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RESUMEN
El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la etapa de hidrélisis enzimética de las
proteinas de la anchoveta entera, que podra satisfacer cierta formulacion del hidrolizado
en la produccion de concentrados proteicos de pescados para consumo humano del tipo
Ay B. El sustrato empleado (anchoveta entera) presentd una composicion proximal de
77.65% de humedad, 13.86% de proteinas, 5.24% de grasa y 2.71% de cenizas. La
enzima empleada (Protamex™) tuvo una actividad de 369.44 Uxmg™, asi mismo, sus
pardmetros cinéticos a las mismas condiciones ambientales fueron: K, de 11.22 gxL™y
Vinax de 0.0116 gxL™*xmin™. El desarrollo experimental, en las condiciones ambientales
Optimas de la enzima Protamex™ (pH de 7.5 y 55°C), fue un disefio Box-Behnken, con
la finalidad de evaluar los efectos de 3 variables, relacion enzima sustrato (10 a 60
UAxkg™ proteina cruda), factor de dilucién (0.7 a 1.3 kg pescado x kg™ agua) y tiempo
de reaccién (60 a 180 min), sobre el grado de hidrolisis (% GH), la recuperacion de la
proteina (% RP) y la distribucion aparente del peso molecular (PM). Las condiciones
Gptimas de reaccion enzimatica son: relacion enzima sustrato de 60 UAxkg™ proteina
cruda, factor de dilucién de 0.7 kg pescado x kg™ agua y tiempo de reaccion de 90 min,
donde se obtiene 16.917% de grado de hidrolisis obtenido, 72.086% de recuperacion de
proteina del y una peso molecular aparente del péptido obtenido de 11.045 KDa.
Seguidamente se estudio la identificacion del mecanismo cinético clave, implicado en la
hidrolisis de la anchoveta por Protamex™, planteandose tres hipdtesis (agotamiento del
sustrato, inhibicion por producto y la inactivacion térmica de la enzima) para explicar la
forma tipica de la curva de hidrolisis. Se determind una fuerte inhibicion por producto
(K; de 0.608 gxL 'y K'; de 1.882 gxL™) lo que explicé satisfactoriamente la forma de la

curva de hidrdlisis por la disminucion notable y progresiva en la velocidad de reaccion.

Palabras-claves: Anchoveta entera, enzima Protamex™, concentrado proteico.
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ABSTRACT

The purpose of this investigation was to study the enzymatic hydrolysis stage of whole
anchovy proteins that could be used to satisfy some hydrolysate formulation in the
production of fish protein concentrates type of A and B for human consumption. The
substrate used (whole anchovy) presented a proximal composition of 77.65% of
humidity, 13.86% of proteins, 5.24% of fat and 2.71% of ashes. The enzyme used
(Protamex™) had an activity of 369.44 Uxmg™, and with kinetic parameters under the
same environmental conditions were: Ky, of 11.22 gxL™" and a Vpax of 0.0116 gxL°
'xmin™. The experimental plan, under the optimal environmental conditions of the
Protamex™ enzyme (pH 7.5 and 55 ° C), was a Box-Behnken design, expecting to
evaluate the effects of 3 variables, substrate-enzyme ratio (10 to 60 AUxkg™ crude
protein), dilution factor (0.7 to 1.3 kg fish x kg * water) and reaction time (60 to 180
min), on the degree of hydrolysis (% DH), the protein recovery (% PR) and the apparent
molecular weight distribution (MW). The optimal conditions are: substrate-enzyme
ratio of 60 AUxkg™ crude protein, dilution factor of 0.7 kg fishxkg™ water and a
reaction time of 90 min, obtaining 16.917% of hydrolysis degree, 72.086% of protein
recovery and an apparent molecular weight of the peptide obtained of 11.045 KDa. In
the next phase, was studied the identification of the key mechanism involved in the
hydrolysis of anchovy by Protamex™, proposing three hypotheses (substrate depletion,
inhibition by product and thermal inactivation of the enzyme) to explain the typical
shape of the hydrolysis curve. A strong inhibition by product was observed (K; of 0.608
gxL™ and K'; of 1.882 gxL™) was determined which satisfactorily explained the shape

of the hydrolysis curve by the remarkable and progressive decrease in reaction rate.

Key words: whole anchovy, Protamex™ enzyme, protein concentrate.
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l. INTRODUCCION

La harina de pescado y el aceite de pescado son industrias de produccion en un periodo
de transicion. Hace quince afios, estas industrias se centraban en el aumento de la
capacidad de produccidn; sin embargo, actualmente se esta orientando al desarrollo de

nuevos productos.

La anchoveta (Engraulis ringens) tiene una alta demanda en Per( por las industrias
pesqueras, debido a su utilizacién en la elaboracion de harina de pescado, la cual es
destinada para un consumo humano indirecto; y en la produccién de conservas de
pescado, la cual utiliza sélo una fraccion de pescado disponible y el resto son sub-

productos de bajo valor que se desechan o se utilizan como piensos.

Un proceso enzimatico utiliza toda la materia prima, convirtiéndola en ingredientes
alimentarios de valor, tales como, extractos de proteinas de pescado, que consisten en
un caldo con sabor de buena calidad y una valiosa fraccion de aceite de pescado rico en
EPA y DHA, asi como una fraccién de hueso limpio que es adecuado para la obtencion

de colégeno.

Los concentrados proteicos a partir de especies de pescado y sus partes no procesadas y
procesadas, son elaborados con fines de contribuir a la formulacion de alimentos de
consumo humano directo y se utilizan como alimentos para la salud, alimentos
funcionales y nutracéuticos. En Canada se utiliza como un regulador de las funciones
intestinales (Marchbank et al., 2008). En Estados Unidos, en la nutricion deportiva
(Nesse et al., 2011); asi como en la estabilizacion de la glucosa en sangre, y control de

peso (Guerard et al., 2010). En Reino Unido, como un suplemento dietético (Guerard et



al., 2010). Estas aplicaciones son debido a sus multiples propiedades tecno-funcionales
y estan siendo incorporados con éxito en diferentes sistemas alimentarios, tales como
productos de cereales, productos a base de carne, postres, galletas, entre otros.

(Kristinsson y Rasco, 2000).

Estos hidrolizados de proteinas deben cumplir dos caracteristicas: No estar constituidas
solo por aminoéacidos libres, ya que esto las hace hiperosmoticas, provocando secrecién
intestinal y diarrea (Grimble et al., 1986). No estar constituidos por péptidos de alto
peso molecular, ya que genera problemas de alergenicidad y producen cierto amargor en
el producto final, que parece estar relacionado con la hidrofobicidad de las cadenas
laterales y con la fuente proteica utilizada (Otani et al., 1990). Las consecuencias
generadas en ambos casos desaparecen cuando los hidrolizados de proteinas, estan
constituidos por péptidos de peso molecular inferior a 10,000 Da y superiores a 400 Da
(Benitez et al., 2008). Por tanto, el control del proceso de reaccién y la caracterizacion
de los hidrolizados en base al tamafio de los péptidos son objetivos importantes en la

hidrolisis de proteinas.

En la actualidad, existen investigaciones de produccion de hidrolizados de proteinas
utilizando varias especies de pescados como Thunnus albacares (De Oliveira et al.,
2016), Sardine pilchardus (Garcia-Moreno et al., 2016), Capros aper (Shikha et al.,
2016), Arctoscopus japonicus (Jang et al., 2016), Oreochromis niloticus (Jumardi et al.,
2014), Channa striatus (Ghassem et al., 2011), Nemipterus japonicus (Nagash y Nazeer,
2011), entre otros. Lo que demuestra, que se ha limitado el uso de especies de musculo
oscuro, debido a su accesibilidad a la oxidacion y de mal sabor en el producto final

(Hsu, 2010). Tambien, se ha reportado que estos productos se han obtenido a partir de la



piel (Aleman et al., 2011), cabeza (Bougatef et al., 2008), visceras (Jai-Ganesh et al.,
2011), higado (Ahn et al., 2010), huesos (Hou et al., 2011), gbnadas (Chalamaiah et al.,
2011) y masculo. Con estos estudios se ha demostrado que las proteinas pueden ser

extraidas de cualquier parte del pescado.

El proceso de obtencion de concentrados proteicos de pescado del tipo A y B, para
consumo humano directo requiere de operaciones como: hidrélisis enzimatica, filtracion
rotatoria, separacién por centrifugacion, filtracion por membranas, evaporacion y
secado por atomizacion. Por esta razon, el objetivo del presente trabajo de investigacion
fue determinar la influencia de la relacion enzima sustrato, factor de dilucion y el
tiempo de reaccion sobre el grado de hidrdlisis, la recuperacion de proteina y la
distribucion aparente del peso molecular de los componentes del hidrolizado proteico de
anchoveta entera (Engraulis ringens), obteniendo las condiciones 6ptimas en la etapa
mas importante del proceso de obtencion de un concentrado proteico, la hidrolisis

enzimatica.

Teniendo como objetivos especificos los siguientes:

- Definir las técnicas de analisis del grado de hidrolisis (Método pH-Stat),
recuperacion de proteina (Método Kjeldahl) y la distribucion aparente del peso

molecular (Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico).

- Comprobar el rango de linealidad y actividad enzimatica de la enzima comercial

Protamex™.,

- Determinar los parametros cinéticos de la enzima comercial Protamex™.,



- Caracterizar molecularmente los componentes del hidrolizado proteico de anchoveta

entera por accion enzimatica mediante electroforesis SDS-PAGE.

- Optimizar el proceso de hidrolisis enzimatica de anchoveta entera utilizando el
disefio Box-Behnken con la finalidad de obtener los mayores valores de grado de
hidrolisis y recuperacion de proteina, asi como, la mayor concentracion de péptidos

inferiores a 10 KDa.

- ldentificar el mecanismo de reaccion involucrado en la hidrdlisis de proteina de

anchoveta entera por accion enzimatica.



1. MARCO TEORICO

2.1.MATERIA PRIMA
A continuacion se detallan las caracteristicas de la anchoveta peruana, asi como,

su posicion y distribucion geografica, y su composicion quimica.

Nombre Cientifico: Engraulis ringens
Nombre Comun: Anchoveta
Nombre en Inglés: Anchovy

Nombre FAO: Anchoveta peruana.

2.1.1. Caracteristicas de la especie

La anchoveta es una especie pelagica, de talla pequefia, que puede alcanzar
hasta los 20 cm. de longitud total. Su cuerpo es alargado poco comprimido,
cabeza larga, el labio superior se prolonga en un hocico y sus 0jos son muy
grandes. Su color varia de azul oscuro a verdoso en la parte dorsal y es plateada
en el vientre. Vive en aguas moderadamente frias, con rangos que oscilan entre
16 — 23°C en verano y de 14 — 18°C en invierno. La salinidad puede variar
entre 34.5 y 35.1 Unidades Préacticas de Salinidad. La anchoveta tiene habitos
altamente gregarios formando enormes y extensos cardimenes que en periodos
de alta disponibilidad, facilita que sus capturas sean de gran magnitud (FAO,

1985).



2.1.2. Posicién y distribucion geografica

La anchoveta es de amplia distribucion geografica en el Pacifico suroriental. Se
distribuye desde Punta Aguja (6°00'S), en el norte del Peru, hasta el sur de
Chile (44°00'S), y longitudinalmente desde la costa hasta 160 millas mar afuera
(FAO, 1985). Su distribucion esta asociada a la extension del Sistema de la
Corriente de Humboldt, también referido como Sistema de Corrientes Peru-
Chile (Montecino et al., 2006), una de las areas mas productivas dentro de los
sistemas de corrientes de borde oriental (Mann y Lazier, 2006). Esta alta
productividad es favorecida por el ascenso permanente de aguas sub-
superficiales ricas en nutrientes que mantiene una alta produccion nueva,
canalizada via zooplancton, hacia una de las pesquerias mas ricas del mundo

como la anchoveta (Bernal et al., 1983; Cushing, 1990; Nixon y Thomas,

2001).

2.1.3. Composicién quimica

En la Cuadro 1 se resume la composicion quimica proximal promedio de la

anchoveta (Engraulis ringens) fresca crudo.

Cuadro 1: Composicion proximal de pescado anchoveta, fresco crudo

Componente Porcentaje, %
Agua 70.8
Proteinas 19.1
Grasa Total 8.2
t((:)(gllaé)sh|dratos 00
Cenizas 1.2

Fuente: Tablas peruanas de composicion de alimentos, 20009.



2.2.HIDROLISIS PROTEICA
La hidrolisis de las proteinas alimentarias para mejorar la aceptabilidad y la
estabilidad al almacenamiento de los recursos proteicos, es una tecnologia antigua
(Adler-Nissen, 1986). Los hidrolizados se pueden definir como proteinas que se
descomponen quimica o enzimaticamente en péptidos de diferentes tamafios v,
finalmente, en aminoacidos (Adler-Nissen, 1986). Los hidrolizados proteicos se
producen para una amplia variedad de usos en la industria alimentaria, incluyendo
sustitutos de leche, suplementos de proteinas, estabilizantes en bebidas y
potenciadores de sabor en productos de confiteria. Los beneficios de los
hidrolizados de proteinas alimentarias para producir ingredientes proteicos
funcionales y suplementos nutricionales es una tecnologia mas reciente, alrededor
de la década de 1940, aparecen los primeros hidrolizados proteicos comerciales

(Kristinsson y Rasco, 2000).

Los métodos quimicos y biolégicos son los mas utilizados en la hidrélisis de
proteinas, siendo la hidrolisis enzimética la que se emplea méas frecuentemente, y
la mas prometedora para el futuro, ya que da como resultado productos de alta

funcionalidad y valor nutritivo.

2.2.1. Métodos quimicos en la hidrdlisis de proteinas

La hidrdlisis quimica de las proteinas se lleva a cabo por escision de los
enlaces peptidicos con la utilizacion de acidos o bases. Se han propuesto varios
procesos para la hidrolisis acida o alcalina del pescado (Hale, 1972). Este ha
sido el método de eleccion en el pasado para la industria, principalmente, por

su bajo costo y facilidad para llevarla a cabo (Kristinsson y Rasco, 2000). Sin

7



embargo, existen muchas limitaciones, la hidrdlisis quimica tiende a ser un
proceso dificil de controlar y conduce a productos con variable composicion

quimica y propiedades funcionales (Skanderby, 1994; Blenford, 1994).

2.2.2. Métodos bioldgicos en la hidrolisis de proteinas

El proceso de hidrolisis enzimética es méas ventajoso que la hidrolisis quimica,
ya que permite el control del grado de hidrdlisis y, por consiguiente, el control

de las propiedades de los productos resultantes (Kristinsson y Rasco, 2000).

Las enzimas son especificas para un tipo determinado de enlace y, por tanto, no
es frecuente la aparicion de productos de degradacion. En cambio, la poca
selectividad de los ataques acidos y basicos, y su dificil control, conduce
inevitablemente a la aparicion de productos de degradacion que pueden llegar a

ser toxicos (Guadix et al., 2000).

La hidrélisis enzimatica transcurre generalmente en el intervalo entre 40 a
60°C y pH entre 4 a 8 (Guadix et al., 2000). Por otro lado, la hidrélisis
quimica, se lleva a cabo a temperaturas y pH extremos, formando productos
con un bajo valor nutricional, pobre funcionalidad y restringido para usarse

como potenciadores del sabor (Webster et al., 1982; Loffler, 1986).

No se afiaden sustancias extrafas en la hidrolisis enzimatica. Evidentemente no
es asi en los procesos de hidrolisis quimica, ya que la necesaria neutralizacion

posterior eleva considerablemente el contenido en sales (Guadix et al., 2000).



Las enzimas mantienen el valor nutritivo, ya que no producen degradacion de
los componentes separados, mientras que la hidrolisis alcalina destruye los
aminoacidos arginina y cisteina, y la hidrolisis acida elimina el triptéfano y
desamina los aminoacidos serina y treonina (Guadix et al., 2000). Es decir,
conduce a productos cuya composicion quimica y propiedades funcionales son

variables (Skanderby, 1994; Blenford, 1994).

En la hidrolisis enzimatica, por la exposicion de aminoacidos hidrofobos tales
como valina, isoleucina, fenilalanina, triptéfano, leucina y tirosina, puede
aparecer la amargura en el producto final; sin embargo, se puede limitar su
formacion mediante el control del grado de hidrolisis o la utilizacién de
enzimas especificas como las exo-peptidasas (Pedersen, 1994; Adler-Nissen,

1986).

2.3.HIDROLISIS PROTEICA POR ACCION ENZIMATICA
En los siguientes sub titulos se definen los términos que involucran el problema
de la presente investigacion como el sustrato, enzima, la reaccion de hidrdlisis, su

control, etapas y cinética de la hidrdlisis proteica por accion enzimatica.

2.3.1. Sustrato

Es el material de partida utilizado para la obtencién de los hidrolizados
proteicos, puede ser de origen animal, vegetal o bacteriano. Para la eleccion de

una fuente proteica adecuada debe tenerse en cuenta el uso que vaya a tener el



hidrolizado, asi como el valor agregado del producto final con respecto al

sustrato inicial (Guadix et al., 2000).

Asi, para la obtencion de hidrolizados con propiedades gelificantes y
emulsificantes se suelen emplear colageno y gelatina por su capacidad para
formar geles transparentes (Adler-Nissen y Olsen, 1979). También se ha
extendido el uso de proteinas de huevo (Lind y Lee, 1983), de carne (Smith y
Brekke, 1984), de sangre e incluso de cereales (Sarkki et al., 1979) para este

fin.

Cuando la finalidad del hidrolizado es su uso como fuente de nitrégeno, se
usan proteinas del pescado (Mackie, 1982). Por lo tanto, en los siguientes
subtitulos se limitara la discusion a la obtencion de hidrolizados a partir de
diferentes partes del pescado (piel, cabeza, musculo, espinas, visceras, higado y
gonadas) con la finalidad de fundamentar la utilizacion del pescado entero en

nuestra investigacion.

2.3.1.1. Hidrolizados proteicos a partir de piel de pescados

La piel de los pescados, un subproducto de la industria pesquera, es una
rica fuente de colageno y gelatina. Existen varios estudios que
demuestran el potencial para convertir en hidrolizados de proteina de
pescado a partir de desechos de piel de diferentes especies de pescados.
Estos incluyen; bacalao (Yang et al., 2008), tilapia (Yang et al., 2009),
lenguado (Gimenez et al., 2009), pez gato (Yin et al., 2010), tilapia del

Nilo (Ngo et al., 2010), entre otros.
10



Wasswa et al., (2008) y Wasswa et al., (2007) prepararon hidrolizados
de proteinas de la carpa herbivora usando Alcalase y optimizaron las
condiciones de hidrolisis usando una metodologia de superficie de
respuesta. Jian-xin y Zheng (2009) investigaron la hidrdélisis enzimatica
del colageno de la piel del bacalao y estudiaron la distribucion del peso
molecular de los hidrolizados. Yin et al. (2010) han informado de la
piel del pez gato, aislaron hidrolizados de proteinas solubles e
insolubles y describieron las propiedades reoldgicas y funcionales de
los hidrolizados de proteinas. Otro estudio publicado por Aleman et al.
(2011) intentd preparar los hidrolizados de proteinas de las gelatinas de
la piel de Atdn. Recientemente, Sampath Kumar et al. (2012)
informaron los hidrolizados proteicos de la piel de dos especies de
peces marinos, jurel y corvina, mediante el uso de proteasas

gastrointestinales: pepsina, tripsina y a-quimotripsina.

