las interacciones y los efectos de las enzimas en las proteínas. Por lo anterior, las proteínas fibrilares 

al tener una estructura menos compleja, facilita la interacción con la Alcalasa para llevar a cabo la 

hidrolisis. Por otra parte, las proteínas globulares al tener una estructura terciaria más compleja 

limitan los lugares de unión con el sitio activo de la enzima. Lo anterior puede deberse a que en la 

conformación proteica muchos sitios de unión se encuentran en la parte interna, donde la enzima no 

tiene acceso, limitando la reacción y dando como resultado, porcentajes de hidrólisis menores.  

Teniendo en cuenta todo lo anterior, y con el fin de elegir una metodología de inmovilización 

enzimática para hidrólisis de proteínas que presente resultados similares al momento de ser llevada 

a los huesos de pollo, se eligieron los sustratos más afines fisicoquímicamente, en este caso, la piel 

de tilapia y los tendones de pavo. Seis de las siete propuestas que se presentan para estos sustratos 

hacen parte de la técnica de unión covalente. Mediante el análisis realizado previamente se encontró 

que es la técnica más usada para la inmovilización de Alcalasas. Una de las causas es que con otras 

técnicas de inmovilización se requiere modificaciones complicadas que pueden conducir a la 

destrucción estructural de la proteasa. Particularmente las técnicas de encapsulación o atrapamiento 

pueden conducir a obstáculos estéricos con los sustratos. (Sommaruga et al., 2014) 

La inmovilización por unión covalente es una de las metodologías más empleadas, su principal 

motivo es debido a la formación de un enlace fuerte y resistente (Kurbanoglu et al., 2018), debido a 

que la enzima se une a través de varios puntos de la estructura del soporte confiriéndole rigidez y 

resistencia térmica (Hassan et al., 2019), esto incrementa la estabilidad del sistema a la temperatura, 

pH, fuerza iónica, solventes orgánicos y proteólisis. La principal desventaja de la inmovilización 

covalente de enzimas radica en que esta metodología es que puede ser más costosa comparada 

con otras, ya que el soporte utilizado necesita ser activado con reactivos químicos específicos previo 

al procedimiento de inmovilización. (J. Guisan, 2013). 

En tabla 4, se realizó un compendio de ventajas y desventajas de cada una de las metodologías, 

con el fin de elegir la propuesta que presenta la menor complejidad de implementación. 

Tabla 4 Ventajas y desventajas de las metodologías de inmovilización de piel de tilapia y tendones de pavo. 

Metodología de inmovilización Ventajas Desventajas 

Unión covalente multipunto con esferas 
de quitosano con glutaraldehído (GLU-

Chi). 

*El quitosano se caracteriza por no ser tóxico.                                    
*El quitosano se caracteriza por ser de bajo costo y 

altamente disponible                                                              
* Geles con mayor durabilidad y estabilidad                       

* Presencia de grupos amino e hidroxilo libres  en el 
quitosano puede servir eficazmente como sitios de 

adsorción activa                                                             
*Estabilidad de los enlaces formados entre el soporte 
y la enzima                                                                                * 

Definir la orientación de la enzima inmovilizada            
*Formación de bases de Schiff                                                         

*Borohidruro de 
sodio transforma las bases de Schiff débiles en 

enlaces covalentes muy estables 

                    *Baja resistencia mecánica                                    
* Baja área superficial                                                             

Unión covalente multipunto con esferas 
de quitosano con glioxil (GLY-Chi) 

Unión covalente con multipunto con 
esferas de quitosano con divinil sulfona  
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Unión covalente en nanoesferas de 
poliestireno sulfonado  

*Alta capacidad de almacenamiento    * Buena 
conductividad de protones  * Estabilidad mecánica * 

El poliestireno es el plástico de menor fundición   

* El dodecil sulfato de sodio es corrosivo   * 
Purga con nitrógeno  * Precauciones por uso de 
ácido sulfúrico en la técnica de inmovilización * 
Uso de ultrasonicación para dispersión de ácido 

sulfúrico  *El soporte pierde estabilidad 
mecánica con el tiempo   

En partículas magnéticas de sílice con  
aminopropiltrietoxisilano 

*Carga enzimática mayor a las partículas no porosas. 
Mayor actividad. * alta estabilidad, larga vida útil 

* Requiere cuidar el tamaño de las partículas, las 
propiedades del núcleo magnético, la morfología 

y la porosidad de las partículas, la estabilidad 
coloidal y la funcionalización. * Requiere 

polimerización previa a la inmovilización * Uso 
de ácido nítrico altamente corrosivo 

En partículas magnéticas de sílice con 
Jeffamine 

En partículas magnéticas de sílice con 
recubrimiento de quitosano 

  

Tabla 4 Lo propuesto en la tabla se logró a través de la recolección de información de diferentes autores. 

