ESCALADO DEL PROCESO DE HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA PROTEINA
DE PLASMA BOVINO PARA LA PRODUCCION DE UN ANTIOXIDANTE DE
ORIGEN BIOLOGICO.

SCALE UP OF ENZYMATIC HYDROLYSIS PROCESS OF BOVINE PLASMA
PROTEIN FOR PRODUCING A BIOLOGICAL ANTIOXIDANT.

Goémez Nathalial, Zapata José E.1, Montes Julio?.
lUniversidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

Resumen

La sociedad moderna ha tomado conciencia de la relacion entre la dieta y la salud.
Razon por la cual se ha empezado a regular el uso de los antioxidantes sintéticos
en la industria de alimentos, debido a los efectos secundarios sobre la salud del
consumidor final, lo cual ha incentivado la tendencia al consumo de productos de
origen natural. Una de las alternativas para satisfacer la demanda de este tipo de
productos, es el desarrollo de antioxidantes de fuentes biolégicas, tal como la
produccion de antioxidante hidrolizado de plasma bovino, una fraccion de la sangre
gue es un subproducto de las plantas de beneficio bovino. En este estudio, se us6
una metodologia de escalado por similitud de comportamiento para obtener un
hidrolizado enzimatico con condiciones similares y propiedades idénticas al
hidrolizado obtenido en un reactor de 1 L. La hidrdlisis fue llevada a cabo en un
reactor de 1 L controlado por un Titrando 842, un titulador automéatico (Metrohm,
Suiza) con Alcalasa 2.4L, a un pH 9.0 y 61,5°C. Las condiciones Optimas obtenidas
en el reactor de 1L fueron escaladas a 5L, en un reactor BioFlo 310 (New Brunswick,
EU). El hidrolizado en ambos procesos se obtuvo con un tiempo maximo de 16,53
+ 0,43 min con un grado de hidrdlisis de 20%, una concentracion de sustrato maxima
de 78,22 + 1,95 g/L, una relacion de E/So de 22% y una actividad antioxidante de
70,75 + 2,46 %.

Abstract

In modern society, there is an increasing awareness of the relationship between diet
and health. Reason why the use of synthetic antioxidants in the food industry is
regulated, due to the side effects on consumer health, which has created the trend
of consumption of products of natural origin. One of the alternatives to satisfy this
demand is the search for antioxidants from natural sources, such as the production
of hydrolyzed antioxidant from bovine plasma, a fraction of the blood produced in
the plants. In the present study, a scaling methodology by behavioral similarity was
used to obtain an enzymatic hydrolyzate with similar conditions and identical
properties for to obtain the hydrolyzate obtained in a 1 L reactor. The hydrolysis was
carried out in a 1 L reactor controlled by a Titrando 842, an automatic titrator
(Metrohm, Switzerland) with Alcalasa 2.4L, at pH 9.0 and 61.5 °C. The optimum
conditions obtained in the 1L reactor were scaled to 5L in a BioFlo 310 reactor (New
Brunswick, EU). The hydrolyzate in both processes was obtained with a maximum
time of 16.53 + 0.43 min with a degree of hydrolysis of 20%, a maximum substrate
concentration of 78,22 + 1,95 g/L, an E/So ratio of 22% and an activity antioxidant
of 70,75 £ 2.46%.
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Introduccién.

En los dltimos afios la sociedad se ha concientizado de la estrecha relacion que
existe entre dieta y salud, como consecuencia de ello, han irrumpido con fuerza en
el sector alimentario y en el sector salud, los productos funcionales, los cuales han
cobrado un gran interés, tanto de la comunidad cientifica, como de la industria
alimentaria, y son definidos como aquellos alimentos o sustancias que aportan
efectos beneficiosos sobre una o mas funciones fisiologicas, mas alla de los efectos
nutricionales, y que van encaminados a mejorar el estado de salud y bienestar o a
reducir el riesgo de trastornos en el organismo [1].