2.3.1.2. Hidrolizados proteicos a partir de cabezas de pescados

Las industrias de procesamiento de pescado generan una cantidad
considerable de cabezas como un subproducto rico en proteinas. Los
hidrolizados de proteinas a partir de este subproductos se han preparado
a partir de diversas especies de pescados; estos incluyen: salmén
(Gbogouri et al., 2004), salmon rojo (Sathivel et al., 2005), sable negro
(Batista et al., 2010), alacha (Souissi et al., 2007; Bougatef et al.,

2010), entre otros.

11



Sathivel et al. (2003) demostraron los hidrolizados de proteina a partir
de la cabeza, pescado entero, cuerpo y gonadas de arenque despues de
una digestion de 75 minutos usando Alcalase como enzima proteolitica
e informaron las propiedades funcionales de los hidrolizados. Gbogouri
et al. (2004) obtuvo hidrolizados de proteinas de cabezas de salmén por
tratamiento enzimatico con Alcalase, alcanzando diversos grados de
hidrolisis (11.5 — 17.5%) mediante la metodologia de superficie de
respuesta donde vario los niveles de temperatura, pH y relacion enzima-

sustrato.

Un estudio realizado por Sathivel et al. (2005) reportaron los
hidrolizados proteicos de la cabeza del salmén rojo y estudiaron los
efectos de diferentes enzimas proteoliticas: Alcalase, Flavourzyme,
Palatase y Neutrase; y diferentes tiempos de reaccion (25, 50 y 75 min)
sobre las propiedades funcionales y nutricionales. Bougatef et al.
(2008) obtuvieron hidrolizados proteicos de cabezas y visceras de
alacha por tratamiento con Alcalase, quimotripsina, preparaciones
enzimaticas brutas de Bacillus licheniformis y Aspergillus clavatus y

extracto de enzima cruda de visceras de sardina.

Otro estudio realizado por Souissi et al. (2007) ha descrito hidrolizados
de proteinas de pescado con diferentes grados de hidrolisis (6.62, 9.31y
10.16 %) a partir de cabezas y visceras de alacha por tratamiento con

Alcalase.

12



2.3.1.3. Hidrolizados proteicos a partir de musculo de pescados

Los musculos oscuros ricos en proteinas de los peces tienen usos
limitados debido a su accesibilidad a la oxidacion y al sabor
desagradable. En su mayoria se transforman en productos de bajo valor
de mercado. Por lo tanto, la conversion de estos materiales ricos en
proteinas en hidrolizados para su posterior utilizacion puede producir

productos de gran valor (Hsu, 2010).

Varios hidrolizados de proteinas se producen usando varias proteinas de
musculo de peces de varias especies, tales como salmén atlantico
(Kristinsson y Rasco, 2000; Nakajima et al., 2009), merluza del
Pacifico Norte (Pacheco-Aguilar et al., 2008), tilapia (Raghavan y
Kristinsson, 2008), atun (Hsu, 2010), barracuda (Rajaram y Nazeer,

2010), entre otros.

Se prepar6 hidrolizados proteicos por atomizacién a partir de masculo
de tilapia negra y se evalu6 su calidad nutricional (Abdul-Hamid et al.,
2002). Otro estudio realizado por Wu et al. (2003) describié los
hidrolizados proteicos del musculo de caballa por un proceso autolitico
e hidrdlisis acelerada con una enzima comercial, la proteasa N, e
investigd los cambios en los niveles y composiciones de aminoacidos y
péptidos pequefios durante la hidrolisis. Candido y Sgarbieri (2003)
hidrolizaron enzimaticamente las proteinas miofibrilares de tilapia del
Nilo en hidrolizados de proteinas con diferentes grados de hidrolisis

(2.5, 3.5, 7.0, 9.0, 14.0 y 25.0%) usando Flavourzyme. En un estudio
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realizado por Theodore y Kristinsson (2007), la proteina del musculo de
bagre fue hidrolizado y reportd un 5%, 15% y 30% de hidrolisis usando
Protamex. Cing-Mars y Li-Chan (2007) describieron el hidrolizado de
filete de merluza del Pacifico usando Protamex bajo diversas
condiciones de pH, tiempo de hidrélisis y relacién enzima sustrato.
Klompong et al. (2009) obtuvieron hidrolizados de proteinas de carnes
de raya amarilla con un 15% de grado hidrélisis usando Alcalase y
Flavourzyme siguiendo el método pH-Stat. Choi et al., (2009) han
preparado hidrolizados de proteinas a partir de musculo de corvina

congelada usando Alcalase, Neutrase, Protamex y Flavourzyme.

2.3.1.4. Hidrolizados proteicos a partir de visceras de pescados

Las visceras de pescado generadas durante el procesamiento son una
fuente potencial de proteina que puede utilizarse como materia prima
para la produccion de hidrolizados de proteinas, que pueden tener
algunas propiedades excepcionales para diversas aplicaciones
industriales. En los altimos tiempos, se han hecho varios intentos para
la produccidn de hidrolizados de proteinas a partir de visceras de peces
utilizando varias enzimas proteoliticas (Batista et al., 2010; Bhaskar et
al., 2008; Bougatef et al., 2010; Hathwar et al., 2011, Ovissipour et al.,

2009, Souissi et al., 2007).

Aspmo et al., (2005) estudiaron la solubilizacion de proteinas viscerales
de bacalao a pH natural de sustrato usando enzimas enddgenas solas o

en combinacidn con una de siete preparaciones comerciales de proteasa
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diferentes: Alcalase, Neutrase, Protamex, Papaina, Bromelina,
Actinidina y una mezcla de proteasa vegetal. Liceaga-Gesualdo y Li-
Chan (1999) describieron el hidrolizado de proteina del arenque usando
una preparacion de endopeptidasa de Bacillus licheniformis e
informaron el grado de hidrdlisis y propiedades funcionales de los
hidrolizados de proteinas. Guerard et al. (2002) produjeron hidrolizados
proteicos a partir de estbmago de atunes de aleta amarilla por una

proteasa comercial umamizyme.

2.3.1.5. Hidrolizados proteicos a partir de higado de pescados

Je et al. (2009) informd de hidrolizados de proteinas del higado de
barrilete, un subproducto de pescado que se utiliza para producir harina
de pescado y piensos 0 se descarta directamente como desechos de
procesamiento, mediante hidrolisis enzimatica utilizando proteasas
comerciales como Flavourzyme, Alcalase, Protamex y Neutrase. Otro
estudio realizado por Ahn et al. (2010) ha informado hidrolizados de
proteinas de higado de atin por hidrdlisis enzimatica utilizando diversas
proteasas como Alcalase, Neutrase y Protamex. Los hidrolizados de
proteinas se pueden utilizar como productos de valor afiadido, que se
aplican ampliamente para mejorar y mejorar las propiedades

funcionales y nutricionales de las proteinas.

2.3.1.6. Hidrolizados proteicos a partir de espinas de pescados

La espina dorsal del pescado es una de las partes importantes de los

desechos de procesamiento de pescado, y contiene alrededor del 30%
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de proteinas (Je et al., 2007). Por lo tanto, pocos investigadores
intentaron preparar hidrolizados proteicos a partir de las proteinas de la
columna vertebral de peces subutilizados con el fin de hacer productos
de valor agregado. Sumaya-Martinez et al., (2005) estudiaron los
parametros de hidrdlisis para la produccion de hidrolizados de proteina
de pescado a partir de la carpa dorada. Un estudio realizado por Je et al.
(2007) informaron los hidrolizados proteicos de la proteina del
esqueleto del atan usando diferentes proteasas tales como Alcalase, o-
quimotripsina, Neutrase, Papaina, Pepsina y Tripsina. Slizyte et al.
(2009) realizaron una serie de ensayos de hidrdlisis utilizando espinas
dorsales del bacalao que fueron inicialmente frescos o congelados y
posteriormente hidrolizados a diferentes tiempos de reaccion (10, 25, 45
y 60 min) y evaluaron como el almacenamiento y la preparacion
afectaban en el rendimiento, funcionalidad, bioactividad y propiedades

antioxidantes de los hidrolizados.

2.3.1.7. Hidrolizados proteicos a partir de génadas de pescados

Las gonadas de varias especies de pescados estan subutilizadas y se
consideran subproductos en diferentes partes del mundo, especialmente
en los paises en desarrollo. No se inform6 mucho sobre la utilizacion de
gonadas de pescado, a excepcion de pocos productos de valor afiadido
(Bledsoe et al., 2003; Chalamaiah et al., 2013). Las génadas de pescado
contienen una cantidad considerable de proteinas. Con el fin de utilizar
esta fuente de proteina subutilizada a partir de gonadas de pescado, se

prepararon hidrolizados de proteinas de peces subutilizadas como
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mrigal (Cirrhinus mrigala) por accién de Alcalase y Papaina como

enzimas proteoliticas (Chalamaiah et al., 2010).

2.3.2. Enzimas proteoliticas

Las enzimas son catalizadores bioquimicos vitales para los seres vivos, ya que
aceleran las reacciones quimicas entre los componentes organicos dentro de las
células que de otro modo tomaria un tiempo muy largo para completar. En la
ciencia y la tecnologia alimentaria se explotan las enzimas para realizar las
funciones deseadas en el procesamiento y para facilitar la conversion de las
materias primas en productos alimenticios de mayor calidad (Richardson y
Hyslop, 1984). Las enzimas lo hacen posible porque el sitio activo de una
enzima es altamente especifico para ciertos sustratos (Kristinsson y Rasco,

2000).

Las enzimas utilizadas por la industria y en la investigacion alimentaria son
predominantemente hidrolasas, la mayoria de las cuales son carbohidrasas,
seguidas de proteasas y lipasas. Las proteasas estan entre las enzimas mejor
caracterizadas. Las preparaciones de enzimas proteoliticas son
economicamente el grupo méas importante de enzimas y su uso estd bien

establecido en la industria alimentaria (Godfrey y Reichelt, 1983).

Las proteasas se clasifican segun: su origen (animal, vegetal, microbiano), su
accion catalitica (endo-proteinasas y exo-peptidasas) y la naturaleza del sitio

catalitico (las endo-proteinasas: serina-, cisteina-, metalo-, o aspartato-
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proteinasas; y las exo-peptidasas: amino-, carboxi-, o di-peptidasas) (Adler-

Nissen, 1986; Lahl y Braun, 1994; Guadix et al., 2000).

Las proteasas se caracterizan por su accion catalitica en endo-proteinasas o
exo-peptidasas. Las endo-proteinasas escinden los enlaces peptidicos dentro de
las moléculas de proteina, usualmente en residuos especificos para producir
péptidos relativamente grandes. Las exo-peptidasas separan los aminoacidos
del extremo N (amino-peptidasas) o del extremo C (carboxi-peptidasas)
mediante la hidrolisis de los enlaces peptidicos terminales. En la hidrolisis de
las proteinas alimentarias, las endo-proteinasas siempre se utilizan, pero
ocasionalmente las endo-proteinasas se combinan con exo-peptidasas para

lograr una degradacion méas completa (Adler-Nissen, 1986).

Las primeras enzimas proteoliticas utilizadas en la industria alimentaria fueron
proteasas pancreaticas de origen animal, si bien cada vez estan adquiriendo
mayor importancia las de origen bacteriano o fingico (Guadix et al., 2000). En
la Cuadro 2 se presentan algunas de las proteasas comerciales de grado
alimentario disponibles en el mercado y se indica la especificidad de parte de
ellas. Los preparados enziméticos suelen ser mezclas de estas enzimas vy

normalmente se venden en estado liquido o como polvos.
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Cuadro 2: Proteasas para la produccion de hidrolizados de proteinas alimentarias

) Nombre/Nombre o
Fuente Tipo ) Rango pH Especificidad
comercial
Pancreas de cerdo Serina Tripsina, PTN 7-9 Lys, Arg
Pancreas de cerdo Serina Quimotripsina 7-9 Phe, Tyr, Trp
; ) Leu, Asp, Glu,
Pancreas de cerdo Aspartato Pepsina 1-4 .
Aromaticos a.a.
] o _ Phe-Met en k-
Estémago de becerro Aspartato Quimosina, cuajo 3-6 ]
caseina
Papaya Cisteina Papaina 5-9 Amplio
) L ] Lys, Arg, Phe,
Pifa Cisteina Bromelina 5-8
Tyr
Higo Cisteina Ficin 5-8 Phe, Tyr, Trp
B. amyloliquefaciens Metalo Neutrase® 6-8 Amplio
B. subtilitis Serina Subtilisina 610 Amplio
B. licheniformis Serina Alcalase® 610 Amplio
B. licheniformis y B. ] ® ]
) ) Serina y metalo Protamex 5-11 Amplio
amyloliquefaciens
B. stearothermophilus - Proteasa S 7-9 Amplio
B. licheniformis Serina Glu-specific 7-9 Glu
_ Aminopeptidasa ® :
Aspergillus oryzae S Flavourzyme 5-8 Amplio
Carboxipeptidasa
Aspergillus niger Aspartato Proteasa acida A 2-35 -
o _ Mas amplio que
Mucor miehei Aspartato Rennilase® 3-6 ) o
quimotripsina
) Aspartato y .
Fusarium o Especifico 6-8 Asp, Lys
lisina
Rhizopus sp. Aspartato Sumizyme RP 3-5 Como pepsina

Fuente: Nielsen, P. M. (2009)

19



2.3.3. Reaccién de la hidrdlisis enzimatica

La reaccion catalizada por la proteasa divide un enlace peptidico en la proteina

como se ilustra en la Figura 1.

Ry H H Ry H

| | | Protease | |
-|C—(|f—N'—C- + HO === -?—COO' + +H3N—(|3—

H O R, H R,

Figura 1: Esquema de la reaccion catalizada por la proteasa (pH ~ 6).

La proteasa actlia sobre el enlace peptidico, rompiéndolo, y liberando el grupo

amino y el grupo carboxilo, como se aprecia en la Figura 1.

Los grupos amino y carboxilos formados tras la hidrolisis pueden estar
parcialmente ionizados, dependiendo del pH del proceso de hidrolisis, y segun

los siguientes equilibrios:

P-COOH & P-COO +H*

P-NH" & P-NH,+H"

Se estiman que los valores de pK a 25°C para los grupos -COOH y +H3N- en
polipéptidos estan comprendidos entre 3.1 a 3.6 y 7.5 a 7.8, respectivamente
(Steinhardt y Beychok 1964; Rupley, 1967). Por lo que para pH < 3.1 - 3.6, el
grupo é&cido estara parcialmente disociado y el grupo amino totalmente

protonado. Si se deja incontrolado el pH en esta zona aumenta rapidamente. Si
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se trabaja a pH > 7.5 - 7.8, el grupo carboxilo estara totalmente disociado y el

amino parcialmente protonado, lo que conlleva una bajada continua del pH.

Para seguir la cinética de reaccion y obtener una medida de la extension de la
degradacion hidrolitica, se emplea un pardmetro denominado grado de
hidrolisis. En principio, existen varios métodos de control, pero en condiciones
practicas industriales hay pocos (Petersen, 1994). El grado de la hidrolisis es
mas comunmente usado para describir la hidrélisis de proteinas alimentarias.
El grado de hidrolisis demuestra tanto tedrica como empiricamente que cuatro
variables de procesamiento: sustrato, relacion enzima sustrato, temperatura y
tiempo, pueden dejarse sin control, siempre que se controle el grado de
hidrolisis (Adler-Nissen, 1984). De esto, es obvio que el grado de hidrolisis es

un método muy simple y rapido de medir el grado de ruptura de las proteinas.

El grado de hidrolisis se define por el porcentaje de enlaces peptidicos

hidrolizados:

R n° de enlaces peptidicos escindidos
Grado de Hidrolisis (GH) %= — x100
n° total de enlaces peptidicos

Ecuacion 1: Definicion del grado de hidrdlisis.

2.3.4. Control de la reaccion de hidrolisis enzimatica

Varios aspectos de esta reaccion se utilizan en el control del grado de
hidrolisis. Algunos estan relacionados con la formacion de los grupos amino,

otros con la acidez de los péptidos o con el cambio en otras propiedades de los
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péptidos resultantes. La Cuadro 3 muestra una vision general de los métodos

que pueden usarse para monitorear el grado de hidrolisis.

Cuadro 3: Métodos para la medicion del grado de hidrdlisis

Meétodo Principio del método

Referencia

En base a la formacion del grupo amino
Orto-ftalaldehido reacciona con grupos amino

OPA primarios para formar un compuesto de color
detectable
Acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico reacciona con
TNBS grupos amino para formar un compuesto de color
detectable

. Ninhidrina reacciona con grupos amino para

Ninhidrina
formar un compuesto de color detectable

Titulacion ¢

on _. . . ]
Titulacion de grupos amino con formaldehido
formol

Nielsen, Pedersen y
Dambmann, 2001.

Adler-Nissen, 1979;
Adler-Nissen, 1986.

Adler-Nissen, 1986.

En base a la acidez
Mantener el pH constante durante la hidrolisis; la

pH — Stat cantidad de titulante es equivalente al grado de
hidrolisis

Titulacion a pH Titular el &cido formado durante la hidrolisis (a

alcalino pH> 5.5) hasta pH 8.0

Cambio en el pH Seguir el pH durante la hidrolisis

Adler-Nissen, 1986.

Mozersky y Panettieri,
1983.

En base a otras propiedades

Medicién de la depresion del punto de
Osmometria congelacién, que se correlaciona con el grado de
hidrdlisis
Medicion del indice de refraccion, que se

Brix . )
correlaciona con la materia seca soluble
Nitrogeno o,
g Nitrogeno soluble
soluble
- , ., Cantidad de péptidos solubles en &cido
Indice acido

tricloroacético (por encima de un cierto peso
molecular los péptidos precipitan)

Método de HPLC basado en cromatografia de
permeacion en gel

tricloroacético

Cadena peptidica

Viscosidad Seguir el cambio de viscosidad durante la hidrolisis

Adler-Nissen, 1986.

Adler-Nissen, 1986.

Margot et al., 1994.

Adler-Nissen, 1986.

Adler-Nissen, 1986.

Fuente: Nielsen, P. M. (2009)
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Se han estudiado minuciosamente dos métodos para medir el grado de
hidrolisis y se ha demostrado que son satisfactorios, la técnica del pH — Stat y

la osmometria.

2.3.4.1. Determinacion del grado de hidrolisis

El método pH-Stat es mas comlnmente usado y mas util para
aplicaciones industriales (Adler-Nissen, 1986; Kristinsson y Rasco,
2000). El principio detras del método pH — Stat es relativamente simple y
se basa en mantener un pH constante durante la reaccion. El grado de
hidrdlisis se calcula a partir del volumen y la normalidad de la base o del

acido utilizado para mantener un pH constante.

El grado de hidrélisis puede ser determinado segun la ecuacion 2:

B. N.100

GH (0= N
. - Htot

Ecuacion 2: Determinacion del grado de hidrolisis (GH)

Doénde; B = consumo basico en mL (o &cido en caso de proteasas acidas),
N = normalidad de la base (o acido), a = grado medio de disociacién de
los grupos -NH o -COOH, Mp = masa de proteina en gramos (% N X

6.25).
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El grado de disociacion se obtiene mediante la ecuacion 3:

EERTRT R
Ecuacion 3: Determinacion del grado medio de disociacion de los

grupos a—NH.