En las metodologías de inmovilización con partículas magnéticas evaluadas en los tendones de 

pavo, se resalta que a pesar de que el soporte no es poroso, permite inmovilizar aproximadamente 

100mg de proteína/gramo. El carácter magnético del soporte, hace que sea posible la separación 

del complejo enzima-soporte de un medio heterogéneo mediando un campo magnético externo 

(Dussán, 2008). Sin embargo, a pesar de que la magnetita es de uso común por sus fuertes 

propiedades magnéticas y su baja toxicidad, es necesario cuidar el núcleo magnético. Este núcleo 

ejerce fuerza electromagnética para reforzar la unión de la Alcalasa al soporte, sin embargo, las altas 

temperaturas, el contacto con un campo electromagnético externo al igual que su poca dispersión 

en agua y solventes orgánicos hacen que el campo pierda sus propiedades. Por esta razón es 

necesario un recubrimiento adicional ya sea orgánico o inorgánico para lograr prolongar la estabilidad 

del soporte extendiendo su vida útil (Rojas et al., 2014).  

En cuanto a los resultados para cada enlazador, los investigadores encontraron que, para el 

aminopropiltrimetoxisilano, se obtuvo una capa con una alta densidad de grupos amino con el 

potencial de unirse a grandes cantidades de enzima. En el caso de las partículas de sílice epoxi 

recubiertas con quitosano, dieron como resultado un recubrimiento similar a un gel hidrofílico con 

grupos amino, que puede ser adecuado para la actividad de proteasa de las enzimas inmovilizadas. 

El JEFFAMINE D-400 obtuvo una concentración superficial de grupos amino significativamente 

menor que el resto de los enlazadores. Esto podría atribuirse a al menos tres factores: un número 

reducido de sitios de unión en comparación debido al paso de epoxidación, cobertura de la 

submonocapa debido al impedimento estérico de las moléculas de Jeffamine unidas, o la reacción 

entre los grupos epoxi de la superficie y ambas aminas, lo que conduce a una concentración más 

baja de grupos amino sin reaccionar. (Glomm et al., 2021)  

En el caso de la adsorción en nanoesferas de poliestireno sulfonado, el método resulta sencillo y 

económico, uno de los motivos es que no implica una modificación química de la enzima a 

inmovilizar. Sin embargo, como las fuerzas que predominan son de carácter débil como, Van de 

Waals, interacciones iónicas y puentes de hidrogeno comúnmente ocurre desprendimiento de la 

enzima por las condiciones del proceso (J.A et al., 2014). Una de las ventajas que brinda la técnica 

es que la inmovilización de la enzima ocurre en un menor tiempo que aquellas que forman enlaces 

covalentes. También, por las características del poliestireno exhibe una alta capacidad de 

almacenamiento a comparación de los compuestos biológicos y degradables. No obstante, el uso de 

una técnica de sonicación para la dispersión del ácido sulfúrico representa un riesgo para la 

integridad de la matriz y de la enzima a causa de la energía absorbida por la misma. (Puech et al., 

2014) 

La unión covalente es la más eficiente y eficaz en cuanto a estabilidad para los procesos industriales 

alimentarios. Sin embargo, la actividad y la eficiencia de la enzima podrían verse disminuidas por 

una unión inadecuada que afecta el centro activo de la enzima (Abdollahi et al., 2017). La unión 
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ocurre tras el ataque del nucleófilo de determinados aminoácidos expuestos al exterior de la 

superficie del enzima sobre los grupos reactivos químicos del soporte previamente funcionalizados. 

Para realizar el acople de sustrato/enzima se precisan de dos pasos: primero la activación de la 

matriz o soporte por adición de una función reactiva en un polímero, seguido de la modificación del 

polímero para producir un grupo activado. (Santiago et al., n.d.) 

En cuanto a la unión covalente multipunto, es una de las estrategias más estudiadas para lograr una 

alta estabilización enzimática debido a la rigidez de la estructura enzimática obtenida. Las esferas 

de quitosano caracterizan por exhibir diferentes bioactividades y tener capacidades de formación de 

geles y películas. A menudo se utiliza como soporte para la inmovilización de diferentes enzimas 

debido a la presencia en su superficie de dos grupos funcionales, amino (–NH3 ) de hidroxilo (−OH), 

que pueden modificarse fácilmente para formar enlaces covalentes con las moléculas de la enzima. 