Las investigaciones realizadas estan enfocadas en obtener este tipo de productos
y han dedicado especial atencion al estudio del papel fisiologico de las proteinas de
la dieta [2]. Muchas proteinas de origen natural son usadas como fuente para
producir hidrolizados proteicos con propiedades bioactivas y desde el punto de vista
de proteccion del medio ambiente y con un enfoque econdémico, es aprovechar el
uso de materiales de subproductos para la generacion de productos para industria
alimentaria. La sangre animal producida durante el sacrificio es una valiosa y
econdmica fuente de proteinas [3], y se ha encontrado que puede producir
diferentes tipos de péptidos bioactivos [4, 5, 6, 7, 8, 9].

En Colombia, segun reportes de DANE y su estrategia ESAG (2016), al afio se
sacrifican aproximadamente 2 millones de cabezas de ganado vacuno, que
equivalen a aproximadamente 62.275 toneladas de sangre con un alto contenido de
proteinas de alto valor biolégico y nutricional [10], sin embargo 65 % de las plantas
de sacrificio no hacen ningin uso de la de la sangre resultante del proceso del
sacrificio de los animales [11]. De esta manera, la alta produccion de la sangre de



bovino en relacion con la escasa demanda sefiala una subutilizacién de este
producto, lo que la convierte en un gran problema medioambiental dado que gran
parte de este subproducto es arrojado a las fuentes de agua, lo que es alarmante
considerando que la sangre representa una sustancia potencialmente contaminante
del medio ambiente [12].

Dada la importancia de buscar nuevas alternativas para la utilizacion del plasma
animal, este trabajo de investigacion tiene como objetivo escalar el proceso para
obtener un hidrolizado de plasma de bovino con actividad biolégica, y que sirva en
futuras aplicaciones en la industria alimentaria.

Objetivo.

Obtener un hidrolizado enzimatico a partir del plasma de bovino en un reactor de 5L
con condiciones y propiedades antioxidantes similares a las obtenidas con el
hidrolizado obtenido en un reactor de 1L.

Metodologia

Materiales

Plasma bovino con un contenido de proteina de 7,0 £ 0,9% que fue comprado a un
proveedor comercial en Colombia. Enzima proteolitica Alcalasa 2.4 L grado
alimenticio (E.C. 3.4.21.62 con una actividad especifica de 2,45 + 0,07 AU/g enzima
obtenida de Bacillus licheniformis, Novo Nordisk Co., Dinamarca). Hidréxido de
sodio (NaOH) 2M, grado analitico. Albumina de suero bovino estandar A7030, EC
No. 232-936-2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Quimicos de prueba, como
Trolox (4cido 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carbéxilico), un analogo soluble
de la vitamina E y acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfénico) (ABTS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Todos los otros quimicos y reactivos usados
fueron grado analitico.

Métodos

Determinacion del contenido de proteina

La concentracion de proteina del plasma y del hidrolizado fue determinada por le
método de Biuret [13]. La curva estandar fue desarrollada usando Albumina bovina.
La medidas se hicieron en un espectrofotometro Genesys 10S. La absorbancia fue
medida a 37 °C a una longitud de onda de 540 nm.

Determinacion del grado de hidrolisis (GH)

El grado de hidrolisis (GH) esta definido como la relacion la relacion del nimero de
enlaces peptidicos rotos y se expresa como hidrolisis equivalentes (h), en relacion
con el total de enlaces peptidicos antes del proceso de hidrélisis (htot).
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El GH durante la reaccion enzimatica del plasma bovino con Alcasa 2.4L fue medido
por el método de pH-estato. El consumo de base usada puede ser relacionada con
el porcentaje del GH por medio de la siguiente ecuacion [13]:
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Donde:

Ve— Volumen de base consumida (L), Ns— Concentracion de la base (eqv/L), Mp—
Masa de la proteina (kg) y a- el grado de disociacion de los grupos a-NH (Grupos
amino liberados en la reaccion). Este valor es dado como una funcion del pH y la
temperatura de la reaccion (K). El valor usado es 0,9918 y es calculado con la
siguiente ecuacion:
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El htot— es calculado por medio de un andlisis de aminoacidos y sumando los mmoles
de cada aminoacido individual por gramo de plasma bovino, en este caso se uso un

valor que se ha reportado para proteinas sanguineas de 8,3 eqv/kg [14].