La técnica del grado de hidrolisis es valida cuando la hidrolisis se realiza
a un pH por encima del pK del grupo a-NH (para hidrolisis a pH neutro o
alcalino). Bajo estas condiciones, la reaccion dard como resultado una
liberacion neta de protones (H") cuando los enlaces peptidicos se
escinden, y el consumo base es proporcional al nimero de enlaces
peptidicos divididos (Adler-Nissen, 1977). A partir de pH 6.5, la
disociacion del grupo a-NH protonado se hace significativa. Por lo tanto,
es importante conocer los valores de pK de los grupos a-NH, tanto para
determinar el pH de la reaccion como para calcular correctamente la
constante de disociacion. El valor pK varia significativamente con la
temperatura. Los valores de pK a diferentes temperaturas se pueden

calcular de acuerdo la ecuacién 4 segun Steinhardt y Beychok (1964).

Ecuacion 4: Determinacion del valor pK.

Donde T es la temperatura en Kelvin.
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El método pH — Stat, sin embargo, tiene algunas limitaciones. El uso de
pH — Stat como medio de control solo es practico fuera del intervalo
aproximado de pH de 3 a 7 (Petersen, 1994). Esto debe tenerse en cuenta
al decidir los valores de pH para la reaccion de hidrolisis. Dentro de este
rango de pH, el control del proceso puede depender de otros métodos.
Por lo tanto, el método pH — Stat para la determinacion del grado de

hidrolisis es atil principalmente en condiciones alcalinas.

Algunos métodos de andlisis usan la correlacion entre el grado de
hidrolisis y las propiedades de la propia proteina. Por ejemplo, a los
cambios de viscosidad, normalmente la viscosidad se reduce a la
hidrolisis de la proteina, la proteina se vuelve mas soluble, que puede ser
medida por el nitr6geno soluble, el indice de acido tricloroacético y brix
(Nielsen, 2009). Estas caracteristicas son muy importantes para muchas
de las aplicaciones, pero el uso de cambios en las propiedades fisicas
para el control de procesos es bastante impreciso y solo puede servir
como métodos indicativos. Silvestre (1997), revisé los métodos para el
analisis de hidrolizados de proteinas. En esta revision, se puede encontrar
mas informacion sobre el potencial y las limitaciones de los diferentes

métodos.

2.3.4.2. Distribucion aparente del peso molecular

La distribucion de tamarios de los péptidos de un hidrolizado puede ser

atil para predecir la capacidad antigénica del mismo asi como para
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mostrar diferencias en la actuacion de distintos pretratamientos del
sustrato o enzimas utilizadas. Normalmente se utilizan métodos

cromatograficos o electroforéticos para este fin.

Una vez determinado el grado de hidrolisis, puede estimarse la
distribucion y el promedio de la longitud de la cadena peptidica de los
hidrolizados, asumiendo que todos los hidrolizados son solubles (Benitez

et al., 2008; Adler-Nissen J., 1986).

La longitud de la cadena peptidica esta relacionada con el promedio del
peso molecular de los péptidos en los hidrolizados. Sin embargo, los
hidrolizados con un promedio de la longitud de la cadena similar podrian
tener péptidos de distribuciones de peso molecular sustancialmente

diferente.

La electroforesis en gel, SDS-PAGE ha sido la técnica mas utilizada para
la caracterizacion de hidrolizados y proteinas (Desphande y Nielsen,
1987, Leaver y Thomson 1993, Perea et al., 1993, Parrado et al., 1993) a
pesar de sus limitaciones en la separacion de peptidos de bajo peso

molecular.

Mencion especial merecen las investigaciones realizadas por Lemieux y
Amiot (1990) en este campo, quienes manifestaron el desarrollo de
nuevas técnicas capaces de separar y cuantificar los peptidos de un peso

molecular inferiores a 1 KDa, especialmente si el hidrolizado se va a
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utilizar en la formulacion de dietas enterales, en cuyo caso debe estar

constituido fundamentalmente por di-péptidos y tri-péptidos.

2.3.5. Etapas de la hidrolisis enzimética

La hidrolisis enzimatica de proteinas es un proceso que transcurre a través de
un conjunto de etapas en serie: proteinas, proteosas, peptonas, péptidos y
aminoacidos (Guadix et al., 2000). Se trata de un conjunto de reacciones
simultaneas de ruptura de enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio,

lo que da una gran complejidad a este tipo de procesos (Benitez et al., 2008).

Se propone un proceso de hidrolisis constituido por tres reacciones
consecutivas: (i) la formacién del complejo enzima-sustrato, (ii) la escision del
enlace peptidico para liberar uno de los dos péptidos y (iii) un ataque
nucleofilico de una molécula de agua para separar el péptido restante de la
enzima (Adler-Nissen, 1984; Svendsen, 1976). El proceso puede reiniciarse
sobre los dos nuevos péptidos o sobre solo uno de ellos. Estos tres pasos se

representan esquematicamente en la figura 2.

k., H,O
E+S — ES -> EP + H-P’ > E + P-OH + H-P’
kl k2 k3

E: enzima, S: sustrato, P, P’: péptidos resultantes, k,: constante velocidad de reaccion.

Figura 2: Mecanismo catalitico de una proteasa.
Fuente: (Adler-Nissen, 1993).

Este complejo enzima-sustrato puede disociarse de nuevo a sustrato reactivo y
enzima libre, o liberar enzima y moléculas de producto. Es decir, la cinética

clasica de Michaelis-Menten se aplica (Adler-Nissen, 1986). EI mecanismo
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generalmente aceptado para las proteasas indica que la segunda etapa es la
etapa determinante de la velocidad, por lo que ‘k,’ determina principalmente la
velocidad de reaccion global y Ky, es mas o menos igual a la verdadera
disociacién constante. Sin embargo, este mecanismo simple no trata la cuestion
detallada de cémo la enzima y el sustrato estdn unidos o qué configuraciones

moleculares conducen a la formacién del producto.

Para la hidrdlisis de proteina, la unién del complejo enzima-sustrato es
esencial. En el caso de proteinas globulares, la mayoria de los enlaces
peptidicos estan localizados en el interior de la proteina y no son accesibles
para la enzima, por esto, se considera que para proteinas globulares es
necesario efectuar la desnaturalizacion de la proteinas antes de proceder a
hidrolizarla, ya que después de la desnaturalizacion estaran expuestos mas
enlaces peptidicos (Benitez et al., 2008). Es decir, solo las moléculas no
plegadas son susceptibles a degradacion por proteasas, como se representa

esquematicamente en la figura 3.

Vo E E
Nativa < Desnaturalizada = Intermedios = Productos finales
VO V1 V2

V: velocidad de reaccion, E: enzima

Figura 3: Teoria de Linderstrom-Lang.
Fuente: (Whitaker, 1994).

Si la velocidad de desnaturalizacion (Vo = V.o - Vo) €s menor que V1, la etapa
de desnaturalizacion es la etapa limitante de la velocidad de hidrdlisis y cada

proteina desnaturalizada serd rapidamente hidrolizada hasta los productos
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finales. El hidrolizado resultante, ademas de contener ambas proteinas intactas,
contendrd los productos finales, aunque seran deficientes en péptidos de
tamanos intermedios. Este tipo de reaccion esta designada como una reaccion
“en etapas sucesivas”. Si, ademas, la desnaturalizacion de la proteina es mas
rapida que la hidrolisis (V1< Vo), las moléculas de la proteina seran degradadas
a intermedios pero posteriormente son degradadas lentamente en productos
finales. Este tipo de reaccion es llamada de “cremallera”, obteniéndose un
hidrolizado que contiene principalmente péptidos de tamafio intermedio.
Ambos mecanismos de hidrolisis estan implicados en la mayoria de las

reacciones proteoliticas (Adler-Nissen, 1986; Benitez et al., 2008).

Si la proteina se desnaturaliza irreversiblemente antes de la hidrolisis, el
numero de enlaces de péptidos disponibles se incrementa notablemente y la
degradacion de la proteina deberia proceder de acuerdo con un tipo de reaccién
“cremallera”. Para estas proteinas desnaturalizadas otros factores tales como la
disminucion de la solubilidad media influyen en la velocidad de reaccién

inicial (Adler-Nissen, 1986).

La hidrolisis enzimatica de las proteinas es un proceso complejo debido a
varios enlaces peptidicos y a su accesibilidad especifica a las reacciones
enzimaticas (Linder et al, 1995). Las condiciones ambientales como la
temperatura y el pH es otro factor que afecta al perfil peptidico del producto
final. Tanto la temperatura como el pH pueden afectar en gran medida la
cinética de la reaccion enzimatica, y el efecto de estos factores es diferente para

cada enzima (Kristinsson y Rasco, 2000).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del trabajo de investigacion, fueron utilizados los materiales y

métodos que se describen a continuacion.

3.1.LUGAR DE EJECUCION
El presente trabajo de investigacion se realizd en los siguientes ambientes de la

Universidad Nacional del Santa:

= Laboratorio de Quimica Organica de la E.A.P. de Agroindustria.
= Laboratorio de Analisis y Composicién de Productos Agroindustriales de la

E.A.P. de Agroindustria.

Asimismo, se prestaron los ambientes de los siguientes laboratorios especializados
para la realizacion de analisis especificos como determinacion de proteina en

muestra liquida y corrida electroforética:

= Laboratorio de andlisis fisico-quimicos de ABBSER, Chimbote, Ancash.
» Laboratorio de Investigacion de Escaicyt de Escacorp SAC, Trujillo, La

Libertad.

3.2.MATERIALES

3.2.1. Materia prima

Se utiliz6 un lote de 10 kg de anchoveta (Engraulis ringens), proporcionados
por la empresa de procesamiento de pescado “PescArt (Chimbote, Pert)” en

octubre del 2016. Para asegurar la frescura de la materia prima, el pescado
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entero, se lavo con abundante agua, y se congel6 a -18°C en bolsas plasticas de
polietileno lineal de baja densidad con sello hermético en porciones de 0.5 kg
(Figura 4). Antes del proceso de hidrolisis enzimatica, la porcion de materia

prima se descongel6 10 horas previas a su utilizacion, en el refrigerador a 4°C.

Figura 4: Almacenamiento temporal de la anchoveta entera.

3.2.2. Enzima

En el proceso de hidrdlisis proteica de anchoveta entera, se utilizd la proteasa
comercial Protamex™ (CE 3.4.21.62/3.4.24.28) como se aprecia en la figura 5,
una mezcla de serina y metalo endopeptidasas de la empresa Novozymes
producidas por las bacterias Bacillus licheniformis y Bacillus
amyloliquefaciens con una actividad enzimatica declarada de 1.7 UAxg™,
densidad de 1100 kgxm™. Las condiciones de trabajo 6ptimas para la

Protamex™ reportadas por Novozymes son pH 5.5 - 7.5 a una temperatura 35 -
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60°C; su temperatura de inactivacion es de 85°C durante 10 minutos

(Novozymes A/S, 1998).

Figura 5: Envase de la proteasa de Bacillus sp. “Protamex”.

La preparacion de la proteasa de Bacillus utilizada en este estudio contiene
subtilisina, un serineprotease con una amplia gama de especificidad para
enlaces peptidicos, y un neutral metallo-peptidasa de la familia termolisina.
lones metélicos tales como zinc y calcio han sido reportados para trabajar
como cofactores de la termolisina, siendo esencial para la actividad enzimatica
y la estabilidad estructural (Fernandez et al., 2016; Coolbear et al., 1992; Latt
et al., 1969). Ademas, los iones de potasio parecen funcionar como cofactores,
o al menos como activadores, para el neutro metalo-peptidasa presente en

Protamex. (Fernandez et al., 2016).
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3.3.METODOS
Inicialmente, se determin0 la actividad enzimatica y los parametros cinéticos de la
enzima comercial Protamex™. Luego, se determind la composicién quimica de la
anchoveta entera. Despues, se realizaron los experimentos de hidrolisis
enzimaticas de acuerdo con la Cuadro 5 del disefio experimental a través de la
metodologia de superficie de respuesta, con el fin de obtener el mayor grado de
hidrolisis, la mayor recuperacion de proteinas y la méas alta concentracion de

péptidos inferiores a 10 KDa.

3.3.1. Determinacion de la actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue determinada segin el método descrito por Cupp-
Enyard, C. (2008). En este ensayo, la caseina actla como sustrato. Cuando la
proteasa que estamos analizando digiere caseina, el aminoacido tirosina se
libera junto con otros aminoécidos y fragmentos peptidicos. El reactivo del
fenol segun Folin-Ciocalteu, reacciona principalmente con tirosina libre para
producir un cromoforo de color azul, como se puede apreciar en la Figura 6,
que es cuantificable y se mide como un valor de absorbancia en el
espectrofotometro. Los valores de absorbancia generados por la actividad de la
proteasa Se comparan con una curva estandar, que se genera haciendo
reaccionar cantidades conocidas de tirosina con el reactivo del fenol segin
Folin-Ciocalteu para correlacionar los cambios en la absorbancia con la
cantidad de tirosina en micromoles. A partir de la curva estandar se puede
determinar la actividad de las muestras de proteasas en términos de unidades,
que es la cantidad en micromoles equivalentes de tirosina liberados de la

caseina por cada minuto a pH 7.5y 37°C.
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Figura 6: Disminucién gradual de la concentracién de tirosina por accion
de la enzima Protamex.

1. Para esta metodologia, se utiliz6 tubos de ensayo que contengan
aproximadamente 15 mL. Para cada dilucion enzimatica, se necesitaron 4
tubos de ensayo. Se utiliz6 un tubo como blanco, y otros tres tubos para
ensayar la actividad de tres diluciones de la proteasa. Tres diluciones son

atiles cuando se comprueban los calculos finales entre si.

1.1. A cada conjunto de cuatro tubos de ensayo, se afiadi6 5 mL de
solucion de caseina al 0.65% (p/v). Se dejo equilibrar en un bafio
maria Electronic Thermo Stat BTR-65 a 37°C durante unos 5

minutos.

1.2. Se afiadi6 volimenes variables de la solucion enzimatica: 1 mL, 0.7
mL y 0.5 mL a tres de los tubos de ensayo, pero no al blanco. Se
mezclé en remolino por medio de un agitador de tubos Barnstead
Thermolyne M37615 y se dejé incubar a 37°C durante 10 minutos. La

actividad proteolitica y consecuente liberacién de tirosina durante este
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tiempo de incubacion es lo que se medird y se comparara entre

muestras de €nsayo.

2. Después de esta incubacion de 10 minutos, se afiadiéo 5 mL del reactivo de
acido tricloroacético 110 mM a cada tubo para detener la reaccion.
Seguidamente, se afiadié un volumen de solucion enzimatica a cada tubo,
incluso en el blanco, de modo que el volumen final de la solucion de
enzima en cada tubo sea de 1 mL. Esto se hace para tener en cuenta el
valor de absorbancia de la propia enzima y para asegurar que el volumen
final en cada tubo sea igual. Se incubd las soluciones a 37°C durante 30

minutos.

3. Durante esta incubacion de 30 minutos, se realizaron las diluciones
estandar de tirosina. Se utilizé 6 tubos de ensayo con capacidad de 10 mL.
A los seis tubos de ensayo, se afiadid la solucién de tirosina libre a 1.1 mM
con los siguientes volumenes en mL: 0.05; 0.10; 0.20; 0.40; 0.50. No se
agregd ningun estandar de tirosina libre al blanco. Seguidamente, se
afiadié un volumen de agua destilada a cada tubo de ensayo para completar

un volumen de 2 mL.

4. Después de la incubacion de 30 minutos, se filtr6 cada una de las

soluciones de prueba y el blanco utilizando un filtro de jeringa. Se requiere

filtracion para eliminar cualquier insoluble de las muestras.
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4.1. Se tomo6 2 mL del filtrado provenientes de las soluciones de prueba y

blanco, a nuevos tubos de ensayo de 10 mL de capacidad.

4.2. A todos los tubos que contienen las soluciones de prueba, solucion
estdndar de tirosina y blanco, se afiadi6 5 mL de la solucion de
carbonato de sodio a 500 mM. Para obtener mejores resultados, se
afiadié 1 mL del reactivo del fenol segin Folin-Ciocalteu a 0.5 M

inmediatamente después.

4.3. Se mezclo los tubos de ensayos mediante el agitador de tubos y se

incubaron a 37°C durante 30 minutos en el bafio maria.

Después de la incubacidn, debe notarse que los estandares tienen una
graduacion de color correlacionando con la cantidad de tirosina afadida

(Figura 6). A mayor concentracion de tirosina aparecen mas oscuras.

5.1. Se filtr6 cada blanco, estandar de tirosina y solucion de prueba;

usando un filtro de jeringa, en las celdas de vidrio.

5.2. Finalmente, se registro la absorbancia a 660 nm de cada solucion de

prueba, estandar y blanco en el espectrofotometro UV/VISIBLE:

Unico SR-2800.
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3.3.2. Determinacion de los parametros cinéticos

Se usO caseina en los intervalos de concentracion 8.00 — 17.50 g/L, para
determinar los pardmetros cinéticos de la enzima, utilizdndose una solucién
enzimatica de 1:2000 de Protamex. La constante de Michaelis-Menten (Ky,) y
la velocidad maxima (Vmax) Se determinaron como los valores absolutos
reciprocos de los interceptos en el eje ‘x’ (concentracion de caseina) y en el eje
‘y’ (velocidad de reaccion) de la curva de regresion lineal (Lineweaver y Burk,

1934).

1. Para esta metodologia, se utiliz6 tubos de ensayo que contengan
aproximadamente 15 mL. Para cada concentracién de caseina que sera
probada, se necesitan 3 tubos de ensayo. Se utiliz6 un tubo para el blanco,
y otros dos tubos para ensayar la misma dilucién de caseina. Dos

repeticiones son Utiles cuando se comprueban los calculos finales entre si.

2. En cada serie de tubos se afadio caseina a una concentracién diferente. La

preparacion de una gama de soluciones de caseina entre 8.00 — 17.50

mg.mL™.
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Cuadro 4: Preparacion de las concentraciones de caseina para la

determinacion de los parametros cinéticos '‘Kn' Y "Vmax'

# Experiencia Solucion (A), Solucién (B), Concentracion

mL mL So, g/L
1 0.80 4.20 8.00
2 0.90 4.10 9.00
3 1.00 4.00 10.00
4 1.25 3.75 12.50
5 1.50 3.50 15.00
6 1.75 3.25 17.50

Solucion (A): Solucidn sustrato caseina 20 g/L

Solucion (B): Buffer fosfato de potasio a 50 mM, pH 7.5.

3. Se prepar6 las mezclas de ensayo que se indican en la Cuadro 4.
La mezcla de ensayo se dejo equilibrar en un bafio maria a 37°C

durante unos 5 minutos.

3.1.Después de esta incubacion de 5 minutos, se afiadié 1 mL de
la solucién enzimatica 1:2000 a los tubos de ensayo, pero no
al blanco. Se mezcl6 en remolino por medio de un agitador

de tubos y se dejo incubar a 37°C durante 10 minutos.

4. Después de esta incubacion de 10 minutos, se afiadio 5 mL del
reactivo de 4&cido tricloroacético 110 mM a cada tubo para
detener la reaccion. Seguidamente, se afiadié 1 mL de solucion
enzimatica 1:2000 en el blanco, de modo que el volumen final de
la solucion de enzima en cada tubo es de 1 mL. Posteriormente,

se incubo las soluciones a 37°C durante 30 minutos, Yy se sigue el
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mismo procedimiento experimental que se detallo6 en la

determinacion de la actividad proteolitica a partir del inciso 4.