Su obtención es sencilla, económica además de ser biodegradable, a diferencia del poliestireno 

sulfunado.  

El glutaraldehído puede interactuar con la enzima de diferentes maneras porque contiene restos 

iónicos e hidrofóbicos. Además, una primera aproximación enzima-soporte puede ocurrir por 

interacciones iónicas cuando los soportes (como el quitosano) tienen grupos amino primarios. 

Además, puede reaccionar con diferentes regiones de la enzima, pero generalmente con residuos 

que contienen grupos amino primarios, como lisina, arginina, asparagina, glutamina y el amino 

terminal. (Kimberle et al., 2020) 

Los soportes de glioxilo pueden establecer uniones covalentes intensas (base de Schiff) con grupos 

amino de lisina o amino terminal en la enzima, lo que hace que se utilice ampliamente para la 

estabilización de enzimas. Sin embargo, una desventaja de este soporte es el precio neto que incluye 

soporte, activadores y tiempo de funcionamiento del proceso de inmovilización en comparación con 

otros soportes. (Žuža et al., 2017) 

Para la divinil sulfona, en investigaciones previas ha encontrado que actúa de manera similar al 

glutaraldehído y puede modificar los grupos amino e hidroxilo presentes en la superficie del 

quitosano. El grupo funcional de vinilsulfona puede reaccionar con varios grupos: amino primario o 

secundario, hidroxilo, imidazol o tiol. Además, los soportes DVS muestran una mayor reactividad 

frente a la lisina, la tirosina y la histidina y residuos de cisteína, dependiendo de las condiciones de 

pH. Los enlaces covalentes que utilizan soportes DVS pueden ser incluso más intensos que con 

soportes de glioxilo (Kimberle et al., 2020) 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por (Kimberle et al., 2020) con los tres diferentes 

agentes reticulantes, encontraron que las esferas de quitosano con glutaraldehído presentaron un 

mejor desempeño al momento de inmovilizar la enzima, ya que lograron inmovilizar el 100% de 

enzima disponible en 15 horas, a diferencia de GLY-Chi y DVS-Chi, que después de 80 horas de 

iniciada la reacción, aún no inmovilizaban la totalidad de la enzima disponible. También el soporte 

que logró tener mayor estabilidad es GLU-Chi, esto puede explicarse porque éste presentó una 

mayor cantidad de residuos cercanos uno del otro, lo que facilita, la unión multipunto con la enzima. 

Los autores al momento de caracterizar los péptidos obtenidos mediante las diferentes técnicas 

encontraron que los hidrolizados que presentaron mayor actividad antioxidante en el método DPPH 

fueron los hidrolizados obtenidos por el método GLU-Chi, obteniendo 36,7 μM Trolox Eq a pH 10 y 

35,5 μM Trolox Eq a pH 7, comparándolo con el soporte que presente superioridad operacional DVS-

Chi, que obtuvo 22 μM Trolox Eq a pH 10. Sin embargo, los péptidos obtenidos por DVS-Chi no 

perdieron actividad antioxidante con el paso de los ciclos, a diferencia de los obtenidos por GLU-Chi.  

Por lo anterior, la información encontrada apunta que la metodología que técnicamente presenta 

mayores ventajas en su sustrato de estudio es la unión covalente multipunto con esferas de 

quitosano con glutaraldehído, esto debido a que el grado de hidrólisis a pesar de ser menor que el 

obtenido en los procesos de hidrólisis realizados con Alcalasas inmovilizadas en partículas 
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magnéticas, la secuencia de pasos para inmovilizar en un soporte de quitosano con glutaraldehído, 

es fácilmente replicable y no representa altos costos, ya que a pesar de tener que activar el soporte, 

los reactivos usados son de fácil acceso por su bajo costo y se realizan en un solo paso. Por otra 

parte, además el glutaraldehído y el quitosano poseen residuos con los que la Alcalasa ejerce una 

mayor cantidad de enlaces, a pesar de que el silice también ha demostrado tener esta misma 

propiedad, el quitosano ha demostrado ser más efectivo en la adhesión de las enzimas, debido a la 

profundidad de los poros formados con sus geles.  (Sommaruga et al., 2014) 

Además, la alta capacidad antioxidante exhibida por los péptidos obtenidos por esta técnica pueden 

ser usados en formulaciones farmacéuticas o nutracéuticas para reducir los radicales producidos 

durante el estrés oxidativo. Como se mencionó anteriormente la piel de tilapia y los huesos de pollo 

presentan similitudes en conformación. Lo que haría posible que la metodología de inmovilización 

pueda ser llevada a los huesos de pollo con posibles variaciones en los resultados obtenidos.  