Hidrdlisis enzimatica de las proteinas de plasma bovino

El plasma bovino fue disuelto en agua destilada a diferentes concentraciones de
proteina (entre 22 - 80 g/L). Los hidrolizados fueron preparados de acuerdo con el
método descrito por Liu y colaboradores (2009) [15]. La reaccion de hidrolisis fue
realizada inicialmente en un bioreactor con un volumen de 1 L, adicionando una
relacion de enzima/sustrato (E/S) de 22 % de Alcalasa 2.4L/g de sustrato a 61,5 °C
por medio de un disefio éptimo de experimentos. Un pH de 9 fue mantenido estable
con la adicion de una solucibn NaOH 2 M usando un titulador potenciométrico
automatico, Titrando 842 (Metrohm, Siuzo), controlado por un sistema de
adquisicién de datos (Software Tiamo 1.2.1). La reaccion enziméatica se llevéd a cabo
hasta que el grado de hidrolisis fue del 20% [16], luego se inactivo y desnaturalizo
térmicamente la proteasa a 85°C en un bafio de agua por 10 m después de la
hidrolisis [14]. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Capacidad de absorbancia de radicales ABTS*

Este método fue usado como fue descrito por Re y colaboradores (1999) [17],
basado en la capacidad de una muestra para inhibir los radicales ABTS* comparada
con una solucién de Trolox ® que es un antioxidante quimico de referencia estandar.
Luego la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 732 nm. Los resultados
fueron reportados en % de capacidad antioxidante o capacidad de inhibir la
formacion de radicales ABTS*.



Disefio experimental para evaluar la obtencién de condiciones similares

Un disefio experimental 6ptimo de un factor para generar los ensayos necesarios
para producir un hidrolizado con buena capacidad antioxidante en el proceso por
medio de 12 corridas experimentales variando la concentracion de sustrato entre 22
y 80 g/L, todos los ensayos se llevaron a cabo hasta obtener un grado de hidrélisis
de 20%. El disefio de experimentos se realizd con el objetivo de verificar que las
condiciones ensayadas obtenidas en el sistema de hidrolisis de 1L eran
reproducibles de forma similar o igual en el biorreactor de 5L.

Escalado del proceso de hidrélisis enzimatica de reactor de 1l a reactor de 5L
En el escalado del sistema de reaccion, primero se obtuvo un modelo del proceso,
gue permitio el correspondiente andlisis del comportamiento con base en balances
macroscopicos y datos experimentales [18]. Se ensayd el funcionamiento del
modelo en el reactor de 1L y se comprobé que dicho funcionamiento fuera igual o
similar al esperado en el prototipo de 5L. Esto con el objetivo de que el cambio de
escala no afectara el comportamiento observado en el modelo y que la similitud del
proceso modelo con el prototipo, solo se diferenciard por el error intrinseco del
disefio. Los dos sistemas (modelo y prototipo) tenian una similitud geométrica en
sus dimensiones y caracteristicas geométricas, por lo cual este escalado se realiz6
con la metodologia de similitud de comportamiento, donde las variables dependen
del fendmeno dinamico. Por lo tanto, el cambio de escala se llevd a cabo con
funciones lineales, simples y homogéneas, que vinculaban las variables
dependientes e independientes del modelo y el prototipo, con la siguiente ecuacion:

XM = AX'XP (4)
Donde: Xy: es el valor de una propiedad o condicién del modelo; A,: es el
correspondiente factor de escala y Xp: es del valor de la propiedad o condicion
evaluada u obtenida en el prototipo [19, 20].