3.3.3. Composicion quimica proximal de la anchoveta entera

Se obtiene a través de analisis de humedad (Método AOAC 952.08 - 2005),
ceniza (Método AOAC 938.08 - 2005), proteina cruda (Método AOAC 940.25

- 2005) y grasa cruda (Método AOAC 948.15 - 2005), realizado por triplicado.

3.3.4. Hidrdlisis enziméatica

Inicialmente, la anchoveta entera se descongel6 10 horas previas a su
utilizacion; la materia prima se cortd en medallones de 0.5 cm, no es necesario
formar una pasta porque esto dificulta en la extraccion de aceite; se mezclé con
agua destilada en un vaso precipitado de 2 L a un factor de dilucién entre 0.7 a
1.3 kg pescado por cada kg de agua. Luego, se calenté a 85°C durante 10
minutos, este procedimiento previo a la hidrdlisis enzimatica se realiza en
estudios de optimizacion (Molla y Hoyannisyan, 2011; Guerard et al., 2002;
Ovissipour et al., 2009a’b) con la finalidad de inactivar las enzimas enddgenas,
reducir la carga de microorganismos patdgenos capaces de formar aminas
biogénicas y desnaturalizar las proteinas en estado nativo; finalizado el tiempo,
se enfrid la mezcla y se agreg6 al biorreactor (Biostat Aplus 2L). La hidrolisis
por accion de la enzima comercial se llevd a cabo a una agitacion de 100 rpm
por medio de turbinas Rushton, se trabajé a esa velocidad para evitar formar un
flujo turbulento que genere la emulsificacion de las grasas con las proteinas; se

mantuvo a una temperatura de 55+1°C y el pH 7.5£0.1 se ajusté con una
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solucion de NaOH 0.1 N, estas condiciones ambientales estan en funcion a los
parametros Optimos de la enzima comercial Protamex™ que nos proporciona el
proveedor y por reportes de otras investigaciones (Fernandez et al., 2016; Xi-
Qun et al., 2015; Batista et al., 2010; Olajuvigbe y Ajele, 2008; Liaset et al.,
2003; Liaset et al., 2002). Después de estabilizar las condiciones ambientales
durante 5 minutos, se afiadid la enzima (10 — 35 UA/kg proteina cruda) y se
monitorizo la reaccion por el método pH-Stat usando el sistema de titulacién
automatica del biorreactor. Las pruebas experimentales se realizaron de
acuerdo con el disefio de Box-Behnken el cual se muestra en la Cuadro 5.
Finalizado el tiempo de reaccion (60 a 180 min) se hizo un pre-filtrado del
liquido hidrolizado en mallas de 0.5 mm para la separacién de espinas,
inmediatamente se inactivd la enzima comercial por calentamiento de la
mezcla (85°C durante 10 minutos). Para la separacion de las proteinas solubles
de las proteinas insolubles y la fraccion oleosa, se utiliz6 la centrifuga Sigma
modelo P-selecta 209 a 5000 rpm y 40°C, durante 20 minutos. Las proteinas
solubles presentes en el hidrolizado fueron almacenadas en envases PET a -
18°C durante 6 meses, para sus respectivos analisis. La figura 7 muestra el
montaje experimental utilizado para la hidrélisis enzimatica de la anchoveta

entera en el reactor de 2 L.
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Figura 7: Montaje experimental para la hidrolisis enzimatica de proteinas
en anchoveta entera, biorreactor 2L.

El disefio Box- Behnken, presentado en la Cuadro 5, fue utilizado para estudiar
los efectos de las variables: factor de dilucion, relacién enzima sustrato y
tiempo de reaccion, sobre el grado de hidrolisis, la recuperacion de proteina y

distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos.
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Cuadro 5: Ensayos del disefio experimental, variando la relacion enzima sustrato

(E/S), el factor de dilucién (D) y el tiempo de reaccion (t)

Variables independientes

Ensayo Real Codificado

E/S D t E/S D T
1 10 0.7 120 -1.0 -1.0 0.0
2 60 0.7 120 1.0 -1.0 0.0
3 10 1.3 120 -1.0 1.0 0.0
4 60 1.3 120 1.0 1.0 0.0
5 10 1.0 60 -1.0 0.0 -1.0
6 60 1.0 60 1.0 0.0 -1.0
7 10 1.0 180 -1.0 0.0 1.0
8 60 1.0 180 1.0 0.0 1.0
9 35 0.7 60 0.0 -1.0 -1.0
10 35 1.3 60 0.0 1.0 -1.0
11 35 0.7 180 0.0 -1.0 1.0
12 35 1.3 180 0.0 1.0 1.0
13 35 1.0 120 0.0 0.0 0.0
14 35 1.0 120 0.0 0.0 0.0
15 35 1.0 120 0.0 0.0 0.0

Donde: E:S, es la relacion enzima sustrado (UA/Kg proteina cruda); D, es el factor de

dilucion (kg pescado/kg de agua); t, es el tiempo de reaccion (minutos).
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3.3.4.1. Determinacion del grado de hidrdlisis

La determinaciéon del grado de hidrdlisis fue realizada a través del
método pH — Stat, que es un método de titulacion de los grupos a-
amino, liberados en condiciones ambientales constantes (pH Yy
temperatura). ElI grado de hidrdlisis fue definido por Adler-Nissen
(1986) como el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados, expresados
en equivalentes de hidrolisis (h), con respecto al numero total de

enlaces peptidicos antes de la reaccion (hiotar).

El consumo de base es proporcional al nimero de enlaces peptidicos
escindidos, por lo que se aplica la ecuacion 2 descrita por Adler-Nissen

(1986), para determinar el grado de hidrolisis.

3.3.4.2. Recuperacion de proteina

La recuperacion de proteina fue utilizada como un indice del contenido
de proteina soluble, definida como la relacion entre la masa de proteina
en el hidrolizado y la masa de la proteina cruda presente al inicio de la

reaccion (Diniz y Martin, 1998), calculado por la siguiente ecuacion:

MPg
RP (%) = W x 100

Ecuacion 5: Recuperacion de proteina.

Donde: RP es la recuperacion de proteina (%); MPs es el contenido de

proteina soluble presente en el hidrolizado (g); MP es el contenido de
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proteina cruda presente en la anchoveta (g). Para la determinacion de

proteina se utilizé el método AOAC 940.25 — 2005.

3.3.4.3. Distribucién aparente del peso molecular

La distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos
se determiné mediante el perfil electroforético, el cual fue realizado en
minigeles de poliacrilamida de 8 x 7 x 0.05 cm a la concentracion de
15% del gel separador y 3% del gel concentrador, de acuerdo con
Schagger y Jagow (1987), para peptidos con masa molecular menor de
30 KDa. El anélisis fue realizado a 220 V por 45 minutos, usando el
equipo Mini Protean Tetra Cell, Biorad y la fuente de poder Power Pac

300 Biorad (Figura 8).

Figura 8: Corrida electroforética de los hidrolizados de anchoveta.

Las muestras fueron preparadas segun la técnica de SDS-PAGE, con
algunas modificaciones al método descrito por Schagger y Jagow
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(1987), la cual consistio en tratar las muestras con 0.01 M de Tris-HCI
pH 8.0; 1% de dodecil sulfato de sodio; 6% de glicerol y 1% de azul de
bromofenol, para luego ser calentado a 65°C por 20 min con lo que se
logré una union mas estable entre el SDS y la proteina (Figura 9).

Finalmente la concentracion de cada muestra fue a 14.40 ug/uL.

Figura 9: Calentamiento de las muestras a 65°C durante 20 minutos.

La masa molecular media de las bandas se estim6 mediante el uso de un
marcador de proteina perferta, el cual consiste en una mezcla de 9
proteinas recombinantes de tamafio preciso de 10, 15, 25, 35, 75, 100,
150 y 225 KDa, nimero de catadlogo 69079-3 Novagen (Merck,

Alemania).

3.3.5. Mecanismo de reaccién

La hidrolisis enzimatica de las proteinas siempre ha dado lugar a una curva de
hidrolisis con una forma tipica: una fase de hidrolisis inicial rapida, seguida de

una disminucién de la velocidad de reaccion. Se comprobd si esta forma tipica
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se debe al agotamiento del sustrato, a la inhibicion por productos o la
inactivacion térmica de la enzima, siguiendo la metodologia descrita por

Valencia et al., (2014).

3.3.5.1. Efecto del agotamiento de sustrato en la velocidad inicial

Se estudid el efecto del agotamiento de sustrato en la velocidad inicial
de hidrolisis para determinar el tipo de inhibicion en la reaccion
enzimatica. Las concentraciones de sustrato utilizados van desde 1.24 a

11.12 g/L de proteina cruda.

=  Para preparar la concentracién de sustrato 1.24 g/L, se mezcl6 6.71
g de anchoveta entera (13.86% de proteina), lo cual contiene 0.93 g

de proteina cruda y se le agreg6 743.29 g de agua destilada.

= Para preparar la concentracion de sustrato 11.12 g/L, se mezcld
60.17 g de anchoveta entera, lo cual contiene 8.34 g de proteina

cruda y se le agregd 689.83 g de agua destilada.

La hidrolisis enzimatica de proteinas se siguié hasta un tiempo de
reaccion de 60 minutos, las condiciones de reaccion se fijaron en 55°C

y un pH de 7.5.

46



3.3.5.2. Efecto de los productos en la velocidad inicial

Se estudié el efecto de los productos en la velocidad inicial de hidrolisis

para determinar el tipo de inhibicidn en la reaccidn enzimatica.

Los productos se prepararon por hidrolisis de 50 g/L de proteina cruda,
como se ha descrito previamente hasta obtener un grado de hidrolisis

del 5%.

Las velocidades iniciales de hidrolisis se determinaron como se ha
descrito anteriormente, en presencia de productos de hidrolisis al 4.5%
y 9.0% (p/p) de hidrolizado con respecto a la masa total de proteina

homogenizada.

= Para preparar la concentracion de sustrato 1.24 g/L: Se requieren
adicionar 743.29 g de solvente con una concentracion de 4.5% y de
9.0% de hidrolizado proteico al 5% GH, para esto, se agreg6 33.45
g y 66.90 g de hidrolizado, respectivamente, el resto se completd

con agua destilada.

= Para preparar la concentracion de sustrato 11.12 g/L: Se requieren

adicionar 689.83 g de solvente con una concentracion de 4.5% y de

9.0% de hidrolizado proteico al 5% GH, para esto, se agrego 31.04
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g y 62.08 g de hidrolizado, respectivamente, el resto se completd

con agua destilada.

La hidrolisis enzimatica de proteinas se siguid hasta un tiempo de
reaccion de 60 minutos, las condiciones de reaccion se fijaron en 55°C

y un pH de 7.5.

3.3.5.3. Efecto de la inactivacion térmica de la enzima

Los experimentos para evaluar la inactivacion térmica de la enzima se
realizaron a 55°C en condiciones no reactivas y reactivas. LoS
experimentos con la condicion no reactiva se realizaron en 750 ml de
tampdn de fosfato de potasio a 50 mM a un pH de 7.50 con 24 mUA/ml
de Protamex. La misma mezcla se utiliz6 para las condiciones reactivas
con la adicion de sustrato de 1.24 y 11.12 g/L de proteina cruda, asi
como, los productos del hidrolizado con 5% del grado de hidrélisis. La
inactivacion térmica se inicié mediante la adicion de 2 mL de enzima a
las mezclas después de que se equilibraron a 55°C. Las muestras fueron
retiradas para someter al ensayo de actividad enzimaética utilizando
caseina como sustrato. La actividad relativa se calculd y se normalizd
con respecto a la actividad inicial. La actividad relativa (A/Ao) se
representd graficamente frente al tiempo de inactivacion, y la constante
de la inactivacion térmica se calculd basandose en una inactivacion de

primer orden como se describe en la ecuacion 6.
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Ecuacién 6: Actividad enzimatica relativa.

En la ecuacion anterior, kq es la constante de inactivacion de primer

orden y t es el tiempo de inactivacion.

3.3.5.4. Determinacion de la velocidad inicial de hidrélisis

La velocidad de hidrdlisis se determind en base a la velocidad inicial
usando el método del pH-Stat para cuantificar los grupos o-NH
liberados de la hidrolisis de los enlaces peptidicos. El biorreactor de
laboratorio BIOSTAT - Aplus se utilizo para este proposito. La mezcla
de reaccion se dejo equilibrar a 55°C por medio de una chaqueta
térmica y el pH se ajustd mediante la adicidn de solucion de NaOH. La
enzima se diluyé en 10 mM de tampon de acetato de sodio y 5 mM de
tampon acetato de calcio. Un total de 1 mL de la solucion de enzima
con 24 mUA (unidades Anson) se afiadio a 750 g de mezcla de reaccion
para iniciar la reaccion de hidrolisis. EI pH se controlé y se afiadi6 0.1
N de NaOH para mantener un pH constante. Los grupos a-NH liberados

se calculan de acuerdo a la ecuacion 7:

VxN

a-NH (mM)=

Ecuacion 7: Determinacion de la liberacién de los grupos aminos.
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En la ecuacion anterior, V es el volumen de NaOH afadido, N es la
concentracion de NaOH y a es el grado medio de la disociacion de los
grupos a-NH calculados en funcion del pH y la temperatura, como se

detallada en la ecuacién 2 y 3.

3.3.5.5. Calculo de los parametros cinéticos

La gréfica de la velocidad inicial (Vo) frente la concentracion de
sustrato (Sp) se utilizo para calcular los parametros cinéticos del modelo

cinético de la enzima, segun la ecuacion 8.

Vmax X SO

Sy’
Kt St / Kg

Ecuacién 8: Velocidad inicial de reaccion.

VOZ

Donde: Vy es la velocidad inicial de la reaccion (mM/min); Vmax €S la
velocidad maxima de reaccion (mM/min); K., es la constante de
Michaelis — Menten (mM); K constante de inhibicién por sustrato

(mM) y Sp es la cantidad de sustrato inicial (mM).

Los valores de Vmax, Km Y Ks se obtuvieron por una estimacion no
lineal de la grafica de V, en funcion de Sy utilizando la metodologia

Cuasi-Newton.
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Para determinar el tipo de inhibicion por productos de hidrolisis, se
aplico Lineweaver-Burk para evaluar graficamente los 1/V, en funcién

de 1/S, a diferentes concentraciones de productos de hidrdlisis.

Después de determinar el tipo de inhibicion, el modelo cinético de
inhibicion adecuada fue elegido para calcular las constantes de

inhibicion (K; y K) de acuerdo con la ecuacién 9 de Lineweaver-Burk:

Ecuacion 9: Lineweaver-Burk.

) I

=1+ =

K

Ecuacion 10: Factor de inhibicion competitivo.
=1+ =
Kj

Ecuacion 11: Factor de inhibicion no competitivo.

La pendiente (m) y la interseccién (b) de las graficas Lineweaver-Burk
se utilizaron para construir graficas secundarias de (m) y (b) frente a la
concentracion del producto de hidrolisis (1) usando las siguientes

ecuaciones 12 y 13:
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Ecuacion 13: Intersecto de la grafica de Lineweaver-Burk.

Las constantes de inhibicion K; y K; se calcularon utilizando estas

gréaficas secundarias.

3.3.5.6. Simulacién de las curvas de hidrolisis

Una curva de hidrolisis experimental fue creada para comparar los
efectos de agotamiento de sustrato, la inhibicion del producto y la
inactivacion térmica de la enzima en la forma de la curva de
conversion. Las condiciones experimentales fueron pH de 7.5, 55°C, la
concentracion de proteina inicial 4.5% (p/p) y una actividad de
Protamex de 24 mUA/mL. La curva de la hidrolisis se obtuvo de la
titulacion de los grupos a-NH utilizando la técnica de pH-Stat con un
tiempo de reaccion de 120 min. Las simulaciones se crean usando las
constantes cinéticas determinadas a partir de los experimentos sobre la
velocidad de reaccion inicial y la inactivacion térmica. EI modelo
cinético descrito en la ecuacion (8) se utilizé para las simulaciones sin
inhibiciébn y con inactivacion teérmica. Cuando se considera la

inhibicién por agotamiento de sustrato se utilizd la ecuacion (9),
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empleando la ecuacion mostrada en la fila 4 de la Cuadro 6. Cuando se
considera la inhibicion por producto, los factores i y i” a partir de las
ecuaciones (10) y (11) se afiadieron a la ecuacién (8), empleando la
ecuacion mostrada en la fila 6 de la Cuadro 6. Cuando se considero la
inactivacion de la enzima, el decaimiento exponencial de la ecuacion
(6) se afiadio a la ecuacion (8), empleando la ecuacién mostrada en la
fila 6 de la Cuadro 6. Las graficas generadas consistieron en grado de
conversion (X) frente al tiempo de reaccién. El <X’ se define como la
relacién entre los enlaces peptidicos escindidos y los enlaces de

péptidos totales enzimaticamente escindibles.

Cuadro 6: Modelos de rendimiento para un reactor enzimatico de tanque agitado

por lotes para reacciones de un solo sustrato

Modelos Cinéti Ke po X _
odelos Cinéticos KMr— KuF
M-M
IC P S.- X ! 1+ Ln (1-X)
ST
Km Kie
1 SZx?
Total NCI por P S, X [— ] [1+ ] Ln (1-X)+ ———
Kv Kic Kmne 2KpmKne
S: X SZX
Total UClI por S ——-Ln (1 X)+ (1-0.5-X)
Kwm KmKs
22
IC por P1y NCl por P2 S.-X- [ ] ] Ln (1-X)+ ———
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M-M: Cineticas Michaelis-Menten; IC: Inhibicion competitiva; NCI: Inhibicion no-

competitiva; UCI: Inhibicién acompetitiva; S: sustrato; P1, P2: productos de la reaccién

Fuente: Illanes et al., 2014
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
En la figura 10 se muestra una curva tipica de formacién de producto (tirosina) en
funcién del tiempo para una reaccion catalizada a tres concentraciones diferente
de enzima Protamex™. Se observa que la velocidad disminuye con el tiempo,
hecho que puede deberse a las siguientes causas: algunos de los productos pueden
inhibir la enzima; el transcurso de la reaccion produce una disminucién
significativa de la concentracion de sustrato (S); la reaccion inversa puede
comenzar a cursar y hacerse relativamente importante al aumentar la

concentracion de producto (P).
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Figura 10: Formacion de tirosina en funcion del tiempo a diferentes diluciones
enzimaticas.

Se determino que el rango de linealidad para las diluciones enzimaticas de 1:2000,
1:3000 y 1:4000 son de 10, 15 y 20 minutos, respectivamente. De esta manera las
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diferentes causas que producen la disminucion de la actividad con el tiempo son

eliminadas.

La enzima comercial Protamex™ presenta una actividad de 369.435 + 19.109
U/mg, siendo U la cantidad en micromoles equivalentes de tirosina liberados de la
caseina por cada minuto a pH 7.5 y 37 °C. En otras investigaciones se han
reportado una actividad de la Protamex™ de 2100 U/mg (Zhang et al., 2016),
31.4 U/mg (Song et al., 2016) y 125 U/mg (Kolpakova et al., 2014). Se puede
notar que la actividad enzimatica obtenida en esta investigacion presenta
diferencia a los valores reportados por los autores mencionados, debido a que en
dichas investigaciones no se precisa el sustrato utilizado, ni las condiciones
ambientales (pH y temperatura) con la que se llevan a cabo la metodologia

experimental.