 

 

 

En el gráfico 1, de producción propia, se describe la aproximación del diseño básico del proceso de 

inmovilización por unión covalente de Alcalasa con esferas de quitosano con glutaraldehído activado 

para llevar a cabo la hidrólisis de huesos de pollo. El procedimiento para el pretratamiento del hueso 

de pollo fue extraído de (Dong et al., 2019) que realizó hidrólisis con Alcalasa libre, sin embargo, el 

proceso de inmovilización no afecta el pretratamiento del hueso. Por su parte, la serie de pasos de 

activación del soporte de quitosano y las condiciones de hidrólisis se obtuvieron de (Kimberle et al., 

2020).  

CONCLUSIÓN 

Según el análisis bibliométrico realizado se encontró que a pesar de las investigaciones con Alcalasa 

inmovilizada se realizan desde el año 1970, el interés científico por su uso en la hidrólisis no ha 

presentado crecimiento significativo, lo que limitó el análisis posterior por la poca cantidad de 

artículos encontrados. Se relacionó las propiedades fisicoquímicas de los huesos de pollo con otras 

Gráfico 1 Aproximación de diseño básico del proceso de inmovilización por unión covalente de Alcalasa con 
esferas de quitosano con glutaraldehído activado para llevar a cabo la hidrólisis de huesos de pollo 
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materias primas empleadas en la obtención de hidrolizados con diferentes metodologías de 

inmovilización de Alcalasas encontrando que a pesar de que los péptidos obtenidos de diferentes 

matrices puedan exhibir las mismas funcionalidades, la diferencia estructural es importante al 

momento de analizar que técnica de inmovilización llevar a cabo. Por lo que, se analizaron las 

técnicas aplicadas a proteínas fibrilares con el fin de tener un referente de resultados de hidrólisiscon 

enzimas inmovilizadas, con propiedades y estructura similar al sustrato de interés. Al contrastar 

ventajas y desventajas de las metodologías de inmovilización de Alcalasas disponibles se encontró 

que la unión covalente multipunto con esferas de quitosano con glutaraldehído es potencialmente la 

mejor opción para ser aplicada en la hidrólisis de huesos de pollo para la obtención de polipéptidos 

bioactivos. Esto teniendo en cuenta que es quien operacionalmente presente más ventajas, de 

manera cualitativa, además de ser usada en diferentes sustratos, obteniendo siempre buenos 

resultados en la hidrólisis de proteínas, exhibiendo altos grados de hidrólisis, alta actividad residual 

y capacidad antioxidante. También considerando que el método de inmovilización elegido no 

representa altos costos, teniendo en cuenta que además de proporcionar un biocatalizador activo, 

es una operación relativamente simple que no requiere varios pasos para la activación del soporte o 

un soporte costoso que puede no estar disponible comercialmente. 

RETOS Y OPORTUNIDADES   

Teniendo en cuenta que la información acerca de las técnicas de inmovilización de enzimas para la 

obtención de péptidos no es un tema que este altamente disponible en la comunidad científica, con 

el fin de llevar a cabo el diseño de experimentos para seleccionar la metodología que más se acople 

al sustrato de interés, será necesario llevar a cabo el análisis de la conversión de diferentes materias 

primas. Además, es necesario tener en cuenta que a pesar de la sugerencia teórica de llevar a cabo 

la unión covalente multipunto con esferas de quitosano con glutaraldehído, diferentes condiciones 

de soporte e inmovilización producen biocatalizadores que presentan diferentes especificidades y 

estabilidades, que podrían ser empleados de acuerdo con las necesidades del investigador. Sin 

embargo, la investigación alrededor de este tema abriría las puertas a la obtención de proteínas 

desde medios que normalmente son tratados como desperdicios, lo cual tendría un impacto positivo 

en la cadena de valorización en los subproductos agrícolas y un aporte significativo a nivel ambiental, 

evitando filtración de lixiviados sobre los terrenos y a la producción de gases de efecto invernadero.  
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