Anélisis estadistico

Todos los ensayos para la determinacion del tiempo de produccion de cada
hidrolizado (GH: 20%) y capacidad antioxidante fueron realizadas por triplicado. Los
resultados de los datos de la capacidad ABTS* son presentados como la media + la
desviacidon estandar. Se uso un software Design-Expert® 8.0.5 (Stat-Ease, E.U.)
para la generacion de los ensayos a realizar, de forma que se aseguré la
aleatoriedad e independencia de los ensayos. Se analizaron los resultados del
tiempo y de capacidad antioxidante, por medio de la t-student para dos variables
independientes con un nivel de significancia de 95% [21].

Resultados

Disefio de experimentos para la obtencion de condiciones y capacidad
antioxidante

Todos los ensayos realizados en la hidrélisis enziméatica de plasma bovino se
desarrollaron hasta obtener un grado de hidrdlisis de 20%, condicion en la que la



presenta la mayor capacidad antioxidante (Tabla 1) [resultados propios, 18] y es
confirmado con los resultados de otros autores [22].

Table 1. Actividad antioxidante (ABTS) a diferentes GH

GH (%) CA (umol ET/g)
0.0 12.53 + 0.092
3.8 53,63 + 1,90°
6.7 62.28 + 0,26°
10.8 62,96 + 0,25°
15.3 65.43 + 0.58¢
20.0 65.71 +1,12¢

&d Cada superindice tiene un nivel de significancia diferente (p<0.05)

Los resultados obtenidos en el disefio de un solo factor realizado en el Titrando de
1L, donde la concentracion de sustrato vario entre 22 y 80 g de proteina/L se
presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados del disefio experimental de un factor en reactor de 1L.

Sustrato (g/L) | Tiempo (min) | CA (umol ET/g)
22,00 8,29 + 0,06 67,09 £0,10
22,00 8,07 + 0,03 67,37 £ 0,05
31,86 9,52 + 0,02 61,70 £ 0,02
41,43 10,63 + 0,07 64,21 + 0,10
51,00 12,16 + 0,04 62,83 £ 0,04
51,00 12,46 + 0,33 68,79 + 0,08
51,00 12,38 £ 0,03 64,21 £ 0,02
58,54 13,12+ 0,50 62,53 + 0,06
65,50 14,19 + 0,02 64,78 + 0,06
72,75 12,96 £ 0,12 68,74 + 0,05
80,00 16,17 + 0,34 69,11 + 0,06
80,00 16,10 + 0,05 74,23 £0,14

Escalado del proceso de hidrolisis enzimética de reactor de 1L al reactor de
5L

El reactor de 1L fue agitado por un sistema de agitacidbn magnético, que comprendia
una plancha de agitacion y una barra de agitacion. La velocidad de agitacion que se
uso para agitar el proceso de hidrolisis en el reactor de 1L fue de 5,74 rps, las cuales
fueron optimizadas en estudios previos [16]. Ambos sistemas de reaccidén eran



homogéneos y mantenian una similitud geométrica, como requerimiento para el
escalamiento de cualquier bioproceso. El criterio que se utilizdo para escalar el
proceso fue asegurar una similitud hidrodinamica para los dos sistemas, con el
mantenimiento del nimero de Reynolds en ambos sistemas, de forma tal que en
ambos sistemas fuera constante. La condicion de conformidad para lograr la
similitud hidrodinamica fue:

ReM _ ReP . (NDLP> _ <NDLP) (5)
K Iy K 7p

Donde Re, es el nimero de Reynolds para el modelo o para el prototipo; N es la
velocidad de agitacion (rps); D; es el diametro del impulsor (m); p es la densidad
(kg/L) y u es la viscosidad del medio (Pa).