4.2. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS
La figura 11 representa el diagrama de Lineweaver-Burk como herramienta
grafica para calcular los pardmetros cinéticos de la enzima Protamex. Los
parametros cinéticos obtenidos son: la constante de Michaelis-Menten (Ky,) de
11.217 g/L y la velocidad méxima (Vmax) de 0.0116 g/Lxmin, variando las
concentraciones de caseina en la mezcla de reaccion entre 8.00 — 17.50 g/L,

trabajando a la temperatura de 37 °C y al pH 7.5.
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Figura 11: Representacion de Lineweaver y Burk para la determinacion

de los parametros cinéticos de la enzima Protamex™.

No se encontraron reportes en la literatura usando la enzima Protamex™ vy la

anchoveta entera para poder comparar los valores obtenidos de grado de

hidrélisis.

4.3.COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL DE LA ANCHOVETA ENTERA

La composicion quimica de la anchoveta entera se detalla en la Cuadro 7.

Cuadro 7: Composicion por 100 g de anchoveta entera

Anélisis (base humeda %) Media * desviacion
estandar
Humedad 77.65+0.15
Proteina 13.86 + 0.14
Grasa 5.24+ 0.15
Ceniza 2.71 £0.01
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Puede notarse en la Cuadro 7 que la composicion proximal obtenida en este
trabajo presenta una variacion con respecto a los valores obtenidos por otros
autores. Esto se debe a que la composicion proximal del pescado es influenciada
por la edad, sexo, época de afio y madurez de las gonadas. En un estudio realizado
por Ordofiez y Hernandez (2014), los autores determinaron la composicion
proximal de la anchoveta entera (Engraulis ringens) y obtuvieron los siguientes
resultados: 73.5% + 0.01 de humedad, 18.4% + 0.1 de proteina, 6.99% + 0.04 de
grasa y 1.33% = 0.04 de ceniza. En otro estudio, Reyes-Garcia et al., (2009)

reporté 70.8% de humedad, 19.1% de proteina, 8.2% de grasa y 1.2% de ceniza.

4.4 HIDROLISIS ENZIMATICA
Al iniciar el proceso enzimatico las proteinas de la anchoveta entera experimentan
una hidrolisis rapida, cambiando la apariencia de la mezcla desde muy viscosa,
debido al alto contenido de particulas en suspension, hasta un fluido, por la
solubilizacion de las particulas suspendidas. En la figura 12 se muestra la

apariencia al inicio y al final del proceso de hidrolisis.
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Figura 12: A la izquierda, mezcla inicial de pescado con agua, a la derecha el

hidrolizado proteico.

Las figuras 13, 14, 15 y 16 muestran el monitoreo del grado de hidrolisis a través
del tiempo. Se observa que se obtienen altas velocidades de reaccion al comienzo
de la hidrolisis proteica, sin embargo, la velocidad de hidrolisis va disminuyendo
hasta ser casi constante después de 150 min. Este perfil de la curva de hidrolisis
enzimatica, puede estar asociada con varios factores, tales como el agotamiento de
la concentracion de enlaces peptidicos disponibles para la escision; la
competencia entre el sustrato original y los péptidos que se van formando durante
la reaccién y la disminucién de la actividad enzimatica debido a una inactivacion
térmica de la enzima (Guerard et al., 2002; Adler-Nissen, 1986; Gonzalez-Tello et

al, 1994).
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Figura 13: Cinética de hidrolisis enzimatica en anchoveta entera a 60

minutos de reaccion.
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Figura 14: Cinética de hidrolisis enzimatica en anchoveta entera a 120

minutos de reaccion.
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Figura 15: Cinética de hidrolisis enzimatica en anchoveta entera 180 minutos

de reaccion.
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centrales.
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En los ensayos de 60 min (Figura 13), el ensayo 6 (60 UA/ kg proteina cruda, 1.0

kg pescado/ kg de agua) tuvo el mayor valor del grado de hidrolisis (11.63%).

En los ensayos de 120 min (Figura 14), el ensayo 2 (60 UA/kg proteina cruda, 1.3

kg pescado/ kg de agua) tuvo el mayor valor del grado de hidrolisis (12.10%).

En los ensayos de 180 min (Figura 15), el ensayo 11 (35 UA/kg proteina cruda,

0.7 kg pescado/ kg de agua) tuvo el mayor valor del grado de hidroélisis (11.99%).

En los ensayos correspondientes a los puntos centrales, (Figura 16), 35 UA/kg
proteina cruda, 1.0 kg pescado/ kg de agua, se obtuvieron valores del grado de

hidrolisis muy cercanos unos de otro.

Los resultados obtenidos de la forma de la curva de hidrolisis, concuerdan con
otras investigaciones en hidrolizados por accién enzimatica a diferentes sustratos,
Thunnus albacares (De Oliveira et al., 2016), Sardine pilchardus (Garcia-Moreno
et al., 2016), Capros aper (Shikha et al., 2016), Arctoscopus japonicus (Jang et
al., 2016), Oreochromis niloticus (Jumardi et al., 2014), Channa striatus
(Ghassem et al., 2011), Nemipterus japonicus (Nagash y Nazeer, 2011),
incluyendo cangrejos (Beak y Cadwallader, 1995), proteina concentrada de
salvado de avena (Guan et al., 2006), proteina de soya (Jung et al., 2005), suero
de proteina de leche (Chobert et al., 1988), huesos de ternero (Linder et al., 1996)

y girasol (Martinez et al., 2005).
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Adler-Nissen, (1986) explica que la forma que tiene la curva de hidrdlisis es el
resultado de la competencia entre el sustrato original y los péptidos que se estan
formando constantemente durante la hidrélisis. Archer et al., (1973) sugirieron
que la enzima hidroliza rapidamente a las particulas proteicas que se encuentran
insolubles en el medio de reaccion, y luego, degradan a las cadenas de
polipéptidos solubles en el medio, en esta etapa, la masa proteica interna se
hidroliza mas lentamente porque la disponibilidad del sustrato disminuye a

medida que aumenta el tiempo de reaccion.

4.5.EVALUACION DEL GRADO DE HIDROLISIS, RECUPERACION DE
PROTEINAS Y DISTRIBUCION APARENTE DEL PESO MOLECULAR
DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS

En la Cuadro 8, se muestra en detalle los valores del grado de hidrdlisis,
recuperacion de proteinas y distribucion aparente del peso molecular de los
péptidos obtenidos en las 15 experiencias del disefio experimental utilizado en

esta investigacion.

Para las condiciones utilizadas en el proceso, presentadas en la Cuadro 8, los
valores del grado de hidro6lisis variaron de 4.43 a 16.98%, para la recuperacion de
proteina variaron de 51.55 a 75.32% y para la distribucion aparente del peso
molecular de los péptidos obtenidos variaron de 9.00 a 14.43 KDa. Los puntos
centrales para las respuestas presentaron una variacion menor a 7.72% para grado
de hidrolisis, 1.57 % para recuperacion de proteinas y 2.20 % para la distribucion
aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos; indicando buena

reproducibilidad del proceso.
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Cuadro 8: Resultados experimentales del grado de hidrolisis y de la recuperacion

de proteina en los 15 ensayos del disefio experimental

Variables independientes )
Variables respuestas

- Real Codificado

- E/S D t E/S D eH RP VW
%) (%) (KDa)

1 10 0.7 120 -10 -10 00 7.01 65.90 14.43
2 60 0.7 120 10 -10 0.0 1698 7532 12.04
3 10 1.3 120 -10 10 00 596 5244 1278
4 60 1.3 120 1.0 1.0 00 16.68 6239  10.30
5 10 1.0 60 -10 00 -1.0 443 54.68 12.05
6 60 10 60 10 00 -1.0 1603 6253  9.00
7 10 10 180 -1.0 00 10 694 6103 13.03
8 60 1.0 180 10 0.0 10 1481 7171 11.06
9 35 0.7 60 00 -10 -10 9.64 62.26 12.91
10 35 1.3 60 00 10 -10 6.17 51.55 12.69
11 35 0.7 180 00 -10 1.0 16,52 72.80 12.00
12 35 1.3 180 00 10 1.0 1216 60.62 12.03
13 35 1.0 120 00 0.0 0.0 1111 6353 12.28
14 35 1.0 120 0.0 0.0 0.0 12.04 6253 12.74
15 35 1.0 120 00 0.0 0.0 1297 6453 12.78
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45.1. Grado de hidrolisis

Los valores del grado de hidrolisis utilizando la metodologia del pH-Stat varié
desde 4.43% hasta 16.98% bajo variaciones sistematicas de los niveles altos y
bajos de relacion enzima sustrato (E:S), factor de dilucién (D) y tiempo de

reaccion (t).

Los efectos de los factores lineales y de las interacciones cuadraticas sobre el
grado de hidrolisis se presentan en la Cuadro 9, donde los valores en negrita

son significativos al 95% de confianza (p < 0,05).

Cuadro 9: Efecto estimado, error estandar, coeficiente t y significancia
estadistica para cada factor en el modelo codificado para la respuesta

grado de hidrdlisis

Error

Efecto , t(9) Valor P
estandar

Media 11.29667 0.275515 41.00203 <0.0001
E:S (L) 10.04000 0.754528 13.30633 <0.0001
D (L) -1.75500 0.795343 -2.20660 0.054
t(L) 2.57500 0.795343 3.23760 0.010
E:S?xD -1.62000 0.754528 -2.14704 0.060
E:S2xt 2.89500 0.754528 3.83683 0.003

A través de la Cuadro 9, para la respuesta grado de hidrolisis, se observa que
los factores E:S (L), t (L) y la interaccién entre las variables E:S?xt presentaron
efecto positivo en el grado de hidrolisis, es decir, el aumento de estas variables
eleva el valor del grado de hidrdlisis. Se observd que el factor D (L) y la

interaccion entre las variables E:S?xD se consideraron no estadisticamente
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significativas en la respuesta grado de hidrolisis, al nivel de significancia del

5%.

Se verificd la significancia de la regresion al nivel de confianza del 95%, a
través del analisis de varianza (ANOVA), utilizando el valor-p. En la Cuadro

10 se encuentran los valores calculados de p.

Cuadro 10: Analisis de varianza del modelo ajustado para la respuesta

grado de hidrdlisis

Suma de Grados Cuadrado
de . Valor F Valor p
cuadrado .. medio
libertad

E:S (L) 201.603 1 201.603 177.058 <0.0001
D (L) 5.544 1 5.544 4.869 0.055
t(L) 11.935 1 11.935 10482  0.010
E:S?xD 5.249 1 5.249 4.610 0.060
E:S2xt 16.762 1 16.762 14.721 0.004
Error 10.248 9 1.139
Total 269.459 14
R? 0.962

Los valores p pueden indicar como son los datos de incompatibles con cierto
modelo estadistico. El valor-p para cada término comprueba la hipotesis nula
de que el coeficiente es igual a cero (no tiene efecto). Para las variables E:S
(L), t (L) y el efecto E:S® x t, presentaron un valor-p bajo (< 0.05) indicando
que se rechaza la hipdtesis nula. En otras palabras, es probable que tengan una
adicion significativa al modelo planteado porque los cambios en sus niveles
altos y bajos de los valores en negrita presentados en la Cuadro 10 estan

relacionados con cambios en la variable de respuesta (grado de hidrdlisis).
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El coeficiente de determinacion para el modelo ajustado fue de 0.962 para el
grado de hidrolisis, indicando que el modelo obtenido explica el 96.197% de la
variacion de los datos observados para el grado de hidrdlisis. La introduccion
de interacciones lineales y cuadraticas aumentd la varianza explicada en el
modelo utilizado. Ademas, la comparacién de la suma de los residuos
absolutos entre el grado de hidrolisis medido y previsto, finalmente confirmo

este modelo.

Por lo tanto, el modelo codificado ajustado para la respuesta grado de

hidrolisis, en la hidrolisis enzimatica de la anchoveta entera, es:

GH (%) = (2549.5XE:S — 0.7xE:S? — 51375.9xD + 1173.5xt — 2.8xt> +

8.5xE:S°xD - 0.1xE:S?xt -7483.7) x 10™

Donde: GH es el grado de hidrdlisis, (%); E:S es la relacion enzima sustrato,
(UA / kg proteina cruda); D es el factor de dilucion, (kg pescado / kg agua); t

es el tiempo de reaccion (minutos).

En la Figura 17, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del
modelo propuesto para el grado de hidrolisis “GH”. La figura 17A, expresa la
interaccion entre las variables ‘E:S’ y ‘D’ sobre la respuesta, permaneciendo
constante la variable ‘t> en el punto central. La figura 17B, expresa la
interaccion entre las variables ‘E:S’ y ‘t” sobre la respuesta, permaneciendo

constante la variable ‘D’ en el punto central. La figura 17C, expresa la
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interaccion entre las variables ‘D’ y ‘t’ sobre la respuesta, permaneciendo

constante la variable ‘E:S’ en el punto central.
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La Figura 17 (A) muestra que al incrementar la relacion enzima sustrato y
disminuir el factor de dilucién, conduce al aumento del grado de hidrolisis,
siendo la relacion enzima sustrato la que influye méas. La Figura 17 (B) muestra
que al incrementar la relacion enzima sustrato y el tiempo de reaccion, conduce
a un aumento significativo del grado de hidrolisis. La Figura 17 (C) muestra
que al incrementar el tiempo y disminuir el factor de dilucion, condice al
aumento del grado de hidrolisis, siendo el tiempo el de mayor influencia

significativa.

La utilizacion del método pH-Stat para el monitoreo de la hidrolisis de
proteinas por accidén enzimatica en condiciones de pH constantes, permite
obtener datos precisos en tiempo real y proporciona una mejor cinética de
reaccién. Hecho que coincide con Fernandez et al., (2016), quienes emplearon
NaOH al 1 N para mantener el pH constante de 7.0 durante la hidrolisis de un
aislado comercial de suero leche por accion de la enzima comercial
Protamex™; Xi-Qun et al., (2015), quienes emplearon NaOH al 0.1 N para
mantener el pH constante de 7.0 durante la hidrdlisis del gluten de maiz por
accion de la enzima comercial Protamex™; Douglas et al., (2007), quienes
emplearon NaOH al 2 N para mantener el pH constante de 8.0 durante la
hidrolisis del pescado caribe colorado por accion de la enzima comercial
Alcalase® 2.4 L; Souissi et al., (2006), quienes emplearon NaOH al 4 N para
mantener el pH constante de 8.0 durante la hidrolisis de sardina por accion de
la enzima comercial Alcalase® 2.4 L; Guerard et al., (2001), quienes

emplearon NaOH al 2 N para mantener el pH constante de 8.0 durante la
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hidrolisis de las proteinas del estobmago del atdn por accién de la enzima

comercial Alcalase® 2.4 L.

Sin embargo, su exactitud ha sido puesta en cuestion, ya que se obtienen
valores mas altos de grado de hidrolisis con la metodologia del acido
trinitrobencenosulfonico (Fernandez y Kelly, 2016; Spellman et al., 2003) y se
limita a procesos proteoliticos que requieren mantener el pH en condiciones
alcalinas. En este sentido, algunas correcciones al método clasico descrito por
Adler-Nissen (1986) han sido realizadas por otros autores (Camacho et al.,
2001). Es por esto que en futuras investigaciones, se podria determinar las
ventajas y limitaciones al monitorear el proceso de hidrolisis con otras
metodologias, como la osmometria, viscosidad, TNBS, OPA, nitrégeno

soluble, entre otros.

Un estudio realizado por Fernandez, (2016) compar6 el GH utilizando la
metodologia del pH - Stat y la metodologia del acido trinitrobencenosulfonico
TNBS, reportando que los valores del GH con TNBS fueron mas altos que con
pH-Stat, sobre todo en el caso de la hidrélisis utilizando la enzima comercial
Protamex. Esto es debido a la especificidad de esta enzima, la cual es més
amplia para los aminoacidos hidrofobos. Resultados similares han sido

reportados por Spellman et al., (2003).

Para las diferentes relaciones enzima sustrato (E:S), factor de dilucion (D) y
tiempo de reaccion (t), los valores de la Cuadro 8 se obtuvieron aplicando la

Ecuacion (2). Se observé que el ajuste como las estimaciones de los parametros
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fueron significativos en un nivel de probabilidad del 95%. Los factores que
influyen en el grado de hidrolisis en esta investigacion en orden decreciente

fueron: relacion enzima sustrato > tiempo > factor de dilucion.

45.1.1. Efecto de la relaciéon enzima sustrato

Se observé una fuerte influencia positiva de la relacion enzima sustrato
sobre el grado de hidrdlisis. Esto es debido a que con mayores relaciones
de enzima sustrato, hay mayor concentracién de enzima afiadida a la
mezcla a hidrolizar y por ende, hay mas sitios activos disponibles para
que los enlaces peptidicos de la masa proteica de la anchoveta pueda ser
hidrolizada. El valor de grado de hidrdlisis mas alto (16.98%) se alcanz6
con la relacion enzima sustrato de 60 UA/Kg, factor de dilucién 0.7 kg
pescado/kg agua y un tiempo de reaccion de 120 min. No se encontraron
reportes en la literatura usando la enzima Protamex™ y la anchoveta

entera para poder comparar los valores obtenidos de grado de hidrolisis.

Se observé en la Figura 17B que la relacion entre E:S y el GH no tiene
un aumento lineal estricto, esto solo se cumple hasta un determinado
valor de E:S, porque a partir de ciertas concentraciones de enzima
afiadida, el grado de hidrolisis obtenido ira disminuyéndose porque las

concentraciones de enzima son excedentes.

Otros estudios sobre hidrolisis enzimatica han informado de la misma

tendencia; Pagan et al., (2013) para la hidrdlisis proteica de huesos de
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chancho y Benkajul y Morrissey (1997) para la hidrdlisis proteica de

bacaladilla del Pacifico, quienes trabajaron con la enzima Neutrase®.

45.1.2. Efecto del factor de dilucién

Se observo en la Figura 17C, una influencia negativa del factor de
dilucion (D) sobre el grado de hidrélisis (GH). Esto es debido a que la
constante de inhibicion enzimatica por producto aumenta cuando se
utilizan concentraciones de sustrato mas altas en el proceso. Es decir, la
presencia de los productos finales (péptidos entre 10-15 KDa) hace que la
reaccion sea mas lenta, probablemente, estos péptidos ocupan
temporalmente el sitio activo de la enzima por poseer una semejanza
estructural con el sustrato original, o bien, estos péptidos alteran la
conformacidn espacial de la enzima, impidiendo que un nuevo sustrato
sufra hidrolisis, dando como resultado una disminucién de la

recuperacion de proteina.

4.5.1.3. Efecto del tiempo de reaccion

Se observé en las Figuras 17B y 17C una fuerte influencia positiva del
tiempo de reaccion (t) sobre el grado de hidrélisis (GH). Se puede
observar una inflexion para un tiempo alrededor de 120 min, mostrando
graficas con mayor pendiente antes de 120 min. Después de este tiempo,
aunque el GH aumente, el valor de la pendiente es menor y menos

importante para el GH. No se encontraron reportes en la literatura usando
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la enzima Protamex™ y la anchoveta entera para poder comparar los

valores obtenidos del grado de hidrolisis.

Otros estudios sobre la hidrélisis enzimatica de huesos de porcino por
accion de la enzima Neutrase han informado la misma tendencia (Pagan
et al., 2013). En la hidrolisis de atin de aleta amarilla por accién de la
enzima Alcalase por Guérard et al., (2001) inform6 que el GH aumentd
con la concentracién creciente de la enzima hasta un 23%, por lo que
tiempos mas alla de 5.5 h no producen ninguna mejora significativa en el

GH.