En el proceso de escalado, se supuso que la densidad y la viscosidad del medio
permanece constante en el sistema, y que la Unica variacidn se presenta en el
diametro de los impulsores en ambos sistemas, por consiguiente, la velocidad del
impulsor es diferente y la ecuacion que expresa este fendbmeno se muestra a
continuacion:

(N.Dy)y

(N.Dj)y = (N.Dj)p = Np = D
l

(6)
P

El didmetro del impulsor del reactor de 5L usado fue de 0,075 m y el respectivo
diametro de la barra de agitacién que impulsa el fluido en el sistema de reaccion de
1L fue de 0,05 m. Entonces, la velocidad del impulsor del prototipo fue establecido
como 3,83 rps.

Otro criterio que se us6 para verificar el calculo anterior fue la estimacién del valor
de la velocidad de la punta del impulsor en el prototipo, que se calculé con la
siguiente ecuacion:

Np; = . Ni. Dy = (Nyi),, = (Npi), = (N.D)y = (N.Dy)p (7)

Donde N,; es la velocidad de la punta del impulsor (rps). Con este procedimiento se
determind la misma ecuacién y por lo tanto un valor igual a 3,83 rps para la velocidad
del impulsor, siendo este valor del factor de escala entre los dos sistemas de
hidrélisis enzimética (4,.:3,83). Una vez, establecidas las condiciones del sistema de
hidrélisis enzimatica en el reactor de 5L, se validaron algunas de las condiciones
ensayas en el reactor de 1L y se obtuvieron valores similares (Tabla No. 3)

Tabla 3. Valores obtenidos de ensayos en el reactor de 5L.
Sustrato (g/L) | Tiempo (min) | CA (umol ET/g)

22,00 7,71 0,23 67,83 £ 0,68
41,43 10,39 + 0,18 65,80 + 0,64
51,00 11,64 £ 0,15 67,54 £ 0,57
72,75 13,44 £ 0,33 68,47 £ 0,14

80,00 17,06 0,62 68,92 + 0,15




En ambos sistemas se evaluaron la viscosidad y la densidad del medio de reaccion
y del hidrolizado obtenido, propiedades que fueron iguales en los dos sistemas (no
se presentan datos).

Discusién

En el calculo del nUmero de Reynolds del recipiente no se uso la férmula del nimero
de Reynolds del impulsor en un reactor agitado, con el fin de que la hidrodinamica
de los recipientes de forma cilindrica y con similitudes geométricas, fuera igual, por
lo tanto, en este caso se us6 la ecuacion del nUmero de Reynolds para un sistema
cilindrico con una seccion circular [23]. El resultado de la velocidad del impulsor fue
corroborado usando el modelo de medicion con el cual se calcula la velocidad del
impulsor.

En los datos de capacidad antioxidante se ve que el parametro influyente no es el
sistema de reaccion, ni los parametros geométricos si no el GH. Pues entre los
resultados obtenidos en ambos sistemas, a un mismo GH la capacidad antioxidante
no tienen diferencias significativas.

Los productos obtenidos en ambos sistemas de hidrélisis enzimética tienen la
misma capacidad antioxidante y se produce en tiempo similares, en el analisis de
comparacion de medias por la prueba de t-student, no hay diferencias significativas,
por lo tanto, el escalado del proceso fue validado experimentalmente.

Conclusiones

v Se logré determinar un factor de escala entre los dos sistemas de produccion de
hidrolizados enzimaticos y fue validado con resultados experimentales.

v’ La capacidad antioxidante del producto biol6gico obtenido depende fuertemente
del grado de hidrolisis obtenido a las condiciones de pH, temperatura y
concentraciones de sustrato y la relacion enzima/sustrato establecidas, por lo
tanto, la velocidad de agitacién y el cambio de escala no afectan esta propiedad.

v’ Este trabajo tiene un gran aporte en la produccion de este tipo de productos
biolégicos enzimaticos, en el cual se deja la posibilidad de seguir escalando el
proceso a un mayor volumen de produccién y lo hace mas factible para la
industria de aditivos alimentarios.
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