4.5.2. Recuperacion de proteina

El valor de la recuperacion de proteina utilizando el método de Diniz y Martin,
(1998) varid desde 51.55% hasta 75.32% bajo variaciones sistematicas de los
niveles altos y bajos de relacién enzima sustrato (E:S), factor de dilucién (D) y

tiempo de reaccion (t).

Los efectos de los factores lineales y cuadraticos sobre la recuperacion de

proteinas se presentan en la Cuadro 11, donde los valores en negrita son

significativos al 95% de confianza (p < 0,05).
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Cuadro 11: Efecto estimado, error estandar, coeficiente t y significancia
estadistica para cada factor en el modelo codificado para la respuesta

recuperacion de proteinas

Error

Efecto estandar t(9) Valor P
Media 62.768 0.295 213.084 <0.0001
E:S (L) 9.475 0.722 13.131 <0.0001
E:S (Q) -0.581 0.531 -1.094 0.3057
D (L) -12.319 0.722 -17.073 <0.0001
D (Q) 0.096 0.531 0.181 0.8611
t(L) 8.784 0.722 12.174 <0.0001
t(Q) 1.624 0.531 3.058 0.0156

A través de la Cuadro 11, para la respuesta recuperacion de proteinas, se
observa que los factores E:S (L), t (L) y t (Q) presentaron efecto positivo sobre
la respuesta, es decir, el aumento de las variables E:S (L) y t (L) elevan el valor
de la recuperacion de proteinas, en cuanto al factor t (Q) indica un punto
minimo en la superficie. El factor D (L) presenta un efecto negativo sobre la
respuesta, es decir, un aumento en esta variable caus6 una disminucion en la
recuperacion de proteinas. Se observd que los factores E:S (Q) y D (Q) se
consideraron no estadisticamente significativas en la respuesta recuperacion de

proteinas, al nivel de significancia del 5%.

Se verifico la significancia de la regresion al nivel de confianza del 95%, a

través del anélisis de varianza (ANOVA), utilizando el valor-p. En la Cuadro

12 se encuentran los valores calculados de p.
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Cuadro 12: Analisis de varianza del modelo ajustado para la respuesta

recuperacion de proteina

Grados
Suma de Cuadrado Valor
e . Valor p
cuadrado .. medio F
libertad

E:S (L) 179.542 179.542  172.428 <0.0001

1
E:S (Q) 1.247 1 1.247 1.197  0.3057
D (L) 303.521 1 303521 291.495 <0.0001
D (Q) 0.034 1 0.034 0.033  0.8611
t(L) 154.321 1 154.321  148.207 <0.0001
t(Q) 9.738 1 9.738 9.352  0.0156
Error 8.330 8 1.041

Total 657.306 14

R 0.987

Los valores p pueden indicar como son los datos de incompatibles con cierto
modelo estadistico. El valor-p para cada término comprueba la hipotesis nula
de que el coeficiente es igual a cero (no tiene efecto). Para las variables E:S
(L), D (L), t (L) y t (Q), presentaron un valor-p bajo (< 0.05) indicando que se
rechaza la hipotesis nula. En otras palabras, es probable que tengan una adicion
significativa al modelo planteado porque los cambios en sus niveles altos y
bajos de los valores en negrita presentados en la Cuadro 12 estan relacionados

con cambios en la variable de respuesta (recuperacion de proteina).

El coeficiente de determinacion para el modelo ajustado fue de 0.987 para la
recuperacion de proteina, indicando que el modelo obtenido explica el
98.733% de la variacion de los datos observados para la recuperacion de
proteinas. La introduccién de interacciones lineales y cuadraticas no aumento

la varianza explicada en el modelo utilizado.
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Por lo tanto, el modelo codificado ajustado para la respuesta recuperacion de

proteina, en la hidrolisis enzimatica de la anchoveta entera, es:

RP (%) = (62219.7 + 124.4xE:S + 0.9xE:S?— 18399.7xD — 1066.1xD>

+181.5xt — 0.5xt%)x107

Donde: RP es el recuperacion de proteina, (%); E:S es la relacion enzima
sustrato, (UA / kg proteina cruda); D es el factor de dilucién, (kg pescado / kg

agua); t es el tiempo de reaccion (minutos).

En la Figura 18, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del
modelo propuesto para la recuperacion de proteina “RP”. Estas figuras
expresan la interaccion entre dos variables independientes sobre la respuesta,
permaneciendo constante la tercera variable en el punto central. La figura 18A,
expresa la interaccion entre las variables ‘E:S’ y ‘D’ sobre la respuesta,
permaneciendo constante la variable ‘t’ en el punto central. La figura 18B,
expresa la interaccion entre las variables ‘E:S° y ‘t’ sobre la respuesta,
permaneciendo constante la variable ‘D’ en el punto central. La figura 18C,
expresa la interaccion entre las variables ‘D’ y ‘t’ sobre la respuesta,

permaneciendo constante la variable ‘E:S’ en el punto central.
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La Figura 18 (A) muestra que la mayor recuperacion de proteinas se obtiene
utilizando una alta relacién enzima sustrato y un bajo factor de dilucion, siendo
la relacion enzima sustrato la que influye méas. La Figura 18 (B) muestra que la
mayor recuperacion de proteinas se obtiene utilizando una alta relacion enzima
sustrato y mayor tiempo de reaccion, siendo la relacion enzima sustrato la que
influye més. La Figura 18 (C) confirma la relacion del tiempo de reaccién y el

factor de dilucion en el aumento de la recuperacién de proteinas.

Se usoO la recuperacion de proteina como un indicador del rendimiento que

puede obtenerse del proceso de hidrolisis.

La temperatura Optima para Protamex™ se indica entre 35 y 60°C
(Novozymes, 1998). En un estudio realizado por Liaset et al. (2002),
determinaron que existe una fuerte correlacion positiva entre la temperatura y
el nitrégeno reconvertido (o recuperacion de proteina), sus resultados indican
que temperaturas de hidrolisis entre 50 — 56°C son de gran importancia para la
recuperacion de nitroégeno y es considerada como la temperatura Optima para

Protamex™,

El pH 6ptimo para Protamex se indica que esta entre 5.5 y 7.5 (Novozymes,
1998). En un estudio realizado por Liaset et al. (2002), determinaron que los
niveles de pH tuvieron poca influencia en el nitrégeno reconvertido (o0
recuperacion de proteina), pero es importante tener en cuenta que el intervalo

de pH estudiado fue bastante estrecho (5.4 — 7.7) y probablemente de haberse
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experimentado en una rango mas amplio, el factor de pH habria sido de mayor

influencia.

Liaset et al. (2002), estudio el efecto del pH entre 5.4 a 7.7, la temperatura
entre 36 a 50°C, el factor de dilucion entre 0.71 a 1.21 kg pescado/ kg agua y la
relacion enzima sustrato entre 30 a 90 UA/kg proteina cruda sobre la hidrolisis
enzimatica del salmoén con la enzima comercial Protamex™. Como resultado,
los autores concluyeron que los factores que influyen en la recuperacion de
proteina en esta investigacion en orden decreciente fueron: relacion enzima

sustrato (E:S) > factor de dilucion (D) > temperatura > pH.

Holanda (2004), estudio6 el efecto de la temperatura entre 45.9 a 74.1°C y la
concentracion enzima sustrato entre 0.18 a 5.83 % (p/p) sobre el grado de
hidrolisis y la recuperacion de proteina en la hidrolisis de residuos de camaron
por accién de la enzima comercial Alcalasa®. Los parametros temperatura (Q)
y concentracion enzima sustrato (L) fueron los que tuvieron mayor efecto sobre
las variables de respuesta. A la vez, concluyeron que la regién 6ptima del
proceso enzimatico se obtenia a concentraciones enzima sustrato de 2.5 a 5.5%

y temperatura de 55 a 65 °C.

Martins da Silva (2011), estudio el efecto del pH entre 6.7 a 8.3, la
concentracion enzima sustrato entre 0.48 a 5.52 % (p/p) y la temperatura entre
46 a 64 °C sobre la recuperacion de la proteina en la hidrolisis de mejillon por
accion de la enzima comercial Protamex™. El autor concluyd que el factor

concentracion enzima sustrato (L) presentd un efecto positivo en la
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recuperacion de proteinas, mientras que el factor concentracion enzima sustrato
(Q) presentd efecto negativo, indicando un punto maximo en la superficie; los
factores pH (L) y pH (Q) presentaron un efecto positivo sobre la respuesta a la

recuperacion de proteinas.

Para las diferentes relaciones enzima sustrato (E:S), factor de dilucion (D) y
tiempo de reaccion (t), los valores de la Cuadro 8 se obtuvieron aplicando la
Ecuacion (5). Se observé que el ajuste como las estimaciones de los parametros
fueron significativos en un nivel de probabilidad del 95%. Los factores que
influyen en la recuperacion de proteina en esta investigacion en orden
decreciente fueron: factor de dilucién (D) > relacion enzima sustrato (E:S) >

tiempo (t).

45.2.1. Efecto de la relaciéon enzima sustrato

Se observo en las figuras 18A y 18B una fuerte influencia positiva de la
relacion enzima sustrato (E:S) sobre la recuperacion de proteina (RP). No
se encontraron reportes en la literatura usando la enzima Protamex™ y la
anchoveta entera para poder comparar los valores obtenidos de

recuperacion de proteina.

Otros estudios sobre hidrolisis enzimatica han informado de la misma
tendencia (Mohr V., 1977; Langmyhr E., 1981; Hevia et al., 1976;
Rebeca et al., 1991; Diniz y Martin, 1997; Diniz y Martin, 1998; Liaset
et al., 2002). Esto es debido a que con mayores concentraciones de

enzima, existen mas sitios activos disponibles para hidrolizar al sustrato.
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En un estudio realizado por Liaset et al. (2002), al aumentar la relacion
enzima sustrato de 30 a 60 UA/kg de proteina cruda en condiciones de
hidrolisis iguales, el nitrégeno reconvertido aumento6 de 55.8 + 0.4 % a
64.0 £ 1.9 %, es decir, un aumento absoluto del 8.2%. Sin embargo, al
aumentar la proporcién E:S de 60 a 90 UA/Kg de proteina cruda, el

nitrégeno reconvertido tuvo solo un incremento absoluto del 4.0%.

Cabe resaltar que el intervalo de E:S estudiado fue entre 10 a 60 UA/kg
proteina cruda y probablemente de haberse experimentado en un rango
mas amplio, el factor de E:S habria sido de mayor influencia en la
recuperacion de proteina. A pesar de esto, la relacién entre E:S y la RP
no tiene un aumento lineal estricto (Figuras 18A y 18B), esto solo se
cumple hasta un determinado valor de E:S, porque a partir de ciertas
concentraciones de enzima afiadida, la ganancia en la recuperacion de
proteina ird disminuyéndose porque las concentraciones de enzima son

excedentes.

45.2.2. Efecto del factor de dilucion

Se observé en las figuras 18A y 18C una fuerte influencia negativa del
factor de dilucion (D) sobre la recuperacion de proteina (RP). Otros
estudios sobre hidrolisis enzimatica han informado de la misma tendencia
(Hale, M., 1969; Mohr, V., 1977; Cheftel et al., 1971 y Liaset et al.,
2002). Esto se debe que a mayor concentracion de sustrato (mayor factor

de dilucion) se incrementa la inhibicion de la enzima por formacién de
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productos. Debido a este hecho, las industrias deben alcanzar la mayor
recuperacion de proteina para incrementar el rendimiento del producto
final, sin embargo, esto implicaria llevar a cabo el proceso de hidrolisis
utilizando una mayor masa de agua en vez de pescado, que como
consecuencia, aumentara el costo del proceso para concentrar o secar el

hidrolizado.

4.5.2.3. Efecto del tiempo de reaccion

Se observo una influencia positiva del factor tiempo sobre la
recuperacion de proteina (RP). El valor de recuperacién de proteinas méas
alto (75.32%) se alcanz6 con la relacion enzima sustrato de 60 UA/Kg,
factor de dilucién 0.7 kg pescado/kg agua y un tiempo de reaccion de 120
min. No se encontraron reportes en la literatura usando la enzima
Protamex™ vy la anchoveta entera para poder comparar los valores

obtenidos de recuperacion de proteina.

En un estudio realizado por Liaset et al. (2002), evaluaron la influencia
del tiempo de hidrdlisis sobre el nitrogeno reconvertido (o recuperacion
de proteina) en las condiciones ambientales Optimas de la enzima
Protamex™, la cantidad de nitrégeno soluble en el salmén picado antes
de la hidrolisis fue 24.0 + 0,4%, después de un tiempo de 30 min de
reaccion enzimatica para las E:S de 10, 20, 30, 60 y 90 UA/kg de
proteina cruda fueron 40.0 + 1.0, 42.0 £ 0.1, 46.1 £ 0.2,49.8 + 0.1 y 54.8
+ 0.3%, respectivamente. Después de 60 minutos, habia aumentado a

43.2+0.7,47.3+£0.8,49.6 +0.7,57.0 £ 1.0 y 61.0 £ 0.7%. A un tiempo
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de 120 minutos, s6lo aumento entre 0.1 — 2.6% para todas las relaciones

E:S ensayadas.

Como se puede observar en la Figuras 18B, la influencia del tiempo
sobre la recuperacion de proteina no tiene un aumento lineal, esto solo se
cumple hasta un determinado valor de tiempo, porque a partir de ciertos
minutos de reaccidén enzimatica, el incremento en la recuperacion de
proteina ird disminuyendo gradualmente porque parte de los péptidos
solubles se van uniendo a la fase oleosa formandose una lipoproteina
(emulsion). Una capa gruesa (emulsion) entre la fase oleosa y la fase
acuosa se va incrementando mientras transcurre la hidrolisis enzimatica
(Figura 19). Esta capa, también informd Liaset et al., (2003) en la
hidrolisis de salmén por accion de la enzima Protamex™; Liu et al.,
(2014) en la hidrolisis de sub productos del surimi por accion de la
enzima Protamex™. Esta suposicion también se apoya en los resultados
informados por Kristinsson y Rasco (2000); Liaset et al., (2000) y Liaset

et al., (2002).
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Figura 19: Formacion de emulsion en el transcurso de la hidrolisis.

4.5.3. Distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos

El valor de la distribucion aparente del peso molecular de los péptidos
obtenidos utilizando el método de electroforesis SDS-PAGE varié desde 9.00 a
14.43 KDa bajo variaciones sistematicas de los niveles altos y bajos de relacion

enzima sustrato (E:S), factor de dilucion (D) y tiempo de reaccion (t).

Los efectos de los factores lineales y de las interacciones cuadraticas sobre la
distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos se presentan
en la Cuadro 13, donde los valores en negrita son significativos al 95% de

confianza (p < 0.05).
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Cuadro 13: Efecto estimado, error estandar, coeficiente t y significancia
estadistica para cada factor en el modelo codificado para la respuesta

distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos

Efecto Er ror t(9) Valor P
estdndar

Media 11.957 0.117 102.289 <0.0001
E:S (L) -2.472 0.298 -8.293 <0.0001
E:S (Q) 0.701 0.219 3.207 0.0149
D (L) -1.163 0.314 -3.703 0.0076
t(L) 0.756 0.314 2.406 0.0470
t(Q) 0.682 0.219 3.120 0.0168
E:S*xD 0.802 0.298 2.691 0.0310
E:Sxt -1.154 0.298 -3.872 0.0061

A través de la Cuadro 13, para la respuesta, distribucion aparente del peso
molecular de los péptidos obtenidos, se observa que los factores E:S (Q), t (L),
t (Q) y E:S?xD presentaron un efecto directamente proporcional en la
respuesta, es decir la disminucién de las variables t (L) y E:S°xD generan
péptidos de menor peso molecular, mientras que el factor E:S (Q) y t (Q)
indican un punto minimo en la superficie. Los factores E:S (L), D(L) y E:S?xt
presentaron un efecto inversamente proporcional sobre la respuesta, es decir,

un aumento en estos variables generan péptidos de menor peso molecular.
Se verificd la significancia de la regresion al nivel de confianza del 95%, a

través del analisis de varianza (ANOVA), utilizando el valor-p. En la Cuadro

14 se encuentran los valores calculados de p.
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Cuadro 14: Analisis de varianza del modelo ajustado para la respuesta

distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos

Suma de Grados Cuadrado
cuadrado . € medio Valor - Valor p
libertad

E:S (L) 12.217 1 12.217 68.778  0.000
E:S (Q) 1.827 1 1.827 10.287  0.015
D (L) 2.436 1 2.436 13.714  0.008
t(L) 1.028 1 1.028 5.787 0.047
t(Q) 1.730 1 1.730 9.737 0.017
E:S?xD 1.286 1 1.286 7.242 0.031
E:S°xt 2.663 1 2.663 14.995  0.006
Error 1.243 7 0.178
Total 22.610 14
R’ 0.945

Los valores p pueden indicar como son los datos de incompatibles con cierto
modelo estadistico. El valor-p para cada término comprueba la hipotesis nula
de que el coeficiente es igual a cero (no tiene efecto). Para las variables E:S (L
yQ), D (L), t(LyQ)y los efectos E:S? x D y E:S? x t, presentaron un valor-p
bajo (< 0.05) indicando que se rechaza la hip6tesis nula. En otras palabras, es
probable que tengan una adicion significativa al modelo planteado porque los
cambios en sus niveles altos y bajos de los valores en negrita presentados en la
Cuadro 14 estan relacionados con cambios en la variable de respuesta

(distribucidn aparente del peso molecular).

El coeficiente de determinacion para el modelo ajustado fue de 0.945 para la
distribucion del peso molecular, indicando que el modelo obtenido explica el

94.501% de la variacion de los datos observados para la distribucion del peso
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molecular. La introduccién de interacciones cuadraticas aumento la varianza

explicada en el modelo utilizado.

Por lo tanto, el modelo codificado ajustado para la distribucién molecular
aparente de los péptidos obtenidos, en la hidrolisis enzimatica de la anchoveta

entera, es:

MW (KDa) = (11962.6 + 29.13xE:S — 1.34xE:S?— 1039.8xD + 42.01xt —

0.19xt* — 0.29x E:S$*xD)x1073

Donde: MW es peso molecular, (KDa); E:S es la relacion enzima sustrato, (UA
/ kg proteina cruda); D es el factor de dilucion, (kg pescado / kg agua); t es el

tiempo de reaccion (minutos).

En la Figura 20, se muestra las superficies de respuesta generadas a través del
modelo propuesto para la distribucion aparente del peso molecular de los
péptidos obtenidos “MW”. La figura 20A, expresa la interaccion entre las
variables ‘E:S’ y ‘D’ sobre la respuesta, permaneciendo constante la variable
‘t’ en el punto central. La figura 20B, expresa la interaccion entre las variables
‘E:S” y ‘t” sobre la respuesta, permaneciendo constante la variable ‘D’ en el
punto central. La figura 20C, expresa la interaccion entre las variables ‘D’ y “t’
sobre la respuesta, permaneciendo constante la variable ‘E:S’ en el punto

central.
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Figura 20: Superficies de respuesta graficadas a partir del modelo de distribucion del peso molecular.
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La Figura 20 (A) muestra que se obtienen péptidos de menor peso molecular
utilizando una alta relacion enzima sustrato y un alto factor de dilucion, siendo
la relacion enzima sustrato la que influye mas. La Figura 20 (B) muestra que el
menor peso molecular se obtiene utilizando una alta relacion enzima sustrato y
un menor tiempo de reaccion, siendo la relacion enzima sustrato la que influye
mas. La Figura 20 (C) muestra que se obtienen péptidos de menor peso
molecular utilizando un alto factor de dilucion y a tiempos menores de 60

minutos y mayores a 180 minutos.

Se determind la distribucién aparente del peso molecular de los péptidos
obtenidos, con la finalidad de lograr el maximo rendimiento del producto final
en el proceso completo de obtencion de aislado proteico de pescado, el cual
consta de péptidos de peso molecular entre 10 a 1KDa. Debido a que en este
rango, se pueden aprovechar mejor las propiedades nutricionales y tecnologicas
de las proteinas. La distribucién del peso molecular de los hidrolizados de
proteinas es una de las propiedades mas importantes, que tiene una influencia

directa en sus aplicaciones como alimentos funcionales (Zheng et al., 2006).

Para las diferentes relaciones enzima sustrato (E:S), factor de dilucion (D) y
tiempo de reaccion (t), los valores del peso molecular aparentes mostrados en
la Cuadro 8 se obtuvieron utilizando el sofware CLIQS VERSION 1.1 DEMO,
analizando los geles de electroforesis SDS-PAGE. Se observo que el ajuste
como las estimaciones de los pardmetros fueron significativos en un nivel de
probabilidad del 95%. Los factores que influyen en la distribucion aparente del

peso molecular de los péptidos obtenidos en esta investigacion en orden
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decreciente fueron: relacion enzima sustrato > factor de dilucién > tiempo de

reaccion.

Los perfiles electroforeticos de los hidrolizados de anchoveta entera por accion

de la enzima Protamex™ son presentados en las figuras 21 y 22.

En la figura 21 las columnas 1 y 10 representan los marcadores de peso
molecular; las columnas entre (2 — 9) indican las 8 primeras experiencias, y
para la figura 22 las columnas 1 y 9 representan los marcadores de peso

molecular; las columnas entre (2 — 8) indican las siguientes 7 experiencias.

66)

31

Figura 21: Perfil electroforético SDS-PAGE, gel al 15% para las primeras

8 experiencias.
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Figura 22: Perfil electroforético SDS-PAGE, gel al 15% para las ultimas 7

experiencias.

En la figura 21 y 22 se puede observar que la hidrolisis proteica por accion de
la enzima Protamex™ a diferentes tratamientos de hidrolisis produjeron
perfiles de péptidos ampliamente similares, entre 9 y 14 KDa. EI mismo
resultado fue reportado por Fernandez y Kelly, (2016). Hay que tener en
consideracion que los péptidos mas pequefios tienen a perderse durante el
proceso de fijacion, tincion y destincion en la metodologia de electroforecis

SDS-PAGE.

Liu et al., (2000) estudio el hidrolizado obtenido por Protamex con un grado de
hidrolisis al 10%, determinando que presentaba una proporcién de moléculas
grandes con Mw de 150 KDa, pero también contenian péptidos con MW de 2.5

KDa en menor proporcion.
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Klompong et al., (2007) compard los pesos moleculares de dos hidrolizados al
mismo grado de hidrdlisis por accion de las enzimas Alcalase y Protamex,
determinado que la enzima Protamex obtiene péptidos de mayor tamafio
molecular, lo que podria estar asociado por presentar una menor actividad

enzimatica.

En un estudio realizado por Garcia-Moreno et al., (2016), determind que el
contenido de péptidos de gran peso molecular (> 9.3 kDa) tiene una relacion
inversamente proporcional con el GH del hidrolizado de musculo de sardina
por accion de la enzima subtilisina. Al aumentar el GH se incrementa la
concentracion de péptidos entre 0.3 — 9.3 KDa. Sin embargo, el contenido de
péptidos de bajo peso molecular y aminoacidos (<0.3 kDa) aumentd para
hidrolizados con menor GH. Este hallazgo, hace que el autor llegue a la
conclusion que a medida que se liberan los primeros péptidos solubles, la
enzima subtilisina tiene una baja preferencia por cualquier resto de aminoacido
como sitio de escision, por lo que hidroliza a péptidos mas cortos antes de

degradar una proteina mas intacta.

En la hidrolisis de proteinas de los sub productos de tilapia por accion de la
enzima comercial Alcalase, la caracterizacion de los pesos moleculares de los
péptidos obtenidos mostro la presencia de bandas fuertes que oscilaban entre
3.5 a 26.6 kDa, lo que indicaba que la enzima era capaz de producir péptidos
de pequefio tamafio en 120 minutos (Roslan et al., 2014). Varios estudios han

demostrado la capacidad de la alcalasa para producir péptidos de bajo peso
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molecular mediante un alto grado de hidrolisis (Benjakul y Morrissey, 1997,

Liaset et al., 2000).

En la hidrdlisis de proteinas del atin de aleta amarilla por accién de la enzima
Alcalase, la distribucién aparente del peso molecular en los péptidos obtenidos
tuvieron una relacion inversamente proporcional con la relacién enzima
sustrato, obteniendo pesos moleculares que oscilaban entre 6500 Da y
aminoacidos libres en la maxima relacion enzima sustrato (Guerard et al.,

2001).

45.3.1. Efecto de la relacion enzima sustrato

Se observo en las Figuras 20A y 20B una fuerte influencia negativa de la
relacion enzima sustrato sobre la distribucion aparente del peso
molecular de los péptidos obtenidos. Es decir, que los péptidos de menor
peso molecular se obtienen a altas cantidades de enzima afadida. Esto es
debido a que con mayores E:S, hay una mayor cantidad sitios activos

disponibles para que los enlaces péptidicos sean escindidos.

4.5.3.2. Efecto del factor de dilucion

Se observo en la Figura 20C una fuerte influencia negativa del factor de
dilucién sobre la distribucion aparente del peso molecular de los péptidos
obtenidos. Es decir, los péptidos de menor peso molecular se obtienen a

mayor factor de dilucion. Esto es debido a que al haber mayor cantidad
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de pescado, probablemente se libera mayor concentracion de péptidos
solubles y la enzima Protamex™ hidroliza a péptidos mas cortos antes de

degradar una proteina mas intacta.

4.5.3.3. Efecto del tiempo de reaccion

Se observé en las Figuras 20B y 20C una influencia positiva del tiempo
de reaccién sobre la distribucion aparente del peso molecular de los
péptidos obtenidos. Se puede observar una inflexion para un tiempo
alrededor de 120 minutos. Es decir, en los primeros minutos de reaccion
proteolitica, se aprovecha la méxima actividad de la enzima Protamex™
por lo que se obtienen péptidos de menor peso molecular; sin embargo al
incrementar el tiempo, su actividad disminuye, por lo que ya no logra
cortar péptidos pequefios sino péptidos medianos. Y apartir de 120
minutos ya no existe diferencia significativa en el peso molecular, es

decir corta todo por igual.

4.6.0PTIMIZACION DEL PROCESO DE HIDROLISIS ENZIMATICA
La optimizacion del proceso de hidrélisis de proteinas de la anchoveta por accién
de la enzima comercial Protamex™ tuvo la finalidad de maximizar los valores de
grado de hidrolisis y de recuperacion de proteina, asi como obtener el menor valor
de la distribucion aparente del peso molecular de los péptidos obtenidos. Para ello
se hizo el analisis estadistico del perfil de deseabilidad para las tres respuestas, el

cual se muestra en la figura 23.
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En la primera columna de la Figura 23, se observa que el mayor valor del grado
de hidrdlisis, mayor valor de recuperacion de proteina y menor valor del peso
molecular de los péptidos obtenidos coinciden para una relacion enzima sustrato
(E:S) de 60 UA/Kg proteina cruda. Al analizar la segunda columna de la Figura
23, el punto con los mayores valores de las respuestas: GH (%) y RP (%), y menor
valor del MW (KDa) se encuentran a un factor de dilucion (D) de 0.7 kg pescado /
kg de agua. En la tercera columna de la Figura 23, se observa que el mayor valor
del grado de hidrdlisis, mayor valor de recuperacion de proteina y menor valor del
peso molecular de los péptidos obtenidos coinciden para un tiempo de reaccion (t)

de 90 minutos.

95



E:S (UA/Kg proteina cruda) D (Kg pescado/Kg agua) t (min) Deseabilidad

24.000 —————————
: l —— — | © 2
16.917 | S () — —- 1 F ——— O 'n o
F s T 1 N 1 F T -8 B /\O\ g
s =SS s
= O <
OT 3
0.0000 —_— ~
o
85.000 —_— —
[ o B X
. 11 ][ 5 82 c S 5
72.086 z < = T S o o 18
] o S|

. =) 8
- 1 Z o g
45.000 —_— e o
16.000 —_— <
- 4 L g_)
- | r 1 =5 §'
e 17T T -+ 17 7 b d 8 8 () ™~
11.045 9 — e R g
- 1 L — 1 L o - b
[ T S o
7.0000 @

| 8

.81222 Z £ \H\B\E‘\E = O

1 ®

[¢D}

]

(D)

I A

10. 60. 7 13 60. 90. 180.
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96



Por lo tanto, la siguiente combinacion de las variables de reaccion se sugiere:
relacién enzima sustrato de 60 UA/Kg proteina cruda, factor de dilucion de 0.7 kg
pescado / kg agua y tiempo de reaccion de 90 min, condiciones en que el grado de
hidrolisis obtenido fue del 16.917%, la recuperacion de proteina del 72.086% y

una peso molecular del péptido obtenido de 11.045 KDa.

4.7.IDENTIFICACION DEL MECANISMO DE REACCION
En la mayoria de procesos enzimaticos se observa que el valor del grado de
hidrélisis aumenta con el tiempo, siendo la velocidad mayor en las etapas iniciales
y tiende a un valor constante con el tiempo. Para explicar esta caracteristica,
existen 3 posibles causas: disminucion de la concentracion de sustrato o enlaces
peptidicos, inhibicion por la formacion de productos e inactivacion térmica de la

enzima.

Para estudiar el mecanismo de reaccion de la hidrdlisis enzimética de la anchoveta
entera, usando la enzima comercial Protamex™, se realizaron algunos
experimentos adicionales, usando diferentes concentraciones iniciales de sustrato
(So = 8.918; 17.837; 26.755; 35.674; 44.592; 53.511; 62.429; 71.347; y 80.266 ¢
pescado/L), la cantidad empleada de enzima en todas las pruebas fue constante (eg
=24 mUA) y en cuanto a las condiciones ambientales de reaccion, se llevo a cabo

ab5°Cy 7.5 depH.
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4.7.1. Hipdtesis 1: agotamiento de los enlaces peptidicos

Se considero el modelo cinético con la inhibicion de sustrato descrito en la
ecuacion 8 por referencia de otros autores (Marquez-Moreno et al., 1993; Wei
y Zhimin, 2006; Trusek-Holownia, 2008; Valencia et al., 2014) y se confirmd

en este estudio para determinar las constantes cinéticas.

En este trabajo, la concentracion de sustrato se definid en términos de
concentracion de enlaces peptidicos (mM). El valor de conversion utilizado fue
de 8.09 mmol/g de proteina, tomado de bibliografia (Adler-Niessen, 1986).
Debido a que las concentraciones de sustrato usadas en los experimentos
variaron entre 1.24 a 11.12 g/L de proteina cruda, las concentraciones de

enlaces peptidicos fueron entre 10 y 90 mM, respectivamente.

Los resultados de la velocidad de hidrolisis inicial frente a la concentracion de
sustrato se utilizaron para determinar las constantes de Michaelis-Menten a
55°C mediante una regresion no lineal aplicando el método de estimacién

Quasi-Newton, como se muestra en la figura 24.
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Figura 24: Velocidad inicial de hidrolisis de proteinas de anchoveta entera

por accion de la enzima comercial Protamex™ frente a la concentracion

de enlaces peptidicos. Puntos provienen de datos experimentales y la linea
continua proviene a la regresion no lineal.

Se observa en la Cuadro 15 que las constantes cinéticas Vmax Y K utilizando la
anchoveta entera por accion de la enzima comercial Protamex fueron de
0.1921 g/L.miny 7.9487 g/L, respectivamente. Si comparamos estos resultados
con las constantes cinéticas utilizando caseina como sustrato (Vmax de 0.077
g/L.min y K, de 26.175 g/L) a las mismas condiciones ambientales, se
demuestra que: La velocidad de reaccion es mayor cuando toda la enzima se
encuentra unida a la anchoveta en vez de la caseina, debido a que la caseina es
un sustrato puro, en cambio la anchoveta es un sustrato complejo ya que
presenta mayor diversidad de enlaces peptidicos a ser hidrolizados durante la
reaccién como los residuos aromaticos (Phe, Trp, Tyr), acidos (Glu), azufre
(Met), alifaticos (Leu, Ala), hidroxilo (Ser) y basicos (Lys). La afinidad que

tiene la Protamex con la anchoveta entera es mayor que con caseina. Por lo
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tanto, se puede comprobar que esta enzima esta disefiada para hidrolizar

sustratos complejos como en este caso, la anchoveta entera.

Cuadro 15: Constantes cinéticas para la hidrolisis de proteinas de
anchoveta entera por accion enzima comercial Protamex™ a 55 °C para la

curva de la figura 24

Constantes cinéticas Temperatura

55 °C

Vmax mM/min 1.5540
g/L.min 0.1921
Km Mm 7.9487
g/L 0.9825

Ks mM 456.0061
g/L 56.3666
Vmax/Km 0.1955

Valencia et al., (2014) reporté las constantes cinéticas para la hidrdlisis del
musculo del salmon, por accién de la enzima comercial Alcalase, donde obtuvo
un Vimax (MM/min), Ky, (mM), Ks (Mm) y Vinad/Kn, de 1.07, 6.54, 575 y 43x10°
% respectivamente a 50 °C. Observé una relacién directamente proporcional
entre Vimax Y Km con la temperatura de reaccidn, sin embargo la constante de
inhibicion por sustrato Ks es inversamente proporcional, lo que indica que la

inhibicion de sustrato es fuerte a temperaturas mas elevadas.

Con los datos obtenidos es posible determinar si la curva de hidrolisis se
produce por agotamiento de sustrato. Para este proposito, la conversion de
sustrato se simula utilizando las constantes cineticas presentadas en la Cuadro
15. Los resultados mostrados en la figura 25 indican que para So/Kn,, de 1 a

11.43, las curvas de conversion no mostraron la curvatura tipica observada
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durante la hidrolisis enzimatica de proteinas y demuestra que cuando So/Kn, es
igual a 11.43 la curva simulada tiene casi la misma velocidad inicial como la
curva experimental en los primeros puntos, sin embargo, después de este punto
la pendiente de la curva experimental disminuye progresivamente, lo que
sugiere rechazar la hipotesis planteada. Estos mismos resultados fueron

reportados por Valencia et al., 2014.

Te SiKm =1
) = Si/Km =35
0.0 : : : : : : e SIYKm =10
0 2 4 6 8 10 12 14 s Si/Km = 11.43
(Vmax / Kp) “w._ Si/Km = 11.43 (experimental)

Figura 25: Simulaciones del grado de conversion (X) frente al tiempo
adimensional para la hidrolisis de la proteina de anchoveta entera por
accion de la enzima Protamex™ para diferentes relaciones S0 / Km
iniciales utilizando el modelo desarrollado a partir de la ecuacion 8, junto
con los datos experimentales.

4.7.2. Hipétesis 2: inhibicidén por producto

La inhibicién por producto fue evaluado para determinar el tipo de inhibicion
(i. competitiva, i. no competitiva e i. mixta) que se presenta para hidrolisis de

proteinas de la anchoveta entera por accion de la enzima Protamex. Los
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experimentos se realizaron a 55°C a un pH de 7.5, la grafica de Lineweaver-
Burk se muestra en la figura 26 y se utiliz6 para discriminar entre los tipos de

inhibicidn, y una vez establecida, determinar las constantes de inhibicion.
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Figura 26: Pendientes de Lineweaver-Burk.

A partir de la Figura 26 se observé una inhibicion mixta. Las pendientes e

intersecciones de cada linea se muestran en la Cuadro 16.

Cuadro 16: Pendientes e intercepciones de las gréaficas de Lineweaver-

Burk de la figura 26

Hidrolizado Concentracion Pendiente Intercepto
(mM) (m) (b)

Control 0.000 3.999 0.749

GH 5% 6.110 6.976 1.019
12.220 12.767 1.343

102



La pendiente (m) y el intercepto (b) de la gréfica de Lineweaver-Burk fueron
nuevamente graficados con la concentracion del producto de hidrolisis (I)
utilizando la ecuacién 12 y 13. Las constantes cinéticas obtenidas se muestran
en la Cuadro 17 incluyendo las constantes de inhibicion para el componente

competitivo (Kj) y para el componente no competitivo (K").

Cuadro 17: Constantes cinéticas obtenidas a partir de las ecuaciones 12 y

13

Constantes cinéticas GH 5%
Y mM/min 1.351
e g/L.min 0.167
K mM 4,770
m g/L 0.590
K mM 4.920
' g/L 0.608
K mM 15.228
' g/L 1.882

Valencia et al., (2014) afirma que las constantes de inhibicion K; y K’ son
mayores para grados de hidrolisis al 20% que para grado de hidrolisis al 5%, es
decir, los péptidos mas grandes tienen un efecto inhibidor mayor que los
pequefios. Sin embargo, el efecto inhibidor no es necesariamente méas fuerte
para GH 5% que para GH 20% porque también depende de la concentracion

del producto.

La constante de inhibicion competitiva por producto (K;) y la constante de
inhibicion no competitiva por producto (K’;) son mayores a la constante de
Michaelis — Menten (Kp), es decir, que la formacion del complejo enzima

inhibidor es favorecida a expensas del complejo enzima sustrato. Los valores
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de las constantes de inhibicion indican claramente una fuerte inhibicién
causada por los productos de hidrdlisis en la fase inicial de la reaccion

enzimatica.

Resultados similares se han obtenido por Valencia et al., (2014) utilizando la
misma metodologia de nuestra investigacion. Este hallazgo también fue
sugerido por Rebeca et al., (1991); aunque no obtuvieron las pruebas
necesarias para probar esta hipotesis. En los articulos publicados por Apar y
Osbek, (2007) y Demirhan et al., (2011), se encontr6 que la inhibicion se
ejercio por producto de hidrolisis de proteinas. Sin embargo, el valor de K; se
calculd cono un porcentaje del volumen del hidrolizado y el valor del K, se
calculé como un porcentaje de la masa de proteina utilizada en la mezcla de
reaccién. Por lo tanto estos valores no pueden ser comparados para validar la

hipédtesis de Rebeca et al., (1991).

Para demostrar el efecto de la inhibicion por producto se llevo a cabo una
simulacion utilizando la constante cinética para el hidrolizado GH 5%. En la
figura 27 la simulacion del modelo cinético presentado en la ecuacion 8 fue

graficado con y sin inhibicion.
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Figura 27: Simulaciones del grado de conversion (X) frente al tiempo
adimensional (lineas) para la hidrolisis de proteina de anchoveta entera
por la enzima Protamex™ basada en el modelo cinético (KM) en la
ecuacion 8 y considerando la inhibicion del producto (PI) junto con los

datos experimentales.

Como se muestra en la figura 27 el efecto de la inhibicién por producto es

responsable de la forma tipica de la curva de hidrolisis, ya que la simulacion

sigue la tendencia de los datos experimentales. Por lo tanto la hipétesis de la

inhibicién por producto como una explicacion de la forma de la curva de la

hidrolisis es consistente con la evidencia experimental obtenida en el presente

estudio, aceptando la hipotesis planteada.

4.7.3. Hipdtesis 3: inactivacion térmica de la enzima

La tercera hipdtesis probada en este trabajo fue la inactivacion térmica de la

enzima durante la reaccion de hidrolisis. Para llevar a cabo este experimento,
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se determind la actividad de hidrolisis enzimatica como una funcion del tiempo

a55°C.

Los resultados mostrados en la Figura 28 (A) indican claramente que la
enzima comercial Protamex™ es mucho mas estable registrandose un aumento
en la vida media de 65 minutos a 201 minutos y 312 minutos en presencia de
10 mM y 90 mM de concentracion de sustrato, respectivamente. EI mismo
resultado mostrado en la Figura 28 (B) se obtuvo con la enzima comercial
Protamex™ en presencia de productos de hidrolisis. Sin embargo, los
productos de hidrolisis, GH al 5%, dan menos estabilizacion que los sustratos a
las mismas concentraciones de grupos a-NH, tal como se muestra en la Cuadro

18.

106



08¢

06

04r

Actividad Relativa

02r¢

0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 * Control (NR)
“m._ 10 mM Sustrato

Tiempo (min) . 90 mM Sustrato

1.0

081

061

04r

Actividad Relativa

021

00 " " i i " " " " "
0 20 40 B0 80 100 120 140 180 180 200 ®~ Control (NR)
~=._ 10 mM GH 5%

Tiempo (min) ~a_ 90 mM GH 5%

Figura 28: Inactivacion termina de la enzima comercial Protamex™ a una
temperatura de 55 °C en condiciones reactivas y no reactivas con
diferentes concentraciones de sustratos y producto hidrolizado.
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Cuadro 18: Constantes cinéticas de primer orden para la inactivacion

térmica de la enzima Protamex™ en condiciones reactivas y no reactivas

a-NH (mM) Kq (min™) tu (Min)
NR - 0.0107 65
Sustrato 10 0.0035 201
Sustrato 90 0.0022 312
GH 5% 10 0.0039 179
GH 5% 90 0.0026 270

Resultados similares se han obtenido por Valencia et al., (2014) utilizando la
misma metodologia de nuestra investigacion, donde a 60°C la enzima
comercial Alcalase es mucho més estable en presencia de las proteinas del
musculo del salmon, incrementando su tiempo de vida media de 37 a 163 y 444
min en presencia de 3.82 mM y 15.2 mM de concentracién de sustrato,
respectivamente, y en presencia de un hidrolizado con GH del 5%, obtuvo los

mismos resultados.

La simulacion se muestra en la Figura 29, indica claramente que la inactivacion

térmica de Protamex™ no puede explicar la forma de la curva de hidrdlisis.
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Figura 29: Simulaciones del grado de conversion (X) frente al tiempo
adimensional (lineas) para la hidrdlisis de proteina de anchoveta entera
por la enzima Protamex™ basada en el modelo cinético (KM) en la
ecuacion 8 y considerando la inhibicion por inactivacion térmica de la
enzima (KM + PI + EI).

Tras formular tres hip6tesis para comprender el proceso responsable de la
forma tipica de la curva de la hidrdlisis de proteinas de anchoveta entera: (i) el
agotamiento del sustrato, (ii) la inhibicion por productos de hidrdlisis y (iii) la
inactivacion térmica de la enzima. Tanto el agotamiento de sustrato y la
inactivacién térmica de la enzima Protamex™ no simulan la forma de la curva
de la hidrolisis en las concentraciones de sustrato iniciales con las que se
aplicaron en este estudio. La inhibicion por productos de hidrolisis tuvo un
efecto significativo en la curva de la hidrélisis y se encontrd que era
responsable de la forma tipica observada durante la hidrdlisis enzimética. Estos
resultados son muy importantes ya que nos permiten aumentar la eficiencia de

este proceso, cada vez que los productos que se van produciendo se retiran del
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reactor. Por lo tanto, lo que justifica que al usar un reactor por lotes debe
descargarse todo el hidrolizado en un tiempo determinado en donde la
hidrolisis no haya alcanzado la fase estacionaria, o en todo caso evaluar la
posibilidad de agregar el sustrato o la enzima en diferentes dosis, cada cierto
tiempo durante el proceso enzimatico, con la finalidad de desestabilizar la
ecuacion general de cinética enzimética (E + S = [ES] - [EP] = E+P) y

evitar la inactivacion enzimatica.
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V. CONCLUSIONES

El rango de linealidad para diluciones enziméticas de 1:2000, 1:3000 y 1:4000 fueron
de 10, 15 y 20 minutos, respectivamente. Asimismo la actividad de la enzima comercial

Protamex™ fue de 369.435 + 19.107 Uxmg™.

Los valores de los parametros cinéticos Ky, Y Vmax de la enzima comercial Protamex™

fueron de 11.217 gxL™ y 0.0116 gxL*xmin™, respectivamente.

La hidrolisis proteica por accion de la enzima Protamex™ a diferentes tratamientos
produjeron perfiles de péptidos ampliamente similares, entre 9 y 14 KDa, utilizando la

técnica de electroforesis SDS-PAGE.

Las condiciones optimas halladas para el proceso de hidrolisis enzimética, utilizando la
metodologia de superficie de respuesta fue: relacion enzima sustrato de 60 Unidades
Anson por cada kg de proteina cruda, factor de dilucion de 0.7 kg pescado por cada kg
de agua, tiempo de reaccion de 90 minutos, en condiciones ambientales constantes de

55°Cy pH de 7.5.

La enzima Protamex™ experimentd una cinética con inhibicion por producto,
expresado por la disminucién progresiva de la velocidad de hidrélisis de proteinas de

anchoveta entera, conforme a la curva respectiva.

111



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar otros tipos de endoproteasas tales como Corolase 7089, Eenzy protease, asi
como exopeptidasas tales como Flavourzyme, Palatase, para la obtencion de un mayor

rendimiento en el hidrolizado y un mejor sabor en el producto final.

Evaluar otros método para medir el grado de hidrolisis en el proceso de hidrolisis
enzimatica, tales como: viscosidad, OPA, TNBS, entre otros, para que puedan resultar

confiables, repetitivos y de bajo costo.

Estudiar la aplicabilidad de los concentrados proteicos de pescado en algunos productos
como conservas de pescado, arroz, sopas deshidratadas, productos de panificacion,
salsas y bebidas, entre otros, por medio de pruebas de aceptacion y andlisis descriptivos

cualitativos, para evaluar los atributos: color, amargor, aroma de pescado y apariencia.
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VIII.

ANEXO 1:

ANEXQOS

Determinacion de la curva de calibrado para L-tirosina

Cuadro 19: Valores de Absorbancia a 660 nm para dilucién de tirosina

#

Tirosina 1.1

Agua Destilada,

Concentracion

Experiencia mM, mL mL Tirosina, mM Abs 660 nm
1 0.00 2.00 0.000 0.0000
2 0.05 1.95 0.0282 0.0985
3 0.10 1.90 0.0579 0.1615
4 0.20 1.80 0.1222 0.2820
5 0.30 1.70 0.1941 0.4900
6 0.40 1.60 0.2750 0.6750
7 0.50 1.50 0.3667 0.8035
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Figura 30: Curva de calibrado para tirosina

La ecuacion del modelo ajustado es:

Abs 660 nm = 0.0263947 + 2.2275 * Concentracion Tirosina
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ANEXO 2:
Determinacién del rango de linealidad para enzima Protamex

Cuadro 20: Concentraciones de tirosina a través del tiempo a diferentes diluciones

enzimaticas
Tiempo Dilucién 1:2000 Dilucién 1:3000 Diluciéon 1:4000
(minF; Abs Concentracion  Abs Concentracion Abs  Concentracion

660 nm tirosina (UM) 660 nm tirosina (uM) 660 nm tirosina (UM)

0 0.0560 13.301 0.1305 46.744 0.0400 6.119
5 0.4350 183.435 0.3945 165.254 0.1965 76.372
10 0.8450 367.484 0.6115 262.666 0.4195 176.477
15 1.0800 472.976 0.8645 376.238 0.6520 280.846
20 1.2520 550.187 1.0545 461.529 0.7860 340.999
25 1.3440 591.486 1.2145 533.353 0.9095 396.438
30 1.4630 644.905 1.2695 558.043 1.0060 439.757

Para obtener la actividad de la enzima en Unidades Sigma / mL.

Insertar el valor de absorbancia corregida en la ecuacion de la curva de calibrado y la
solucion dara lugar a los micromoles de tirosina liberado durante esta reaccion
proteolitica particular.

U umol equivalentes de tirosina 11

mL min xlXZ

Donde:
11 = VVolumen total (en mililitros) del ensayo
1 = Volumen de la enzima (en mililitros)

2 = Volumen (en mililitros) usado en la determinacion colorimétricas

Cuadro 21: Determinacion de la actividad enzimatica para dilucion

o, Concentracion . Unidad Unidad
Dilucidn S Pendiente e L
Enzimatica enzimatica (UM Tyr/min) Enzimatica Enzimatica

(mg/mL) (U/mL) (U/mg)

1:2000 0.550 36.73614 202.04877 367.3614

1:3000 0.367 22.85410 125.69755 342.8115

1:4000 0.275 17.57241 96.648255 351.4482
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ANEXO 3:
Determinacion de los parametros cinéticos Km y Vmax

Cuadro 22: Determinacion de la velocidad inicial de reaccién para el sustrato

caseina
# Experiencia  Abs 660 nm TErr::/lSa T'(g;i)n a ( /L\’{?nin)
1 0.8885 0.387 0.07012 0.00467
2 0.9785 0.427 0.07744 0.00516
3 1.0350 0.453 0.08204 0.00547
4 1.2245 0.538 0.09745 0.00650
5 1.2405 0.545 0.09875 0.00658
6 1.2690 0.558 0.10107 0.00674

Cuadro 23: Inversa del sustrato vs. Inversa de la velocidad inicial

# Experiencia Vo So Vo 1/So
(g/L*min) (g/L) (g/L*min)* (g/L)*
1 0.00467 8.00 213.911 0.125
2 0.00516 9.00 193.691 0.111
3 0.00547 10.00 182.841 0.100
4 0.00650 12.50 153.922 0.080
5 0.00658 15.00 151.894 0.067
6 0.00674 17.50 148.410 0.057
250.000
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Figura 31: Representacion grafica de Lineweaver-Burk para caseina y Protamex

La ecuacion del modelo ajustado es

(1/Vo) = 84.9254 + 990.957*(1/S,)
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ANEXO 4:
Hidrdlisis Enzimética de la anchoveta entera

Cuadro 24: Cantidad de pescado, agua y enzima para cada ensayo de la
metodologia experimental

Variables independientes

Ensayo Real Practico |
E/S b ¢ Pescado Agua Enzima
(9) (9) (9)
1 10 0.7 120 308.82 441.18 0.25
2 60 0.7 120 308.82 44118 151
3 10 1.3 120 42391 326.09 0.35
4 60 1.3 120 42391 326.09 2.07
5 10 1.0 60 375.00 375.00 031
6 60 1.0 60 375.00 375.00 1.83
7 10 1.0 180 375.00 375.00 0.31
8 60 1.0 180 375.00 375.00 1.83
9 35 0.7 60 308.82 441.18 0.88
10 35 1.3 60 42391 32609 121
11 35 0.7 180 308.82 441.18 0.88
12 35 1.3 180 42391 326.09 121
13 35 1.0 120 375.00 375.00 1.07
14 35 1.0 120 375.00 375.00 1.07
15 35 1.0 120 375.00 375.00 1.07
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ANEXO 5:
Grado de hidrolisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipotesis 1

Cuadro 25: Grado de hidraolisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipotesis 1

TIEMPO 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM 50 mM 60 mM 70 mM 80 mM 90 mM
0 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
5 42.768%  26.955% 19.463% 15.100% 12.250% 10.245%  8.761% 7.619% 6.715%
10 68.920% 40.241% 30.949% 23.200% 19.718% 17.271% 14.329% 12.942% 11.844%
15 76.500% 43.641% 34.219% 26.003% 22.487% 20.017% 16.756%  15.358%  14.252%
20 80.933% 45.630% 36.132% 27.736% 24.198% 21.715% 18.325%  16.920%  15.808%
25 84.079% 47.041% 37.489% 28.993% 25.440% 22.946% 19.486% 18.076%  16.960%
30 86.519% 48.135% 38.542% 29.981% 26.416% 23.914% 20.408% 18.994% 17.875%
35 88.512% 49.030% 39.402% 30.794% 27.219% 24.711% 21.173% 19.756% 18.634%
40 90.198%  49.786%  40.129%  31.485% 27.902% 25.388% 21.827% 20.407% 19.283%
45 91.658% 50.441% 40.759%  32.087%  28.496% 25.978% 22.398% 20.975% 19.849%
50 92.946% 51.019% 41.315% 32.619% 29.022% 26.499% 22.904% 21.479% 20.352%
55 94.098% 51.535% 41.812% 33.096% 29.493% 26.966% 23.360% 21.933% 20.803%
60 95.140% 52.003% 42.261% 33.528% 29.921% 27.390% 23.773% 22.344% 21.214%
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ANEXO 6:
Grado de hidrdlisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipotesis 2

Cuadro 26: Grado de hidrolisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipdtesis 2

TIEMPO 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM 50 mM 60 mM 70 mM 80 mM 90 mM

0 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
5 29.133% 18.282%  13.321% 10.477%  8.634% 7.343% 6.387% 5.652% 5.052%
10 58.266%  36.564%  26.642% 20.734%  16.148% 13.420% 10.786% 9.288% 8.148%
15 77.498%  48.115% 35.095% 25.270% 19.315% 16.166% 12.973%  11.269% 9.960%
20 81.932% 51.515% 37.954% 27.515% 21.167% 17.864% 14.438%  12.638% 11.245%
25 84.348%  53.504% 39.722% 29.019% 22.481% 19.095% 15.542%  13.685% 12.242%
30 86.017% 54.915% 41.005%  30.153% 23.500% 20.063% 16.428%  14.534% 13.057%
35 87.294% 56.010% 42.012% 31.062% 24.333% 20.860% 17.168%  15.247% 13.746%
40 88.329% 56.904% 42.842% 31.822% 25.037% 21.537% 17.804%  15.862% 14.342%
45 89.199% 57.660%  43.548% 32.475% 25.647% 22.127% 18.360%  16.403% 14.868%
50 89.949% 58.315% 44.161% 33.046% 26.185% 22.648% 18.856%  16.885% 15.339%
55 90.608%  58.893% 44.704%  33.555%  26.666% 23.115% 19.302%  17.321% 15.765%
60 91.197% 59.410% 45.191% 34.013% 27.102% 23.539% 19.708%  17.718% 16.154%
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ANEXO 7:
Grado de hidrdlisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipotesis 3

Cuadro 27: Grado de hidrolisis en las experiencias del mecanismo de reaccion - hipotesis 3

TIEMPO 10 mM 20 mM 30 mM 40 mM 50 mM 60 mM 70 mM 80 mM 90 mM
0 0.000%  0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000% 0.000%
5 19.086% 12.618%  9.424% 7.520% 6.257% 5.357% 4.683% 4.160% 3.742%
10 38.173% 25.236%  18.848%  15.041% 12.513% 10.653%  9.008% 7.931% 6.772%
15 57.232% 38.195% 25.888% 20.463% 16.218% 13.793% 11.435% 10.108%  8.584%
20 64.081% 43.006% 28.747%  22.955% 18.236% 15.630% 13.004% 11.567%  9.869%
25 67.027% 45.388% 30.515% 24.566% 19.631% 16.933% 14.165% 12.666%  10.866%
30 68.932% 46.984% 31.798%  25.758%  20.698% 17.944% 15.087% 13.547% 11.681%
35 70.341% 48.186% 32.806% 26.705% 21.562% 18.770%  15.852% 14.284% 12.369%
40 71.461% 49.151% 33.635% 27.491% 22.289% 19.468% 16.506% 14.917%  12.966%
45 72.390% 49.957% 34.341% 28.162% 22.916% 20.073% 17.077% 15.471%  13.492%
50 73.184% 50.649%  34.954% 28.748%  23.467% 20.607% 17.584% 15.964% 13.963%
55 73.877% 51.256%  35.497% 29.268%  23.958% 21.084% 18.039%  16.408%  14.389%
60 74.492% 51.795% 35.984% 29.736% 24.402% 21.516% 18.452% 16.813% 14.778%
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ANEXO 8:
Grado de conversion a diferentes Si/K utilizando el modelo de inhibicion por sustrato

Cuadro 28: Grado de conversion a diferentes Si/K utilizando el modelo de inhibicidn por sustrato

(Vmax / Km) * t Si/K =1 SilK =5 Si/K = 10 Si/K = 11.43 Si/K = 11.43 (exp)
0.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.978 0.4234 0.1509 0.0769 0.0674 0.0672
1.955 0.7120 0.2988 0.1541 0.1351 0.1184
2.933 0.8739 0.4422 0.2317 0.2033 0.1425
3.910 0.9496 0.5784 0.3095 0.2717 0.1581
4.888 0.9807 0.7035 0.3871 0.3404 0.1696
5.865 0.9928 0.8118 0.4647 0.4093 0.1788
6.843 0.9973 0.8962 0.5416 0.4781 0.1863
7.820 0.9990 0.9515 0.6175 0.5467 0.1928
8.798 0.9996 0.9805 0.6917 0.6147 0.1985
9.775 0.9999 0.9928 0.7631 0.6816 0.2035
10.753 0.9999 0.9975 0.8299 0.7469 0.2080
11.730 1.0000 0.9991 0.8895 0.8093 0.2121
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ANEXO 9:
Grado de conversidn utilizando el modelo de inhibicién por producto

Cuadro 29: Grado de conversion utilizando el modelo de inhibicién por producto

(Vmax / Km) * t KM KM + Pl EXP
0.000 0.0000 0.0000 0.0000
1.416 0.0546 0.0592 0.0505
2.833 0.1099 0.1045 0.0815
4.249 0.1659 0.1426 0.0996
5.666 0.2224 0.1760 0.1125
7.082 0.2797 0.2060 0.1224
8.499 0.3376 0.2336 0.1306
9.915 0.3962 0.2590 0.1375
11.331 0.4554 0.2829 0.1434
12.748 0.5152 0.3053 0.1487
14.164 0.5755 0.3265 0.1534
15.581 0.6361 0.3467 0.1577
16.997 0.6970 0.3660 0.1615
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ANEXO 10:
Grado de conversion utilizando el modelo de inactivacion térmica

Cuadro 30: Grado de conversion utilizando el modelo de inactivacion térmica

Vmax * t/ Km KM + Pl + EI KM + PI EXP
0.000 0.0000 0.0000 0.0000
1.416 0.0595 0.0592 0.0505
2.833 0.1058 0.1045 0.0815
4.249 0.1453 0.1426 0.0996
5.666 0.1805 0.1760 0.1125
7.082 0.2127 0.2060 0.1224
8.499 0.2427 0.2336 0.1306
9.915 0.2709 0.2590 0.1375
11.331 0.2976 0.2829 0.1434
12.748 0.3233 0.3053 0.1487
14.164 0.3479 0.3265 0.1534
15.581 0.3718 0.3467 0.1577
16.997 0.3949 0.3660 0.1615

137



ANEXO 11:
Imagenes del proceso de hidrdlisis enzimatica
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